
 
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 

 
FACULTAD DE VETERINARIA 

 
Departamento de Patología Animal II 

 
 

 
 
 

PATOLOGÍA INTESTINAL EN LA LEISHMANIOSIS 
EXPERIMENTAL CANINA 

 
 
  

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR 

PRESENTADA POR 

Pilar García Palencia 
 
 
 
 
 

Bajo la dirección del doctor 
 

José Luis González Arribas 
 

 
 
 

Madrid, 1996 
 
 
ISBN: 84-669-1336-X 



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE VETERINARIA

DPTO. PATOLOGíA ANIMAL II

PATOLOGíA INTESTINAL EN LA

LEISHMANIOSIS EXPERIMENTAL CANINA

PILAR GARCíA PALENCIA

TRABAJO PRESENTADOPARA OPTAR AL GRADO

DE DOCTOREN VETERINARIA

MADRID, febrerode 1996



D. JoséLuis GonzálezArribas,ProfesorTitular del Departamentode PatologíaAnimal

II de la FacultaddeVeterinariade Madrid

CERTIFICA:

que la Tesis Doctoral titulada PATOLOGIA INTESTINAL EN LA

LEISHMANIOSIS EXPERIMENTAL CANINA, de la que esautorala licenciadaen

VeterinariaD~ PILAR GARCIA PALENCIA, seha realizadaen la Unidad Docentede

Histología y Anatomía Patológica de la Facultad de Veterinaria, Universidad

ComplutensedeMadrid, bajo mi dirección.

Y paraqueconstea todoslos efectosoportunos,firmo lapresente

Madrid, febrero de 1996



II,

A mi padre



INDICE



1. INTRODUCCIONY OBJETIVOS 8

2. REVISIONBIBLIOGRÁFICA
2.1. GENERALIDADESDEL INTESTINO

2.1.1. CARACTERISTICAS ANATOMICAS
2.1.1.1. INTESTINODELGADO
2.1.1.2. INTESTINO GRUESO

2.1.2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS:
ULTRAESTRUCTURA

2.1.2.1. INTESTINO DELGADO....
2.1.2.1.1.MUCOSA
2.1.2.1.2.SUBMUCOSA....
2.1.2.1.3.MUSCULAR
2.1.2.1.4.SEROSA

II
12
12
12
14

ESTRUCTURAY
16
¡6
17
23
23
24

2.1.2.1.5.CARACTERíSTICASPROPIASDE CADA
REGION DEL INTESTINO DELGADO

2.1.2.2. INTESTINO GRUESO
2.1.2.2.1.CARACTERISTICASPROPIASDE CADA

REGION DEL INTESTINO GRUESO
2.1.3.CARACTERíSTICASINMUNOLOGICAS

2 1 3 1. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS DEL
TRACTO DIGESTIVO

2.1.3.1.1.TEJIDO LINFOIDE DIFUSO
2.1.3.1.2.TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO

2.1.3.2. CIRCULACION DE LOS LINFOCITOS DE LA
MUCOSA DEL INTESTINO

2.1.3.3.PAPEL DE LAS INMUNOGLOBULINAS EN EL
SISTEMA INMUNE GASTROINTESTINAL

2.1.4. CARACTERISTICAS PATOLOGICAS
2.1.4.1. ENTERITIS
2.1.4.2. COLITIS

2.2. LEISHMANIOSIS INTESTINAL
2.2.1. LEISHMANIOSISVISCERAL HUMANA....

2.2.1.1.CUADRO CLíNICO
2.2.1.2.ASPECTOSANATOMOPATOLOGICOS

2.2.2.LEISHMANIOSIS CANINA
2.2.2.1.CUADRO CLíNICO
2.2.2.2.ASPECTOSANATOMOPATOLOGICOS

24
26

27
29

30
31
33

36

37
39
39
47
54
54

• . . . 54
55

• . . . 58
• . . . 59

62

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. ANIMALES
3.2. MATERIAL INFECTANTE E INOCULACION

3.2.1.INOCULO
3.2.2. CANTIDAD INFECTANTE
3.2.3. INOCULACION DE LOS GRUPOSDE ANIMALES

3.3. SEGUIMIENTO CLíNICO
3.4. SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS
3.5. PROCESADODE MUESTRAS

3.5.1.FIJACION
3.5.2. INCLUSION
3.5.3. OBTENCION DECORTES
3.5.4. TINCION

65
66
66
66
67
67
68
69
69
69
70
70
71



3.6. OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES 74
3.7. ICONOGRAFíAS 74
3.8. ESTUDIO CUANTITATIVO 74
3.9. CLASIFICACION DE LAS LESIONES 75

CLíNICO
ANATOMOPATOLOGICODEL INTESTINO

4.2.1. GRUPOCONTROL (perros7y 8) ....

4.2.1.1.Duodeno(control)
4.2.1.2.Yeyuno(control)
4.2.1.3. fleon (control)

4.2.2. GRUPOA. INTRAPERITONEAL
4.2.2.1. PERRON01

4.2.2.1.1.Duodeno(1)
4.2.2.1.2.Yeyuno(1)
4.2.2.1.3.Ileon(1)

4.2.2.2. PERRON02
4.2.2.2.1.DUODENO (2)
4.2.2.2.2.Yeyuno(2)
4.2.2.2.3.íleon (2)

4.2.2.3. PERRON03
4.2.2.3.1.Duodeno(3)
4.2.2.3.2.Yeyuno(3)
4.2.2.3.3.íleon(3)

4.2.3.GRUPOB. INTRAVENOSO
4.2.2.4.PERRON04

4.2.2.4.1. Duodeno (4)
4.2.2.4.2.Yeyuno(4) ...

4.2.2.4.3.íleon(4)
4.2.2.5.PERRON05

4.2.2.5.1.Duodeno(5)
4.2.2.5.2.Yeyuno(5)
4.2.2.5.3.íleon(5)

4.2.2.6.PERRON06
4.2.2.6.1.Duodeno(6)
4.2.2.6.2.Yeyuno(6)
4.2.2.6.3.íleon(6)

77
79
81
81
81
83
84
86
86
86
87
88
90
90
91
92

• 94
94
95
96
98
98
98
98
99

101
101
¡02
103
104

. 104
105
106

4.2.4.VALORACION DEL NUMERO TOTAL DE
INMUNOGLOBULINAS

4.3. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL INTESTINO GRUESO
4.3.1.GRUPOCONTROL(perros7y8)

4.3.1.1.Ciego (control)
4.3.1.2.Colon(control)
4.3.1.3.RECTO (control)

4.3.2.GRUPOA (INTRAPERITONEAL)
4.3.2.1. PERRON01

4.3.2.l.l.Ciego(1)
4.3.2.1.2.Colon (1)
4.3.2.1.3.Recto(1)

4.3.2.2.PERRON02
4.3.2.2.1.Ciego (2)
4.3.2.2.2.Colon (2)

107
108
108
108
109
109
¡10
110

• . . . 110
111
III

• . . . 113
• . . . 113

114

4. RESULTADOS
4.1. ASPECTO
4.2. ESTUDIO



4.3.2.2.3.Recto (2)
4.3.2.3.PERRON03

4.3.2.3.1.Ciego(3)
4.3.2.3.2.Colon (3)
4.3.2.3.3.Recto(3)

4.3.3. GRUPOB (INTRAVENOSO)
4.3.3.1.PERRON04

4.3.3.1.1.Ciego (4)
4.3.3.1.2.Colon (4)
4.3.3.1.3.Recto(4)

4.3.3.2.PERRON05
4.3.3.2.1.Ciego (5)
4.3.3.2.2.Colon (5)
4.3.3.2.3.Recto(5)

4.3.3.3PERRON06
4.3.3.3.1.Ciego (6)
4.3.3.3.2.Colon(6)
4.3.3.3.3.Recto(6)

4.3.4.VALORACION DEL NUMERO TOTAL DE
INMUNOGLOBULINAS

4.4 TABLAS
4.5 ESTUDIOESTADíSTICO

5. ICONOGRAFíA.

6. DISCUSION ...

7. CONCLUSIONES

8. RESUMEN

SIJMMARY ....

9. BIBLIOGRAFIA

lis
¡17
117
118
119
121
121
121
122
122
123
123
124
¡24
¡25
¡25
126
126

127
128
133

¡37

¡64

181

184

187

189

AGRADECIMIENTOS 210



1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



.1 1.1 1 II.

Introducción

La leishmaniosises una enfermedadparasitariacausadapor un protozoo del

géneroLeishmania queafectaal hombre,al perro,asícomoa ciertosanimalessalvajes.

En cuantoa su distribucióngeográficaestaenfermedadseencuentraen países

comprendidosentrelos 45 gradosde latitud Norte y los 30 gradosde latitud Sur. En

estoslímitesestánincluidoscuatrocontinentes:Europa,Asia, Américay Africa, en los

quela leishmaniosistiene unapresentaciónendémicay originadiferentesfocos(indio,

chino, centroasiático,esteafricano,sudamericanoy mediterránea).

Españaseencuentradentrodel foco endémicodel Mediterráneo.Lasprimeras

referenciassobrela enfermedaden nuestropaíssedebena Pittalugaen 1912 y Trigo en

1916. En la actualidad,estáconsideradacomounazoonosisde declaraciónobligatoria

en el hombre(B.O.E. no 13, del 15 de enerode 1982). Despuésde su notableaumento

en el númerode casosregistradosdurantelos primerosañosde declaraciónobligatoria,

actualmente,parecequelacifra seha estabilizadoalrededorde los 100 casosal año. Sin

embargo,en los últimos añoshanaparecidonuevosgruposde riesgo,entrelos cualesla

población inmunodeficiente,particularmentelos enfermos de SIDA, ocupan un

importantelugar. En aquelloslugaresde la geografíaespañoladondeVIH y Leishmania

coexistenseestimaqueentreun 1-6% de los enfermoscon SIDA sufren tambiénde

leishmaniosis.

La enfermedadestácausadapor un microorganismoprotozoariodifásico del

genero Leishmania,que completasu ciclo vital en dos hospedadores,un vertebrado

(roedores,cánidosy hombre),en el quesepresentaen forma deamastigote,y un insecto

de los génerosPhlebotomusy Lutzomyiaqueactúacomovector, y en el que se encuentra

en forma depromastigote.

La leishmaniosises una enfermedadde curso crónico que clínicamentese

caracterizapor adelgazamientoprogresivo,anorexia,atrofiade los músculosfacialesy

temporales,abatimiento,adinamia,fiebre inconstantee irregular, adenopatíasmúltiples
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Introducción

y precoces,frecuentementelocalizadasen gangliossuperficiales,hemorragiasnasales,

hepatomegalia,esplenomegaliamarcada,lesionescutáneasy síntomasde insuficiencia

renalen las fasesavanzadasde la enfermedad.

Estaparasitosispresentaun alto índicede incidenciaen el áreade Madrid; datos

de los últimos onceañosincluyenaproximadamente1.100 casosdeclaradosde animales

positivos.Comoconsecuenciadeéstaalta incidencia,nuestroDepartamento,desde1977,

viene estudiandodiferentesaspectosde la leishmaniosisvisceral, tanto en su forma

naturalen el perro,comoen la experimentalen el perroy en el criceto.

Así, sevieneprestandoespecialinterésal estudiode la patologíadigestivaen el

curso de la leishmaniosiscanina, habiendoserealizado diversos trabajos sobre las

alteracionesque seobservanen el hígadoy en el páncreas.

Debidoa lasescasasreferenciasen cuantoa las lesionesintestinalesen penoscon

estaenfermedady a la frecuenciacon que las patologíasdigestivasse presentanen la

clínicacanina,sehaconsideradode interésel estudiarlas alteracionesintestinalesen el

curso de la leishmaniosisexperimental,con el fin de establecerlas basespara su

diagnósticodiferencialcon otraspatologíasdel tractodigestivo.

Parala realizaciónde estetrabajonoshemospropuestolos siguientesobjetivos:

• Estudiarlas alteracionesestructuralesy ultraestructurales,del intestinode perros

beagleinoculadosexperimentalmenteconLeishmaniaínfantum,mediantetécnicas

convencionalese inmunocitoquimicas.

• Examinarlas formacioneslinfoides intestinalesy los cambiosqueéstaspresentan

en el cursode estaenfermedad.
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RevisiónBibliográfica

2.1. GENERALIDADES DEL INTESTINO

2.1.1. CARACTERISTICASANATOMICAS

2.1.1.1. INTESTINO DELGADO

El intestinodelgadoseextiendedesdeel píloro hastael orificio ileocólico que lo

separadel intestinogrueso(Bradley, 1959). Es la partemáslargadel aparatodigestivo,

tiene unalongitud mediade 3,5 vecesla longituddel cuerpoen el animal vivo (Evans,

1993). La longitud del intestinodelgadoen los penosvaríade 180 a 480 cm (Strombeck

y Guilford, 1991);en el casoparticulardelos perrosde razabeagleéstaoscila entre225

a 290 cm, presentandoun diámetro aproximadode 1 cm (Andersen, 1970). La

capacidadtotal de estapartedel tractodigestivoesde 200a 300 ml y su pesoen vacío

esde 266 g aproximadamente(Andersen,1970).

El intestinodelgadoconstade trespartesprincipales: el duodeno,integradopor

unacortacurvaturaproximal, el yeyuno, queconsisteen unaporción distal, móvil y

largay el íleon, queesla porción terminalde muy cortalongitud (Evans, 1993).

El duodenoconstituyeel 10% del total del intestinodelgado (Strombecky

Guilford, 1991). Comienzaen el píloro, en la región hipocondríacaderechasuperior,

debajodel lóbulohepáticolateralderechoy a nivel de la décimaunión costocondral.En

los perrosbeagletieneaproximadamenteunos25 cm de longitud y observándolodesde

un plano frontal presentaforma de U (Andersen, 1970). Se divide en cuatropartes:

porción craneal (pars cranialis), porción descendente(pars descendens),porción

transversa(pars transversa)y porción ascendente(pars ascendens)(Evans, 1993).

La porcióncraneales la primerapartedel duodenoy estásituadaentreel píloro

y la curvaturacranealdel duodeno(estaparteseconfundea menudocon el píloro).

Ventralmenteestáseparadadel estómagopor el omentomayor, dorsaly lateralmenteestá
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RevisiónBibliográfica

en contactocon el hígadoy medialmenteconel páncreas(Evans, 1993). Dentrode esta

partesedistinguela flexuracranealduodenalquees unacurvaturadel duodenola cual

aparecea nivel de la novenay décimacostilladel ladoderecho(Adams, 1986).

La porcióndescendentetienecercade 15 cm de longitud y se dirige caudalmente

hasta la entradade la pelvis (Evans, 1993). Recibe al conductobiliar común y al

conductopancreático(Adams, 1986). Su superficie lateral está en contacto con el

peritoneoparietaly con los lóbulos hepáticosderechoslateral y medial, dorsalmente

contactacon el lóbulo derechodel páncreasy medialmentecon el ciego y el colon

(Evans, 1993).

La porción transversamide 5 cm de longitud aproximadamentey conectala

porción descendentey ascendentede derechaa izquierda.Descansaventralmenteal

cuerpo y al procesotransversoderechode la 6~ vértebra lumbar. Esta parteestá

relacionadacon la porción terminal del íleon y ventralmentecon el yeyuno (Evans,

1993).

La porciónascendentedel duodenopasaoblicuamentea la regiónlateral izquierda

y luegosecurvaventralmenteparaterminaren la flexuraventromedialduodeno-yeyunal

(Evans,1993).

El yeyuno y el íleon constituyenel 90% de la longitud total del intestino

(Strombecky Guilford, 1991) y tienencercade280cm de longitud en los perrosbeagle

(Andersen,1970). No existengrandesdiferenciasmorfológicasentreestasdos zonasdel

intestinodelgado(Evans, 1993).

El yeyuno es la parte media del intestino delgado,comienzaen la flexura

duodeno-yeyunalcercadel riñón izquierdoy secontinúaconel íleon, que terminaen la

válvula ileo-cólica, próximaa la flexuracaudalduodenal(Evans, 1993).

A la porción terminal del intestinodelgadosela denominaíleon. En el beagle

tiene unos 8 cm de largo y está definido por la longitud de los vasos mesentéricos

13



.1 II.

RevisiónBibliográfica

(Andersen,1970). Presentados ligamentosmesentéricos:el pliegue mesoileoy el pliegue

ileocecallos cualescontienenvasosantimesentéricosileales (Evans, 1993).

2.1.1.2.INTESTINO GRUESO

El intestinogruesoes un segmentocortoy pocoespecializadoque se extiende

desdeel esfínterileal hastael ano y cuya función principal es la deshidrataciónde las

heces(Evans, 1993).

Por suscaracterísticasmorfológicas,el intestinogruesodel perroes másparecido

al del hombrequeel deotrasespeciesanimales(Bradley, 1959), su longitud varíaentre

20 y 60 cm (Strombecky Guilford, 1991), su diámetroessimilar al del intestinodelgado

(Bradley, 1959), y no presentateniasni procesosvermiformes(Evans, 1993).

En el intestinogruesosedistinguenvariaspartes:ciego, colon, rectoy canalanal.

El ciegoestásituadoen la región lateralderecha,caudalal arcocostaly debajo

de la flexuracaudalduodenaly del mesoduodeno.En perrosde razabeaglese asemeja

a unacúpulapuntiaguday yacepróximo al íleon. En la razacanina, su longitud varíade

8 a30 cm (Strombecky Guilford, 1991). En el casode losbeaglesestaestácomprendida

entre4 y 6 cm y el diámetroentre1,5 y 2 cm (Andersen,1970).El ciegopuedevariar

en tamañoy forma, pero su capacidadnormalesde 8 a 12 ml. Su pesoen vacíoesde

aproximadamente8,3 g (Andersen,1970).

El colon ocupala partedorsalde la cavidadabdominal(Evans, 1993); en las

hembrasatraviesala pelvis, dorsalmenteal útero, y en los machos,esdorsala la vejiga

de la orina(Bradley, 1959). Tieneunos25 cm de longitud (Andersen,1970) y 2 cm de

diámetro (Evans,1993), unacapacidadde 200 a 300 mí, y un pesoen vacío de 53 g

(Andersen, 1970). Presentatres partes diferenciadas:el colon ascendente(colon

ascendens); el colon transverso(colon transversum)y el colon descendente(colon

14
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descendens)unidasentresí porsus correspondientesflexurasde conexión: la porción

ascendentey transversase unen mediantela flexuracólica derecha(flexura coli ¿¡extra),

y la porcióntransversaseunecon la descendentepor la flexura cólica izquierda (flexura

cotí sínistra) (Evans, 1993).

Ecolonascendentecomienzaen el esfínterileocólico, secontinúacranealmente

y finalmente termina en el ángulo derecho de la flexura cólica derecha. Mide

normalmente5 cm y está relacionadodorsalmentecon el mesoduodenoy la porción

derechadel páncreasy cranealmentecontactacon el estómago(Evans, 1993).

El colon transversoforma un arcoy pasade derechaa izquierdacraneala la

arteriamesentéricacranealy ala porcióndorsaldel mesoyeyunoíleon.Estárelacionado

cranealmenteconel estómago,craneodorsalmentecon la porción izquierdadel páncreas

y ventral y caudalmenteconel intestinodelgado(Evans, 1993).

E colondescendentetiene 12 cm de longitud y seextiendedesdela flexuracólica

izquierda, en un plano transverso,hastael estrechosuperiorde la pelvis, dondese

continúacon el recto (Evans, 1993).

El recto viene determinadopor la entradadel colon descendenteen el canal

pélvico (Adams, 1986) y se extiendeventralmentehastala segundao terceravértebra

caudalquees dondecomienzael canal anal. Tiene aproximadamenteunos 5 cm de

longitudy 3 cm dediámetro(Evans, 1993).

E canalanales la porciónterminaldel canalalimentario.Tienecercade ¡ cm

delongitud y seextiendedesdela terminacióndel recto hastael ano (Evans,1993). Está

rodeadopor los músculosesfínteresanalesinternoy externo(Adams, 1986).

15
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2.1.2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS: ESTRUCTURA Y

ULTRAESTRUCT1IJRA

2.1.2.1. INTESTINO DELGADO

Parala revisión deesteapartado,vamosa seguirel modelo generalde todos los

órganostubularesdel sistemadigestivo, con suscuatrocapascaracterísticas:mucosa,

submucosa,musculary serosa.

En el intestino delgado, las capasmucosay submucosasufrenuna seriede

modificacionesconel fin deaumentarla superficiedeabsorción(Rossetal., 1992) y

ocuparel menorvolumenposibleen la cavidad abdominalparalo cual presentanlos

plieguescirculares,las vellosidadesy las microvellosidades(Bloom y Fawcett, 1995).

Los plieguescirculareso válvulasdeKerckringestánausentesen los perros,sin

embargo, en estos existen unos pliegues longitudinales que recorren de forma

intermitenteel intestino(Foust, 1947 citadoporTitkemeyery Calhoun, 1955).

Las vellosidadesson prolongacioneso evaginacionesdigitiformes de la mucosa,

quepresentanunalongitud de0,5 a 1,5 mm. Sunúmerovariade 10 a 40 por mm2 y se

presentanen mayor númeroen el duodenoy en el yeyunoproximal (Bloom y Fawcett,

1995). En el perro adulto sonnumerosasy la alturamediaesde 645 gm (Titkemeyery

Calhoun, 1955), aunqueéstaes muy irregulardesdeel nacimientohastalos 21 díasde

edad (Hoskinset al., 1982).

Las microvellosidadesestánlocalizadasen las célulasabsorbentesy tienenuna

alturade 1,5 pm y 80 gm de diámetro,presentandounadensidadque varíade 150.000

a 200.000~m/mm2.Estasformacionesaumentanpor 20 la superficieintestinal (Delhon,

et al.,1984)
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Algunos autores(Bloom y Fawcett, 1995; Stevensy Love, 1993) incluyen las

criptasde Lieberkúhncomoestructurasqueaumentanla superficiede absorción.Otros,

sin embargo(Stinsony Calhoun, 1993)consideranque su función es la reepitelización

del intestino. Nosotroslas describiremosal hablardel epitelio de revestimientode la

mucosaintestinal.

2.1.2.1.1.MUCOSA

Estácompuestapor el epitelio de revestimiento,la láminapropiacon las glándulas

de Brunnery la muscularde la mucosa.

A) Epitelio de revestimiento

La superficielibre de la mucosaestárecubiertapor un epitelio cilíndrico simple

en el que sedistinguencélulasde revestimiento,célulascaliciformes,célulasendocrinas

y célulasM (Banks, 1993).

Las células de revestimiento o absorbentesson de forma cilíndrica con un

núcleoovoidal localizadoen la zonabasaldel citoplasma,miden entre20 y 26 pm de

altura en el hombre (Bloom y Fawcett, 1995) y 32 ~m en el perro (Titkemeyer y

Calhoun, 1955)y en su superficieapicalpresentanun bordeestriadoPAS positivo (Van

der Gaagy Happé,1990).

Con microscopiaelectrónicaseobservapor debajode la superficieapical una

zona clara desprovistade organelasy ocupadapor el fieltro terminal. El resto del

citoplasma se caracteriza por presentarun aparato de Golgi supranuclearbien

desarrollado(Banks, 1993), un extensoretículoendoplásmicoliso, numerososribosomas,

mitocondriasy retículoendoplásmicorugosoen la zonabasalde la célula (Stinson y

Calhoun, 1993).
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Lasmicrovellosidadesson muy numerosas,sedisponenparalelasy estánrodeadas

por un plasmalemaquepresentala estructuratípicade unidadde membrana.Por encima

de éstaapareceunacubiertasuperficial,de 0,1 a 0,5 ~mde grosor, integradapor finos

filamentosque son máslargosy numerososen la puntade la vellosidad.Estacubierta,

conocidacon el nombrede glicocalix, esde naturalezaglicoprotéicay resistetanto a

agentesmucolíticoscomo proteolíticos. Se cree que participa también en procesos

digestivosya que hidrolizan los disacáridosy los polipéptidos a monosacáridosy

aminoácidos.Además,se ha comprobadoque presentanreceptoresespecíficospara

sustanciasque seabsorbenselectivamenteen algunasporcionesdel intestino(Bloom y

Fawcett, 1995).

En el interiordecadamicrovellosidadexisteun hazde finos filamentosrectilíneos

orientadoslongitudinalmentey que penetranpordebajode la microvellosidad,hastael

interior del fieltro terminal. Los filamentosy el fieltro terminalconstituyenelementos

citoesqueléticosencargadosde mantenerla estabilidaddel bordede las microvellosidades.

En los bordesde la célula, los filamentosdel fieltro terminal se fusionancon lo que

aparecenasociadosa la zónulaadherente.Estos hacesde filamentos, junto con los

filamentosintermedios,la miosinay las proteínasasociadasal fieltro terminal, forman

uno de los aparatoscitoesqueléticosmásaltamenteorganizados(Bloom y Fawcett, 1995).

Las superficieslateralesde las célulasabsorbentes,en suporción apical,presentan

prolongacionesdelgadasinterdigitadasy un complejode unión yuxtaluminal,quecierra

la comunicaciónentre la luz y el espaciointercelular. En la base de la célula, la

membranaplasmática estáestrechamenteaplicadasobre una lámina basalcontinua

(Stevensy Love, 1993).

Las células caliciformes están localizadas entre las células absorbentes,

disminuyendosu númerohacia la zonaapical de la vellosidad (Delhon et al., 1984;

Stinsony Calhoun,1993)y aumentandodesdelas porcionesanterioresdel intestinohasta

el recto(Banks1993).Su regiónapical, llamadateca,estádilatadadebidoa la presencia

denumerosasgotasdemucina quedesplazanal núcleoy al restodel citoplasmahacia la
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estrechabasecelular, la cual descansasobrela membranabasal (Stinson y Calhoun,

1993). En las micrografíaselectrónicasseobservancisternasde retículoendoplásmico

rugosodispuestoparalelamentea la basey a las superficieslaterales.El complejode

Golgi, muy desarrollado,estásituadoentreel núcleoy la teca. La membranaplasmática

tiene un contorno liso y en la superficielibre puedepresentarmicrovellosidades.Las

células caliciformes se unen a las absorbentespor medio de complejos de unión

yuxtaluminales(Bloom y Fawcett, 1995). Al igual que en las de revestimiento,estas

células en el perro, no muestranvariación morfológicani de distribución, desdeel

nacimiento,hastalos 337 díasdeedad(Hoskinset al., 1982).

Las célulasenteroendocrinaspertenecenal sistemaneuroendocrinodifuso o

sistemaAPUD (amineprecursoruptakeand decarboxylation)cuyascaracterísticasson

la captacióny descarboxilaciónde compuestosprecursoresde aminasy producciónde

hormonas,péptidosy aminasactivas(Pearse,1980). Estánlocalizadasentrela membrana

basaly las célulasepitelialestanto de lascriptascomode las vellosidades,siendomás

numerosasen el duodenoy yeyuno y másescasasen el íleon, ciegoy colon (Leblanc,et

al., 1981). En generalsoncélulaspequeñas,piramidalesy concitoplasmaclaro debido

a la escasapresenciadeARN y membranas(Delverdier,et al., 1988). Al microscopio

electrónicoseobservandos tipos celulares:unasabiertas,en las que el polo apical se

abre a la luz intestinal con numerosasmicrovellosidadesy otras cerradas,que no

contactancon la luz. En amboscasosel núcleoescentral,el aparatode Golgi estámuy

desarrolladoy sehanpodidoobservarabundantesgránulosen el citoplasmabasa],bien

delimitados porunamembrana(Delverdier, et aL, 1988).El aspectoy dimensionesde

estosgránulospermitela identificaciónde los distintostiposcelulares(Pages,1986). En

el hombresehan identificado15 tiposdistintosdependiendode los distintosproductos

desecreción(Strombecky Guilford, 1991).Los productossecretadospuedentenerdos

tipos de acción, unaa distancia,liberando susproductosal torrentesanguíneoy otra

local, quepuedeserpor la secreciónparacrinay citocrina (paracrinamodificada)de estas

células;estasúltimas vierten su contenidodirectamentesobreotracélula (Leblancet al.

1981).
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Las célulasM formanpartedel epitelio de revestimientomucosode los folículos

linfoides intestinalesdel tejido linfoide asociadoal intestino(GALT)(Bockmany Cooper,

1973). Estascélulasson másnumerosasa nivel de la mucosade las placasde Peyerdel

íleon (HogenEschy Felsburg,1990). Secaracterizanpor presentarun núcleoen posición

basal y microplieguesen la superficie apical. Se han observadodiferenciasentre las

células M madurasy las inmaduras.Las primerastienenun citoplasmaocupadopor

linfocitos y los microplieguesson escasos,irregularesy estrechos.Las inmaduras

presentanel citoplasmavacío y los microplieguesson numerosos,regularesy anchos

(HogeniEschy Felsburg,1990). La principal funciónde estascélulases la participación

en un mecanismodepresentaciónde antígenosluminalesal sistemainmune, pasándolos

del citoplasmahasta la superficie basal, donde son presentadosa los linfocitos

intraepitelialesquesehaninfiltrado desdela láminapropiade la mucosa(Banks, 1993).

No tienencapacidadparatransportarIgA (Brandtzaeget aL, 1987). Existepolémicaen

cuantoa la procedenciade estascélulas, mientrasunosautorescreen que son células

epitelialesmodificadas(Bockmany Cooper 1973),otrossugierenqueprocedende las

células indiferenciadasde las criptas y sediferencianbajo la influenciade los linfocitos

(Bye et al., 1984; HogenEschy Felsburg,1990).

El estudio de cortes longitudinales del intestino muestraque existe una

continuidadentre el epitelio de las vellosidadesy el epitelio de las criptas de

Lieberkiibn que sedescribencomoglándulastubularessimples,formadaspor distintos

tipos celulares:las célulasenteroendocrinas,ya descritasanteriormente,y las células

indiferenciadas(Banks, 1993).

Las célulasindiferenciadasse localizanen la basede las criptas, tienenforma

columnarbaja y se multiplican, diferenciany migran haciala vellosidadoriginando

células epitelialesy células caliciformes maduras(Stinson y Calhoun, 1993). Estas

células tienenuna superficielateral lisa con muchosdesmosomasy un citoplasmacon

escasasmitocondriasy cisternasde retículoendoplásmicorugoso, un aparatode Golgi

pequeño,y numerososribosomaslibres (Delhon et al., 1984). No presentanborde
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estriadoy por su apetenciatintorial parecenmás células secretorasque células de

absorción(Strombecky Guilford, 1991).

Las células que se sitúan por encima del fondo glandular son casi todas

cilíndricas, con característicasintermediasentre las indiferenciadasdel fondo y las

superficialesde las vellosidades(Delhonet al., 1984).La renovaciónde estascélulasse

producecada2 6 3 días,por lo quees fácil observarun alto númerode mitosis (Stinson

y Calhound,1993)

Algunosautoresincluyenlos leucocitosglobularescomocélulaspresentesen las

criptas de Lieberkñhn. Estasson célulasmononucleadasde función desconocidaque

poseengrandesgránuloscitoplasmáticoseosinófllosrodeadospor una membranacuyo

contenidolo viertena la luz intestinal.Estosgránulosson semejantesa los gránulosde

la célulade Paneth(Delhon et al., 1984). Estánconsideradascomocélulasmigratorias

intraepitelialesy parasu movilizaciónemitenseudópodos(Deihonet al., 1984). Algunos

autores incluyenaestascélulascomoparteintegrantede la laminapropiacon actividad

metacromática(Stinsony Calhound,1993).

B) Laminapropia

Formala partecentralde la vellosidady rodeaa las glándulasintestinales(Stinson

y Calhoun, 1993; Delhonet al., 1984).Está integradapor un tejido conjuntivo laxocon

fibrasde colágeno,elásticasy reticulares(Stinsony Calhoun,1993) así comoun número

variablede célulaslibres, entrelas que se distinguencélulasplasmáticas,linfocitos,

algunoseosinófilos y ocasionalmenteneutrófilos(Canfleid et al., 1980) y mastocitos

(Stinsony Calhoun, 1993).

Esta capapresentaen el centro de la vellosidad un capilar linfático simple

denominado“lacteal” queen la zonaapicalde la vellosidadesciego y en la base forma

un plexo (Stinsony Calhoun, 1993). También tiene una arteriolaqueprocedede la
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submucosay seextiendehastala porción superficialde la vellosidad.La láminapropia,

además,estáatravesadapor cordonesdemúsculoliso quetienensu origenen la muscular

de la mucosay lleganhastala superficiedela vellosidad,dondeseorientanparalelosal

vasoquilífero central (Van der Gaagy Happe, 1990).

En la lámina propia, además,se observatejido linfático difuso (Stinson y

CaJ.houn,1993)y/o formacionesnodulareslinfoides (GAL’19. Estasúltimaspuedenllegar

hastasubmucosaen el casodelas placasde Peyer,siendomásabundanteen las regiones

máscaudalesdel intestino(Banks, 1993).En el perro seobservanaproximadamente20

placas(Stewartet al., 1980).En las placasde Peyerlas célulasmásnumerosasson los

linfocitos, queconstituyenunareservade célulasinmunocompetentes,muchasde las

cualesson capacesde diferenciarsea célulasplasmáticasproductorasde anticuerpos

(Bloom y Fawcett, 1995).

Entre labasede las vellosidadesy la muscularde la mucosa,el tejido conjuntivo

de la laminapropiaes másdenso(Delhonet al., 1984).En los perros,en particular,es

muy abundantepresentandoun grosor de 30 pm aproximadamente(Titkemeyer y

Calhoun, 1955).

C) Muscularde la mucosa

Estáintegradapor dos capasmuscularesbiendelimitadas,unainternacirculary

otra externalongitudinal, de músculoliso (Bloom y Fawcett, 1995).

En los perrosestámuy desarrollada.Se trata de unacapacontinua(Deihon et

al.,1984) y bastantegruesa(Titkemeyery Calhoun, 1955) quepresentaun grosorde

71km, tresvecesmayorquela mediade otrosanimales.La capainternamide unos27

~my la externade 44 ~m(Titkemeyery Calhoun, 1955; Stinsony Calhoun, 1993).
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2.1.2.1.2. SIJBMUCOSA

Está formadapor un tejido conjuntivo, moderadamentedenso, rico en fibras

elásticas.En estacapaescaracterística,en la primeraporcióndel intestino, la presencia

de las glándulassubmucosaso de Brunnerde distintanaturalezasegúnla especieanimal.

En el perro sonmucosas(Stinsony Calhoun, 1993). Además,destacala existenciade

unas formacionesnodularesde tejido linfoide que en el íleon son más numerosas,

confluyeny formanlasplacasde Peyer(Delhonet al., 1984).Estasaparecencomouna

elevacióncircunscritade cercade2,0 cm de longitud y 1,5 cmde ancho,en un número

aproximadamentede 17 a 26. En el casodel perro seobservandesdela serosa y se

localizanen el lado opuestoa la interseccióndel mesenterio(Titkemeyer y Calhoun,

1955).

El plexonerviososubmucosoo de Meissnerestádistribuidoa lo largode todala

submucosa,extendiéndosealgunasfibrasnerviosashaciael interior de las vellosidades

(Stinsony Calhoun, 1993).

2.1.2.1.3.MUSCULAR

En los carnívorosestatúnicapresentatrescapasde musculaturalisa: unainterna

circular, otraexternalongitudinal, entrelas queapareceel plexonerviosomioentérico

o de Auerbach(Banks, 1993), y unaoblicualocalizadaentrela tinica submucosay la

capamuscularinterna. En el perro,éstaúltima tiene47gm de grosor, siendoel espesor

total de las trescapasde70i~m (Titkemeyery Calhoun, 1955).

La capa oblicua es la responsabledel peristaltismoy de los movimientos

segmentariosqueconsistenen la alternanciade contraccióny relajaciónde segmentos

cortos.
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2.1.2.1.4. SEROSA

Es la capamásexternade la paredabdominaly estáconstituidapor unabanda

muy fina de tejido conjuntivo laxo (Bloom y Fawcett, 1995),por dondepenetranvasos

y nerviosquevan al intestinoy quelo separadel abdomen(Delhon et al., 1984).

2.1.2.1.5.CARACTERISTICASPROPIASDE CADA REGIONDEL INTESTINO

DELGADO

El duodenopresentauna capamucosaconun elevadonúmerode vellosidadesque

tiendena serregularesen forma y tamaño(Banks, 1993), variandosu longitud segúnsu

localización,de 0,790a 0,85 mm (Van derGaagy Happe, 1990). Lascriptas,tienenuna

longitud de0,5 a0,7 mm (Van derGaagy Happe,1990),presentannumerosasmitosis

y células caliciformes localizadasentre las células epiteliales de éstas y de las

vellosidades,quedesciendenen número hacia la superficie de la vellosidad. En la

submucosa,la principal característicaesla presenciade las glándulasde Brunner. Son

glándulastúbulo-alveolaresqueseabrena la luz medianteconductosque asciendena

travésde la muscularde la mucosa,desembocandoen el fondo de las criptas, en la

porciónproximaldelduodeno.Dichas glándulasvandisminuyendoen tamañoy número

a lo largode estaporción (Bloom y Fawcett, 1995). En el perroestasson escasas,de tipo

mucoso,con enzimasdigestivasy estánlocalizadasúnicamenteen la primeraporción,

presentandoun diámetroluminal de 35~m y una alturade 35gm (Stinsony Calhoun,

1993; Titkemeyery Calhoun, 1955).El moco quesecretan,junto al procedentede las

células caliciformes, protegey tapiza la superficie epitelial, manteniéndolahúmeda

(Delhon et al., 1984).

Seobservan,repartidospor todoel duodeno,nóduloslinfoides y placasde Peyer

que se caracterizanpor presentarinvaginacionesintrafoliculares del epitelio, no

evidenciableen las placasdel yeyuno e íleon (HogenEschy Felsburg, 1990). Estos

nódulospuedenmedirdepocosmm a4cmen sudiámetromayor(Stewartet al., 1980).
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El númerode linfocitos intraepitelialesobservadoses de uno cadaseis o diez células

epiteliales(Van derGaagy Happe,1990).Tanto en el duodenocomoen el yeyuno los

nódulos linfoides tienen forma de pera con un centro germinal y una corona bien

diferenciadosestandorodeadosde grandescúpulasy áreasinterfoliculares(HogenEsch

y Felsburg,1992).

El yeyunopresentaunaestructurasimilar a la porción anterior. Las vellosidades

son másestrechas,pequeñasy escasas.Los nóduloslinfoides seven tantoen la mucosa

comoen la submucosa,y no seobservanlas glándulassubmucosasqueestánpresentes

sóloen la porción inicial de algunasespecies(Banks, 1993).

En el íleonlas vellosidadestienenforma de bastóny presentanun mayor número

de células caliciformes. Los agregadosde nódulos linfoides aparecenen mucosay

submucosay estántan desarrolladosqueen ocasionespuedenllegar a obliterar las

vellosidades(Banics, 1993). Seobservancomouna¡tanjacontinuaen los últimos 20-25

cm del íleon (Stewartet al., 1980). A estenivel las cúpulasy las áreasinterfoliculares

estánpocodesarrolladas,lascoronasson pocoaparentesy la zonaoscurade los folículos

seextiendepor los lateralesde la zonaclarade los centrosgerminaleshaciala muscular

de la mucosa<HogenEschy Felsburg, 1992). En la porción termina], la muscularse

engmesaligeramenteformandoel esfínterileocecal.En el orificio ileocecal,hay pliegues

de mucosaquepenetranen el ciegoy quefuncionancomounaválvula bicúspideque se

cierracuandoel ciego sellena, impidiendode estaforma el reflujo de su contenidoal

íleon (Bloom y Fawcett, 1995).
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2.1.2.2.INTESTINOGRUESO

En él seproducela acción microbianasobrela ingesta,la absorciónde agua,

vitaminasy electrólitosy la secreciónde moco(Stinsony Calhoun, 1993).

La organizaciónde las paredesdel intestinogruesoes similar a la del intestino

delgado(Van der Gaag, 1988), por lo queen esteapartadonos limitaremosa resaltar

algunasdiferenciasqueaparecena estenivel. Estasdiferenciasson: la ausenciatotal de

vellosidades,el aumentoen el númerode célulascaliciformes,la existenciade pliegues

longitudinales en vez de circulares (Banks, 1993; Stinson y Calhoun, 1993) y

ocasionalmenteseven formacioneslinfoidesparecidasa lasplacasde Peyeren el colon

y recto (Stewart et al., 1980). Además, las criptas intestinales, presentanunas

característicaspropias:son rectas,paralelasunasa otras, muy próximasentre sí y no

presentanramificaciones(Van derGaag, 1988). Estasseabrenen la superficieluminal

y estánrecubiertasprincipalmentepor célulascaliciformes,exceptoen el tercio inferior,

dondeseobservancélulasindiferenciadas,célulasendocrinasy algunasmitosis.

A diferenciadel intestinodelgado,a nivel de la mucosa,existenpocoslinfocitos

intraepiteliales(Van derGaag,1988).

En la láminapropiadel intestinogruesode los perrosadultos,los vasoslinfáticos

presentanunadistribuciónmuy característica:unossedistribuyencercade la superficie

de la mucosay otros selocalizanen un compartimentoprofundo,cercade la muscular

de la mucosa.Se han observadovasoslinfáticos queseextiendende forma vertical y

paralelosa las glándulas.Cuandoalgunosde estosvasospenetranen la submucosa,

presentanprominentesválvulasy formanlos troncoslinfáticoscolectores,próximosa los

vasossanguíneos(Hirashimaet al., 1984).
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2.1.2.2.1.CARACTERISTICAS PROPIAS DE CADA REGION DEL INTESTINO

GRUESO

El ciego presentacaracterísticassimilaresa lasdescritasanteriormente(Banks,

1993). En carnívorossu tamañoespequeñoy presentanódulos linfoides en toda su

extensiónque seconcentran,al igual que en el cerdoy los rumiantes,alrededordel

orificio ileocecal(Delhon et al., 1984; Banks, 1993).

En el colonla mucosaeslisa y sin vellosidades.Lascélulascaliciformes,en la

superficieepitelialy en las glándulas,son muy numerosas,siendoéstasmuchomáslargas

que en el intestinodelgado.Es frecuentever tejido linfático en la submucosaen forma

de nódulosquea vecesconfluyenparaformar placasde Peyerquerompenla muscular

de la mucosa(Banks, 1993).

En el perro,el grosorde la capamuscularvaríadependiendode la porción. La

mediade grosordel colondescendenteesde0,60mm (de0,4 a 0,75 mm), en el colon

transversola mediaesde0,6 mm (de0,5 a0,7 mm) y en el colon ascendenteesde 0,61

mm (de0,5 a0,75 mm) (Van derGaag,1988).

El rectotieneunaestructurasimilar a la del colon. Presentaun elevadonúmero

decélulascaliciformestantoen el epiteliode revestimientocomoen el glandular(Delhon

et al., 1984; Banks,1993). La túnicamucosatieneplieguesorientadoslongitudinalmente

en los queel corazóno cuerpoes un tejido eréctil de la lámina propia de la mucosa

(Banks, 1993). Sepuedeapreciarunagran cantidadde fibras elásticasen las capasde

tejido conjuntivo(Deihonet al., 1984).La túnicamuscularestamásengrosadaaquí que

en el colon y la serosaestasustituidapor la túnicaadventicia.

En carnívoroses muy evidenteel engrosamientode la capamuscularexternay

en el perro una de las característicasmás relevanteses la presenciaa este nivel de

aproximadamentecien folículos linfoides solitarios de 0,5 a 3 mm de tamaño, que

muestranentrecadanódulounasdepresionesdenominadasfosasrectales(Delhon et al.,

1984).

27



RevisiónBibliográfica

En el anoseproduceunaunión mucocutáneacaracterizadapor la transiciónde

un epitelio rectal cilíndrico simple a un epitelio planoestratificadono queratinizado

(Delhonet al., 1984; Banks, 1993). A nivel de la uniónrecto-analdesaparecenla lámina

muscularde la mucosay la capaexternamuscular.La capainternade la muscularse

continúacomoel esfínteranal interno,mientrasqueel esfínterexternoestaconstituido

por célulasmuscularesestriadasdispuestascircularmente(Delbon et al., 1984). Una

túnicaadventiciacontactaconel tejido conjuntivoquelo rodea(Banks, 1993).

En carnívoros,al igual queen el cerdo, el canalanal sedivide en tres zonas: la

zona prismáticaque, en el caso del perro, presentaen la submucosaunasglándulas

sudoríparastúbulo-alveolaresmodificadas (glándulasanales), y que producen una

secreciónlipídica; la zonaintermediaqueesestrechay cuya mucosaestarevestidapor

un epitelio píanoestratificadoconglándulasanaleslocalizadasen la submucosa;y la zona

cutánearevestidapor epitelioplanoestratificadoqueratinizado(Delhon etal., 1984).

En los carnívoros,entreel esfínterinternoy el externodel ano, seencuentranlos

sacosanaleso paranales,que son divertículoscutáneosrevestidospor un epitelio plano

estratificadoen los quedesembocanlasglándulassudoríparasapocrinasy se continúan

con un conductoqueseabreen la uniónmucocutinea(Delhonet al., 1984)

Cercade la unión con la piel, la mucosatiene grandesglándulassebáceasy

sudoríparasmodificadas,que son las glándulascircunanales,perianaleso hepatoides

(Delhon et al., 1984).
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2.1.3.CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS

El sistemainmune gastrointestinal,independientefuncionalmentedel sistema

inmunitariosistémico,fue descritopor Besredkaen 1919, y esel encargadode proteger

al tractogastrointestinalde agentesperjudicialesexistentesen la luz intestinal.

La efectividaddeestesistemadependede variosprocesoscomoson: la exclusión

de material luminal desdela mucosa,la eliminación antigénicay la regulaciónde la

respuestainmune. Para ello presentados mecanismosuno de tipo inespecífico,

independientedel antígeno,y otroespecifico,dependientedel antígeno.

La exclusión del sistema inmune está regulado por los mecanismosde 1 a línea

que protegenla mucosaintestinal.Los factoresinespecíficosquefavorecenestoson: la

flora intestinal,el peristaltismo,las secrecionesgastrointestinalesbactericidasy la barrera

mucosal con su epitelio de revestimiento(Strombecky Guilford, 1991). También

influyen en la exclusiónantigénicade maneraespecífica,la secreciónde IgA e IgM y,

en menormedidala IgG (Molina et al., 1988).

La eliminación se lleva a cabo bien de forma inespecífica,produciendouna

respuestainflamatoriamediantela activacióndel sistemamononuclearfagocitario, o

bien, mediantemecanismosespecíficos,constituidospor anticuerposde distintos isotipos

que actúanen combinacióncon las célulasT, permitiendola eliminación antigénica

(Strombecky Guilford, 1991).

En el sistemade regulaciónintervieneel tejido linfoide asociadoal tracto

digestivoconocidoconel nombrede GALT. Losantígenosson captadospor las cé]ulas

M que los cedena los macrófagosy los llevan a las placasde Peyer. Dentrode estas

existentrescélulaspresentadorasde antígenos:célulasdendríticas,macrófagosy células

B. Todasestascélulastienenel complejomayorde histocompatibilidad,queasociadoal

antígeno,activaa los linfocitos T los cuales,unavez estimulados,activan y madurana

los linfocitos B, a los monocitosy diferencianlas célulasT.
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Las células B estimuladasviajan, desdelas placasde Peyer,a través de los

gangliosmesentéricos,conductotorácico, circulaciónsistémicay regresana la lámina

propiade la mucosadondeejercenfuncionesefectoras(Martínez Escribano1991).

Dentro del procesode defensainmunológicalos macrófagostienen especial

importancia.Se localizaninmediatamentepor debajodel epitelio especialde los nódulos

linfoides y se distribuyen por la lámina propia y por los ganglios mesentéricos

(Strombecky Guilford, 1991). Son células que, ademásde intervenir de forma

inespecíficafagocitandoantígenosy regulandounarespuestainflamatoria (Beutíery

Cerami, 1987), actúaniniciandoy regulandola respuestainmuneespecífica.El inicio de

estarespuestacomienzaconla presentaciónde los antígenosa los linfocitos mediantee]

complejomayorde histocompatibilidaddeclaseII, presentesóloen algunascélulascomo

macrófagos,células dendríticasy ciertos linfocitos (Elson, 1985). Los macrófagos

actúanbien en la primeraexposiciónal antígenoo despuésdel desarrollode anticuerpos.

Despuésde éste último procesola eficacia de los macrófagosmejora debido a la

presenciadereceptores,tantoparael complementocomoparael anticuerpo(Pavli et al.,

1988).

En el intestino,además,existenlas célulasdendríticas,que son célulassimilares

alos macrófagos,localizadasen las placasdePeyery en la láminapropiadel intestino.

Tienenuna funciónsimilar, intervienenen la regulaciónde la inflamaciónampliandola

respuestainmune(Pavli et al., 1988).

2.1.3.1. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS DEL TRACTO

DIGESTIVO

Representala cuartapartedeltotal de lascélulasde la mucosadel intestino,y está

constituidopor un tejido linfoide difuso no asociadoy un tejido linfoide asociado,

integradopor nódulos linfoides y placasde Peyer.
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2.1.3.1.1.TEJIDO LINFOIDE DIFUSO

En estetejido seincluyen los leucocitosintraluminales,los intraepitelialesy los

de la láminapropia (Strombecky Guilford, 1991; Brandtzaeget al., 1985; Targanet al.,

1987).

Los leucocitosintraluminalesestánasociadosa la mucosaintestinal.Los más

numerososson los neutróflios, los eosinófilosy los linfocitos aisladoscuyapresenciano

está muy aclarada(Heatleyy Bienenstock,1982). Se ha observadoqueestascélulas

emigrandesdela mucosahastala luz intestinal, pero nunca retoman a la mucosa

(Hanauery Kraft, 1985). En los procesosinflamatoriosintestinalesde la mucosaes

característicala presenciade polimorfonuclearesen las heces(Strombecky Guilford,

1991).

Los leucocitos intraepiteliales estánlocalizadosentrelascélulasepitelialesde

revestimientoy son en su mayoríalinfocitos de tipo T del fenotipo supresor/citotóxico

(Harty y Leibach, 1985; Carmanet al., 1986) y linfocitos granularesdel “tipo asesino

(Targan et al., 1987), que en algunasespeciesconstituyenmás del 50% (Befus y

Bienenstock,1982). También se puedenobservaralgunosprecursoresde mastocitos

(Befus y Lee, 1986) y escasascélulasdel tipo B (Van der Heijden y Stok, 1987).En el

yeyunode perrosadultos,sanos,los leucocitosintraepitelialesconstituyenentre11-15%

de las célulasepiteliales,siendomásescasosen el íleon (Thomasy Anderson,1982).

Todasestascélulasprocedende la lámina propia y son muy numerosasen el epitelio

asociadoal folículo (Strombecky Guilford, 1991). En ocasionesbajo unaestimulación

antigénicasepuedendesplazarhaciala lámina propiay haciala circulación sanguínea

(Hanauery Kraft, 1985).

El númerode estascélulasaumentaen los procesosinflamatoriosintestinales

(Ferguson y MacDonald, 1977; Dobbins, 1986) que se acompañande cambios
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patológicosen la alturade las vellosidades,en el contenidoenzimáticodel ribetey en la

permeabilidadintestinal(Hall y Batt, 1988).

Los leucocitos de la lámina propia están constituidos por neutrófilos,

eosinófilos,mastocitosy macrófagos,querepresentanen total un númeroinferior a un

1%,juntoalinfocitosycélulasplasmáticas(Bartniket al.,1980;Hanauery Kraft, 1985),

éstasúltimasson las másfrecuentesexistiendoun predominiode las célulasproductoras

de IgA (Barloughet al., 1981; Willard et al., 1982).

La proporción de linfocitos en la lámina propia del hombreesde un 25 % de

célulasB, 50% de célulasT y un 25% de célulasnulas (Cebraet al., 1977; Hanauery

Kraft 1985). La mayor proporciónde las célulasB selocalizaen la porción basalde la

láminapropia,descendiendohaciala porciónapical. El 80-90% de éstassintetizanIgA

en la mucosa,y un 5% en la periferiade los nóduloslinfoides (Brandtzaegy Baklien,

1976). Seobservantambiéncélulasproductorasde IgG (29%), IgM (12%), IgE (8%)

y de IgD (1,9%) (Paniaguaet al., 1985).

La mayoríade las célulasT sondel tipo cooperador.Lassupresorasy citotóxicas

aparecenen muy escasonúmero(Harty y Leibach, 1985; Dobbins, 1982).

Los primeros trabajos descritosen el perro sobre la distribución de células

productorasde inmunoglobulinassedebena Vaermany Heremans(1969) quienescon

métodosde inmunofluorescenciaobservaronlas mismasproporcionesqueaparecenen

el hombre,siendoéstade2:1:1 paraIgA, IgO, e IgM. Estudiosposteriores,utilizando

la técnicadePAP, hanconseguidounadistribuciónmásdetalladade estascélulas(Mart,

1979). Así, seha comprobado,quelas célulaspositivasa IgA predominanen la lámina

propia de todo el intestino, localizándoseen mayor cantidaden la porción inicial del

intestino delgado (duodeno)y descendiendohaciael íleon, mientrasque las células

positivasa IgG aparecenen un númeromoderadoy las células positivas a IgM son

escasas(HogenEschy Felsburg, 1992). En el colon, las células positivas a IgA

aumentancon respectoal íleon, en la mitad inferior de la mucosa,próxima a la
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submucosa(Willard y Leib, 1981, Hart, 1979; Roth et al., 1992). En el intestinode

perrosde 1 semanade edadseobservaun elevadonúmerode célulasproductorasde

IgM, mientrasque en perrosde 2 a 3 semanasexisteun predominiode las células

positivasa IgG, ya que las célulasformadorasde IgM son precursorasde las células

formadorasde IgA e IgG (Han, 1979).

En el citoplasmaapical y sobrela superficieluminal de las célulasepitelialeses

frecuenteobservarunafuertetinción específicaparaIgA e IgM, mediantela técnicade

PAl’ (Han, 1979). Estosedebea la eliminaciónde inmunoglobulinaspor partede estas

célulasmedianteel componentesecretor.La función del componentesecretores la de

unirsea las secrecionesde IgA e IgM y transportarlasa la luz intestinal (Brown et al.,

1977; Richmany Brown, 1977). Mediantela técnicade inmunotluorescenciaindirecta

(IFI), se ha observadoen la lamina propia subvellosa,unapequeñacantidadde IgM

intersticial, queaumentahacialas capasprofundas(Willard et aL, 1978).También seha

descritounaintensainmunorreacciónpositivafrentea IgG en el intersticiode la lámina

propiade la mucosa(Han, 1979).

En enfermedadesde la mucosaseha descritoun incrementorelativode células

productorasde IgO (Brandtzaeget al., 1985)comoconsecuenciade la sustituciónde la

respuestainmunitariasecretorapor unarespuestainmunitaria sistémica(Vibe-Petersen,

1991).

2.1.3.1.2.TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO

Comoya hemosindicadoestetejido estáintegradopor los folículos linfoides y

las placas de Peyer. Algunos autores incluyen también los ganglios linfáticos

mesentéricospor su proximidad anatómicay función pero, sin embargo,presentan

importantesdiferenciasen cuantoa estructuray/o respuestainmune.
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Los foltuloslinfoidesaisladossepresentana lo largode todo el intestinosiendo

en los perros,el tipo máspredominantede tejido linfoide y particularmenteimportantes

en el recto. Su tamañoesde 0,5 a 3 mm. El epitelio asociadoa estetejido presenta

célulasM y essimilar al de las placasde Peyer(Egbertset al., 1985). LascélulasT y

B se secretandesdeel nódulo linfoide hacia las áreasfoliculares y parafoliculares

respectivamente.Dentrode las célulasT, las “ayudantes”o “cooperadoras”son las más

numerosas(Harty y Leibach, 1985).

Las placasde Peyerson órganoslinfoides secundarios(Brandtzaeget al., 1985;

Targanet al., 1987) cuyasfuncionesprincipalesson: la presentaciónde antígenosa los

linfocitos subepiteliales,la iniciación y regulación de la respuestainmune y la

exportaciónde linfoblastosinmunocompetentesa otros tejidos linfoides mucosalesdel

cuerpo(Brandtzaeget al., 1985). Sediferenciande los nóduloslinfoides aisladospor su

grantamaño,y estánintegradasporun conjuntode folículos linfoides recubiertospor un

epitelio asociadoal folículo, localizadosen la láminapropia y en la submucosadel

intestinoy poseenvasoseferentesquedrenana los gangliosmesentéricos(Stewartet al.,

1980).

El epitelio asociadoestáintegradopor célulasepitelialesque forman la cúpula,

escasascélulas M y células caliciformes (sin capacidad de transportar IgA).

Ocasionalmentese observanlinfocitos y macrófagos,entre las células epiteliales

(Brandtzaeget al., 1987).

El tejido linfoide de las placasdePeyersedistribuye en 3 zonasdiferentes:la

cúpula,las zonasinterfolicularesy los folículos linfoides, en los que sedistingue una

zona central llamada centro germinal rodeadapor una corona oscura linfocitaria

(Bienenstock,1984). En el centrogerminalsedistinguena su vez dosáreaso zonas,una

clara central, con linfoblastos,macrófagosy célulasdendríticas,y una zonaoscura,

basal,en la queseevidencianlinfocitos pequeñosy linfoblastos(HogennEschy Felsburg,

1990).
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Comoen los folículos linfoides, lascélulasB y T estáncompartimentadasen las

distintas regionesde lasplacasdePeyery tienenla siguientedistribución:en la cúpula

aparecenmacrófagosy un númeromoderadode linfocitos T y B (Spenceret al.,1986;

HogennEsch y Felsburg, 1992), las áreas interfoliculares están constituidas

fundamentalmentepor célulasT, del tipo cooperadorasy escasascélulasT supresorasy

citotóxicas.En los folículos linfoides se observanpoca cantidad de linfocitos T

cooperadores,quese localizanfundamentalmenteen el centrogerminal en la zonaclara

centraly en muy escasacantidaden la zonabasaloscura.En la coronaexisteun mayor

númerode estascélulas(HogennEschy Felsburg,1992).

LascélulasT son másnumerosasen las placasdePeyerdel duodenoy del yeyuno

queen las del fleon, debidoal aumentode estascélulasen los folículos (HogennEschy

Felsburg,1992).

La distribuciónde célulaspositivasa inmunoglobulinasvaríadel siguientemodo:

conrespectoalas célulaspositivasaIgM existeun númeromoderadoen la cúpulade las

placasde Peyer (aumentandoen las placasde Peyer ileales) con escasasen las áreas

interfoliculares,mientrasque en los folículos seven gran cantidaden la corona. La

valoracióndecélulaspositivasa IgA e IgG esdifícil debidoala abundanciade Igá e IgG

extracelular.Lascélulaspositivasa IgA son escasasen la cúpula(siempremenosque en

la láminapropia) y estánausentesen los folículos (HogennEschy Felsburg,1992). En

las placasdel íleon, seobservanalgunascélulaspositivasa IgA en la cúpulay menos

cantidaden el resto del intestinodelgadohecho indicativo de quealgunascélulas B

positivasaIgA maduranlocalmenteen lasplacasdePeyer(Ferreret al., 1992).

LascélulaspositivasaIgG aparecenen grancantidaden la cúpula,descendiendo

de duodenoa íleon y en un númeromoderadoen los folículosde las placasde Peyerdel

intestinodelgado.La presenciade célulaspositivasa IgG en los folículos resultade la

diferenciaciónde célulasB dentrode las placas,y de la emigraciónde células positivas

a IgO a las placasde Peyer, desdeel tejido linfoide no mucosal,y su subsecuente

maduracióna células plasmáticas.La alta concentraciónlocal de lgG es debida,
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probablemente,a la presentación y procesadode antígenosen las placasde Peyer

(HogennEschy Felsburg,1992).

En general las placas de Peyer de perrosadultos contienende 40-70% de

linfocitosB y de 10-40% de célulasT (Wolf y Bye, 1984) y escasascélulasplasmáticas

(Dobbins, 1982). La mayoríadelas célulasB, de los folículosde las placasde Peyer,son

precursorasde célulasplasmáticassecretorasde IgA (Bienenstock,1984).

Los ganglioslinfáticos sonórganoslinfoides secundarioscuya localizacióny

estructurafacilita la captaciónde antígenosy sueliminación inmunitaria. En el perro

presentanun tamañode 6 x 2 x 0,5 cmy varíanen númeroa lo largode] intestino. Están

formadospor una cápsulabiendefinida, unazonaexternao corteza,unazonainternao

médulay vasoslinfáticos aferentesy eferentes(Tizard, 1987). Los gangliospresentan

unazonaexternacon nódulosdondeselocalizanlos linfocitos B y unazonacentralo

médula. Estasdos zonas están separadaspor la zona paracortical que muestra un

predominiode célulasT. En contrastecon el GALT, los ganglios tienen numerosas

célulasplasmáticas,localizadasfundamentalmenteen la médula.Los antígenosatrapados

por las células mononuclearesfagocitariasen la médula, emigran hacia la cortezay

presentanlos antígenos a las células B y T para comenzar la respuestainmune

(Strombecky Guilford, 1991). Susfuncionesmásdestacadasson la maduraciónde las

célulasB, precursorasde IgA, en célulasplasmáticasy la amplificaciónde la respuesta

inmunede GAtT, aumentandoel númerode célulasB (Brandtzaeget al., 1987).

2.1.3.2. CIRCULACION DE LOS LINFOCITOS DE LA MUCOSA DEL

INTESTINO

La acumulaciónselectivade linfocitos en ciertosórganosdependede propiedades

específicasdel endoteliode lasvénulasen esoslugares.Existen moléculasde adhesión

en las célulasendotelialesdenominadasselectinasqueactúancomoreceptoreslocales

uniendoa los linfocitos cuandopasana travésde estosvasos(Bloom y Fawcett, 1995).
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El destino final de los linfocitos de la lámina propia es su transformaciónen

célulasplasmáticas,capacesde producir IgA secretora.Estoslinfocitos procedende las

placasde Peyery folículos linfoides (Brandtzaeget al., 1985).

Losantígenoscaptadospor lascélulasM son transportadoshacia los macrófagos.

De ahí se dirigen al interior de la placa, donde se presentana los linfocitos 1

cooperadores,quea su vez, inducenel crecimientoy diferenciaciónde las célulasB,

tantoen las placasde Peyer,comoen los ganglioslinfáticos mesentéricos,haciadonde

emigranunavez estimulados.De allí se dirigen, por vía linfática, haciael conducto

torácicoy haciala circulación sanguínea,desdedonderegresana la lámina propia,

transformándoseen células plasmáticas,bajo la acción de los diferentesestímulos

antigénicos.Los linfocitos T activados,realizan un recorrido similar de las placasde

Peyer (Brandtzaeget al., 1985).

2.1.3.3.PAPELDE LAS INMUNOGLOBIJLINAS EN EL SISTEMA ¡INMUNE

GASTROINTESTINAL

Comoyahemosvisto anteriormentelas inmunoglobuhnasconstituyenun sistema

de defensainmunitario muy importanteen el tracto gastrointestinal,por ello en este

apartadovamosa profundizaren el conocimientode éstassobretodo a nivel funcional.

La síntesisy secreciónde IgA constituyenla baseprincipal del mecanismode

defensainmunitariadel intestino.En la especiehumanaexistendos subclases:la IgA1 y

la IgA2. En la mucosadel intestinoel 60% de la que seproducees IgA, (Delacroix et al.,

1982; Conley y Delacroix, 1987).

La IgA secretoratieneunaestructuradimérica,integradapor doscadenasde IgA

unidaspor enlacescovalentes,a nivel de suscadenaspesadas,medianteunacadenade

unión denominadacadenaJ.. Tanto la inmunoglobulinacomo el componenteJ son
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sintetizadospor las célulasplasmáticasexistentesen la lámina propia (Targanet al.,

1987).Estasecreciónpasaa la luz del intestinopor un mecanismode transponeactivo

realizadoen las célulasdel epitelio, lascualesfabricanel componentesecretor,que actúa

comoreceptorde las moléculasde IgA o IgM siemprequecontenganunacadena1. La

síntesisdel componentesecretoresindependientede la deIgA y su fabricaciónno está

alteradaen enfermoscondéficit de estainmunoglobulina(Bienenstocky Befus, 1983).

La IgA es muy resistentea la acciónproteolítica de las enzimas. Entre sus

funcionesmásimportantesdestacan:la acciónbloqueante,que inmoviliza y aglutinalas

bacteriase impide su adherenciaa la superficiede las células intestinales,evitandoasí

su penetración;la neutralizaciónde las toxinasbacterianas;impide la penetraciónde los

virus en la mucosa;dificulta la absorciónde macromoléculasy favorecesu digestión

(Brandtzaeget al., 1985; Befusy Bienenstock,1982).

La IgM esun pentámeroquese unepor mediode cadenasJ. Al igual que IgA se

secretaactivamentehaciala luz del intestinomedianteel componentesecretor,dondesu

concentraciónes 20 vecesmayorque la de la IgA. Estaconcentraciónaumentaen los

casosde déficit deestaúltima. Tienecapacidadparaactivarel complemento,neutralizar

virus, opsonizary aglutinarpartículasantigénicas.Su degradaciónen la luz intestinales

muchomásrápidaquela IgA (Brandtzaeget al., 1987).

La IE esunainmunoglobulinamonomérica.Suorigenno estáclaro, sepiensa

quepuedaderivarde mastocitosmucosalesquecontenganIgE (Brandtzaeget al., 1987).

Desempeñaun papel importante en las reaccionesde hipersensibilidadinmediata,

anafilaxia, así como en las infeccionesparasitarias.Las concentracionesluntnales

aumentanen procesosparasitariosy en alergiasalimentarias(Belut et aL, 1980)

La IgG esunainmunoglobulinamonoméricaque se encuentraen unaproporción

muy escasaen e] aparatodigestivo y se inactiva rápidamentepor las enzimas. Su

concentraciónaumentaconsiderablementeen lasenfermedadesinflamatoriasintestinales

(Stobery James1987).
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2.1.4.CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

2.1.4.1. ENTERiTíS

Unacompletadescripciónhistológicade un procesoinflamatorio intestinal,nos

va a permitir el conocersu localización, extensión,duración, tipo celular y todo un

conjuntode factores,quevanaposibilitar un correctodiagnósticoy pronóstico,evitando

pérdidade tiempoy gastoinnecesariodel propietario.

Los procesosinflamatoriosgastrointestinalesseclasificannormalmenteatendiendo

a su duración,en agudoso crónicos y al tipo de célulasque predominanen el foco

inflamatorio.

Algunasde las lesionesquesepuedenobservaren un procesointestinal,ya sea

inflamatorioo no, y quedebenservaloradasson: la presenciade hemorragias,edemas,

erosiones,linfangiectasias,el aumentoo disminuciónde los linfocitos intraepitelialesy

de las célulascaliciformes, el aspectoque muestranlas criptas,que puedeser desde

quisticashastaabscesadas,y la presenciao no de atrofiade las vellosidades(Van der

Gaagy Happe, 1990). Las lesionesinflamatoriasseclasificanen lesionessuavescuando

existeinfiltrado celularperono sealterala arquitecturani seobservainmadurezde la

mucosaepitelial; moderadascuandotieneninfiltrado celularacompañadode inmadurez

de la mucosaepitelialy/o presentanecrosisepitelial focal; y lesionesseverascuando

ademásdel infiltrado celular seobservannecrosisepitelialesmultifocaleso unaalteración

extensivade la arquitecturacon un epitelio inmaduro(Jergenset al., 1992).

Nosotros sólo analizaremoslos procesosinflamatorios intestinalesde curso

crónico, conel fin de poderrealizarun estudiocomparativode las lesionesque se puedan

produciren el curso de la leishmaniosis.

La mayoríade los autoresconsideranestosprocesosinflamatoriosbien comoel

resultadode unaalteraciónprimariadel sistemainmunitarioo de su regulación,o bien

como reaccionesinmunitariassecundariasa unaalteraciónde la permeabilidadde la
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mucosa.La inflamacióncrónicadel intestinoseperpetúacuandosepierdela integridad

de la mucosa,permitiendoqueproteínasprocedentesde la dietao bacteriasentrenen la

lámina propia, donde actúancomo antígenosprovocandola presenciade células

inflamatoriasinmunomediadas(Sherdingy Burrows, 1992).

Los síntomasfundamentalesde las enteritis crónicasson la presenciade una

diarreacrónicaasociadaa un procesode malabsorciónde nutrientesy/o enteropatíapor

perdidade proteínas.

Estasenfermedadessecaracterizanhistológicamente,por presentarun infiltrado

de célulasinflamatoriasen ]a mucosaintestina], quea vecesse extiendea capasmás

profundas.

Algunos autoresclasifican estos procesosbasándoseen el tipo de células

predominante,aunqueen ocasionesestopuederesultardifícil debido a la mezclade

célulasexistentes(Hill y Kelly, 1974).

En 1990, vanderGaagy Happéclasificanlosprocesosinflamatorioscrónicosdel

intestinodelgadodel perroen:

• Enteritiscrónica

o linfocítico-plasmocítica(LPE)

o granulomatosa(regional)

• Enteritis agudaso crónicas

O eosinoffiica(granulomaeosinoflhico)

O ulcerativa
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* ¡..asa nns]mfwn iasmmitxai-. secaracterizanpor presentarun infiltrado

inflamatorio compuestofundamentalmentepor linfocitos bien diferenciadosy células

plasmáticas(Barkeret al., 1993). La presenciade estascélulasinmunocompetentesesel

reflejo de la importanciaquetieneel mecanismoinmunitario en la patogenia.

La etiología se desconoce(Magne, 1988), pero la naturalezade] infiltrado

inflamatorio sugiereuna inadecuadarespuestaa un antígenode la dieta (Strombecky

Guilford, 1991).

Los síntomasmásfrecuentesson unadiarreacrónicade consistenciasólida a

líquida, intermitenteo continua,profusao suave,y ocasionalmentepresenciade moco

fecal y hematoquecia.Los animalesafectadosno suelenpresentarvómitos, pero sí es

notable la perdida de peso. No existe relación entre los síntomas y el grado de

inflamaciónque, además,no siempreesuniformeen todaslas porcionesdel intestino

(Maclachianet al., 1988).

Macroscópicamentela mucosapuedeaparecernormalo tenerun aspectogranular

y friable (Strombecky Guilford, 1991).

Histológicamentesecaracterizanpor la presenciade un infiltrado inflamatorio

integrado principalmente por linfocitos y células plasmáticas, localizado

fundamentalmenteen la láminapropiade las vellosidades(Jergenset al., 1992), y con

menorintensidadentrelas criptasy la muscularde la mucosa,en la submucosay en las

placas de Peyer (Strombecky Guilford, 1991; Sherding y Burrows, 1992). Se

acompaña,en ocasiones,de una lesión en las vellosidadesy en las criptas y de una

alteraciónde losvasoslinfáticosy del tejido linfoide. Lascélulasplasmáticaspresentan

cuerposde Russellmuy evidentes(Van Kruiningen, 1988), son másabundantesen el

duodeno,y muestraninicialmenteun marcadoincrementode la secreciónde IgA (que

en algunoscasosllega al 50%) e IgM, que representanla primera línea de defensay

posteriormentede IgG quecorrespondenaunasegundalínea e implica riesgode recaída

(Vibe-Petersen,1991; Strombecky Guilford, 1991; Mayoral, 1992). Los cuerposde

41



RevisiónBibliogrófica

Russellson de naturalezaglucoprotéicarepresentanun estadoaberrantede plasmocitos

sujetaaestimulaciónantigénicareiterada.La cuestiónde si su presenciaes indicativade

un defectobiende síntesiso de transporteestáaún por determinar(Raviola, 1994).

Cuandoen estosprocesosseobservanfocos de necrosisy ulceracionesen la

mucosa,el infiltrado inflamatorio está compuestofundamentalmentepor neutrófilos

(Jergenset al., 1992), histiocitosy eosinófilos(Barker et al., 1993). Sí el procesoes

moderado,la necrosises focal y el epitelio de la mucosaes inmaduro; si es severola

necrosisesmultifocal y/o presentaunadesorganizaciónarquitecturalmuy marcaday un

epitelio de revestimientotambiéninmaduro(Strombecky Guilford, 1991).

El epitelio de revestimientopuedetenerunaaltura normalo sercolumnarbajo,

conmicrovellosidadesdifíciles de distinguir (Van Kruiningen, 1988); en algunoscasos

existeunametaplasiade la mucosa(Barkeretal., 1993).Esfrecuenteque las vellosidades

aparezcanatrofiadase inclusopuedenllegara fusionarse(Batt y Hall, 1989; Burrowset

al., 1995).

La lesiónen las criptasesvariablepudiendoexistir un procesoquisticomucinoso,

o presentarabscesosen su interior (La y Hall, 1989).La primeralesión se caracteriza

por unadilataciónde las criptas, las cualesaparecenrepletasde moco y con algunas

célulasdescamadascomoconsecuenciade la obstrucciónpor el procesoinflamatorio y

el edema(Barkeret al., 1993). Lascriptasen ocasionesserompen,observándosea modo

de “lagunas” en la laminapropiade la mucosa(Barkeret al., 1993) lo que originaun

procesoinflamatorio compuestopor histiocitos y ocasionalmentecélulas gigantes

(Strombecky Guilford, 1991).

Los vasoslinfáticos aparecendilatados(Strombecky Guilford, 1991). El tejido

linfoide estámuy desarrollado(Franklinet al., 1986). Sepuedenver nódulossolitarios,

ganglioslinfáticos regionalesy placasde Peyercon unamarcadahiperpíasiareactiva.

Como resolución de éste procesopuede apareceruna fibrosis de la zona (Van

Kruiningen, 1988).
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Las enteritis linfocítico-plasmocíticaspuedenacompañara otras enteropatías

crónicascomola giardiosis,linfangiectasia,enteritisregionaly linfosarcoma(DiBartola

etal., 1982).

* La enteritisszranulomatosao regional se caracterizapor presentarun infiltrado

inflamatoriocompuestopor histiocitosy célulasgigantes,localizadoen la láminapropia.

Su distribuciónesdifusa, segmentariay discontinua(Sherdingy Burrows, 1992; Barker

et al., 1993)hechoquelo diferenciade la enterocolitisgranulomatosatransmural,la cual

afectaa todas las capasdel intestino(Van Kruiningen, 1988; Barkeret al., 1993). Las

localizacionesmásfrecuentesson el íleon distal, el ciego, y el colon.

Los síntomasclínicosson similaresa otras inflamacionesdel intestinodelgado.

La perdidade pesoesrápiday el vómito violento. También seobserva,ocasionalmente,

hematemesisy estreñimientocuandoestosprocesosgranulomatososobstruyenel fleon,

el colón o el recto(DiBartola et al., 1982; Van der Gaag y Van der Linde-Sipman,

1987).

Macroscópicarnentese observaun engrosamientoen placas de los nódulos

linfoides. La mucosaapareceirregular, granular,engrosada,conáreasfirmes, grises,y

confocoshiperémicos.En algunasocasionessepuedenevidenciarúlceras(Barker et al.,

1993).

Histológicamentelas vellosidadesaparecenatrofiadascon hipertrofia de las

criptas. El epitelio pasa a ser columnar bajo o cuboide, perdiéndoseel ribete y,

ocasionalmente,tambiénseobservanmicroerosionesconneutrófilos. La láminapropia

apareceedematosa,con histiocitosy algunacélulagigante;a vecesse observanfocos

granulomatososrodeadosdifusamentepor neutrófilosy eosinófilos. El edemajunto con

las células plasmáticasy los linfocitos origina una separaciónde las criptas. La

submucosatambiénpuedeapareceredematosacon prominentesvasos linfáticos que

presentangranulomas.Los nóduloslinfoidesaparecenhiperplásicoscon un claro aumento

de histiocitos(Barkeret al., 1993).
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En estadiostempranosde la enfermedad,cuandola lesiónes todavíareversible,

seobservauna marcadaretenciónde linfa, quepuedeocasionarun edema.En estados

másavanzados,seproduceunaobstrucciónlinfática total (Van Kruiningen, 1988). La

infiltración de estavía linfática producela apariciónde granulomasen todaslas capas

intestinales,caracterizadospor tenerunazonacentralnecróticarodeadade macrófagos,

célulasgigantesy unacápsulade tejido conjuntivo (Barkeret al., 1993).

Los ganglios afectados,aparecenhipertrofiados,con grandessenos,células

gigantesen los sinusoidesy focos granulomatososquepresentanneutrófilos y algún

cosinófilo (Franklin et a]., 1986; Sinipsony Else, 1991; Sherdingy Burrows, 1992).

* La gastroenteritis eosinofulica presenta un infiltrado inflamatorio integrado

principalmentepor eosinófllos. La lesiónpuedeser regional,difusa(Barker et al., 1993)

o granulomatosa(Sherdingy Burrows, 1992). Se localiza fundamentalmenteen la lámina

propiade la mucosa(Strombecky Guilford, 1991), en las vellosidades(Franklin et al.,

1986), rodeandolos vasos linfáticos o glándulas, y con menor frecuenciaen la

submucosa(Strombecky Guilford, 1991; Sherding y Burrows, 1992), en la capa

muscular(dondeaparecede forma segmentaria)(Van Kruiningen, 1988), y en la serosa

(Franklinet al., 1986; Barkeret al., 1993).

Su etiología está relacionadacon una reacción de hipersensibilidadtipo 1,

mediantela cual, los mastocitosproducenun factor quimiotáctico que atrae a los

eosinófiloshaciael intestino(Simpsony Else, 1991).

Los síntomasmás frecuentesson unadiarreacrónicade intestinodelgadocon

perdidade peso, anorexiay vómito crónico. A vecesse observaperdidacrónicade

sangreen forma de melenay anemia(Strombecky Guilford, 1991).

Macroscópicamenteseobservaun engrosamientosegmentariode la mucosaque

apareceirregular, plegaday a veceshemorrágicay ulcerada.
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Histológicamenteel epitelio puedepermanecernormalo cuboide(Barkeret al.,

1993), las vellosidades pueden aparecer despuntadas (Strombeck y Guilford, 1991) y de

suavea severamenteatrofiadas(Barker et al., 1993). La mucosaapareceirregular,

plegada,nodular, hemorrágica,erosionadao ulcerada (Barker et al., 1993) y en

ocasionesatrofiada(Strombecky Guilford, 1991).

Los ganglioslinfáticos regionalestambiénpuedenestarafectados(Strombecky

Guilford, 1991; Barkeret al., 1993; Van Kruiningen, 1988) y muestranen ocasionesla

presenciadeun infiltrado inflamatorio,menosrelevante,y fibrosis (Sherdingy Burrows,

1992).

Hay que realizar un diagnósticodiferencial con la gastroenteritismultifocal

canina,descritapor Haydeny Van Kruiningenen 1973, y con el granulomaeosinofílico

(Barkeret al., 1993). El primeroes un procesoinflamatorio gastrointestinalcon gran

cantidadde eosinófilos,claramenterelacionadocon la migraciónde larvas (Sherdingy

Burrows, 1992). Así, por ejemplo, las larvasde Toxocaracanis producengranulomas

eosinoflhicoslocales en su migración a través de los tejidos (Van Kruiningen, 1988)

llegandoinclusoa afectarla submucosadel intestino(Batt y Hall, 1989).El granuloma

eosinofllico,esun síndromepocofrecuenteen los perros aunquelos rottweiflerparecen

tenerunapredisposiciónespeciala padecerestaenfermedad(Barker et al., 1993). Se

origina sólo en animalesde medianaedady es raroen los menoresde un año. Afecta

normalmenteal esófago,al estómagoy al intestinodelgado (Strombecky Guilford,

1991). Se presenta en forma de grandes nódulos con un aspecto tumoral (Strombeck y

Guilford, 1991), que afectan a la mucosa, submucosa y muscular (Barker et al., 1993).

* Laeznijitulceritixa,como en el caso anterior, puede tener una presentación

agudao crónica.La pérdidadel epitelio de revestimiento,unido a la presenciade un

infiltrado inflamatorio, quevaria segúnel tipo de célulasque se observen,son las

característicasfundamentales(Van derGaagy Happé,1990). El diámetrode las úlceras

puedevariar de pocosmilímetrosa 3 o 4 cm, siendolas localizacionesmásfrecuentes

el antropilórico y el duodenoproximal.
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Su etiologíaes muy variaday puedeestarasociadaa uremia (Jacksonet al.,

1966),a cambioshepáticos (Krishnan, 1973), neoplasiasdel tipo de los mastocitomas

(Zontine et al., 1977) y gastrinomas en el síndrome de Zollinger-Ellison (Drazner,

1981).

Los síntomas son apetito variable, dolor abdominal, vómitos, melena y anemia.
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2.1.4.2.COLITIS

Estegrupodeenfermedadesestámuy extendidoen el perro. Su fisiopatologíaes

muy similar. La inflamacióndel colonconlíevaunaalteraciónen el transportede agua

y sales,y cambiosen la motilidad (Sherdingy Burrows, 1992).

Las lesionesintestinalespuedenser focaleso bienpuedenestardistribuidaspor

todo el colon, siendo entonces lesiones generalizadas o múltiples, con una presentación

moderadao severa. En los casosde colitis moderadasel epitelio de revestimiento

presenta pocos cambios, como son un ligero acortamiento del epitelio y la existencia de

pequeñas erosiones. En las colitis severas el infiltrado inflamatorio es muy intenso, y se

localiza entre la base de las criptas y la muscular de la mucosa (Van der Gaag, 1988).

Los procesos inflamatorios del colon basándose en su aspecto anatomopatológico

se clasificanen:

O colitis linfocítico-plasmocítica

O colitis granulomatosa

o colitis histiocíticaulcerativa

O colitis ulcerativa

es la más frecuente en el perro. Su etiología

y patogenia están todavía por definir (Leib et al., 1989). Se piensa que, al igual que

ocurre en el intestino delgado, las bacterias y proteínas de la dieta actúan como antígenos

perpetuando la respuesta inflamatoria, debido a un defecto de la inmunorregulación de

la mucosa(Zeitz, 1990).

Los síntomas más frecuentes son una diarrea crónica típica de intestino grueso,

con heces de consistencia variable y sanguinolentas, en los animales muy afectados, con
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mucho moco. El volumen de las defecaciones es menor, aún cuando su número está

aumentado. Es frecuente observar tenesmo si se afecta la última porción del intestino. El

apetito puede ser normal o estar disminuido. Los animales muy afectados pueden

presentarperdidadepesoy deshidratación(Sherdingy Burrows, 1992).

Macroscópicamente la mucosa está congestiva y friable, con un aspecto granular

y con áreas de erosión y hemorragias (Strombeck y Guilford, 1991). En los perros

afectados severamente la mucosa presenta úlceras con un tamaño que varia de pocos

milímetros a varios centímetros de diámetro. Los ganglios suelen estar aumentados y

edematosos (Barker et al., 1993).

Desde el punto de vista histológico los primeros cambios observados son la

hiperpíasiade lascriptasconunadilataciónde las glándulasy un aumentode las mitosis.

El infiltrado de linfocitos y células plasmáticas no está incrementado en la lámina

propia y únicamente aumenta en las zonas que rodean a las glándulas (Barker et al.,

1993). No obstante algunos autores (Strombeck y Guilford 1991) consideran que existe

un mayor númerode estascélulasa nivel de la lámina propia. En esta fase de la

enfermedadtambién sepuedenobservarneutrófilosrodeandolos vasosde la lámina

propia. En los estadios tempranos el epitelio de revestimiento es basófilo, columnar bajo

o cuboide (Barker et al., 1993).

Con la cronicidad del proceso aparece un edema que separa las glándulas,

acumulándose entre éstas y la muscular de la mucosa. En estas fases se observan

neutrófilos, eosinófllos, leucocitos globulares y un acumulo de granulocitos y de fibras

necróticasen la luz de las criptas (Barker et al., 1993). Mediante el estudio

inmunocitoquimico se observa un predominio de células plasmáticas inmunorreactivas

a IgG (Mayoral, 1992).

En los casos más severos se observa un mayor infiltrado de linfocitos que a veces

puede llegar a confundir este proceso con un linfoma. Las glándulas aparecen dilatadas

y se degenera el epitelio superficial. El menor número de células caliciformes en el
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epitelio de revestimiento y en las glándulas es una imagen virtual debida a la descarga

de moco. Esta perdida de moco produce una menor protección del epitelio pudiendo

aparecer entonces erosiones y ulceraciones. Estas últimas también se producen por fallo

de la proliferación de las células de las criptas, con los consiguientescambios

inflamatorios caracterizados por la presencia de neutrófilos en la lamina propia. Las

erosiones persistentes originan el deposito de tejido conjuntivo en la lámina propia

superficial, que llega a separar las glándulas (Barker et al., 1993).

Para Van da Gaag (1988) este proceso inflamatorio cróníco del intestino grueso

se clasifica en cuatro tipos según el tipo, estado y extensión de la inflamación. Así

tenemos, una colitis simple, hipertrófica, atrófica y granulomatosa. La colitis simple, a

su vez, se divide en superficial y difusa, en las que no se observa cambios en el espesor

de la mucosa, y sólo se pone de manifiesto por la distribución de las células

inflamatorias. Existen colitis que puedentener tanto una presentaciónaguda como

crónica, y dentro de éstas se encuentran las ulcerativas, las eosinoffiicas y las histiocíticas

ulcerativas.

Dentro de las colitis sjmpks, la superficial se caracterizapor presentarun

infiltrado de células mononucleadas, localizado en la capa superficial de la lámina propia

observándose, además, un ligero aumento de las célulascaliciformes.La colitis difusa

se caracteriza por la presencia de un proceso inflamatorio difuso de células

mononucleadas, donde existe, además, una disminución en el número de células

caliciformesy un aumentodel númerode célulasintraepiteliales (Van der Gaag, 1988).

En la colitis hipertr6t1~a se observa un amplio engrosamiento de la mucosa,

debido al aumento de longitud de las criptas de Lieberkiíhn. También existe un mayor

númerode célulascaliciformesy unainfiltración difusade células mononucleadasen la

láminapropia,queterminaen unafibrosis (Van derGaag,1988).

La colitis ¡trófica secaracteriza por presentar una disminución en el grosor de

la mucosa,con criptas de menor longitud, unadisminuciónen el númerode células
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caliciformes, una mayor basofilia en el epitelio de revestimiento, un incremento en el

número de células indiferenciadas del área basal de las criptas de Lieberkiihn, una

infiltración difusa de células mononucleadas en la lámina propia y una ligera fibrosis

(Barker et al., 1993).

* La colitis granulomatgsestá incluida como parte de la enteritis regional, que

es ulcerativa y transmural (Burrows y Sherding, 1992; Strombeck y Guilforó, 1991;

Barker et al., 1993 y Leib y Matz 1995).

Los síntomasson unadiarreamuco-sanguinolenta,perdidade peso, tenesmo(si

está afectada la última porción) y a veces vómitos. Los animales están delgados, con

anemia, deshidratación y febriles (Van Kruiningen, 1975).

Macroscópicamente se observa un engrosamiento granulomatoso de la mucosa,

con zonas de estrechamiento de la luz. La mucosa aparece hiperémica, plegada, friable

y a vecesulcerada(Sherdingy Burrows, 1992).

Histológicamente se observan úlceras y un gran número de linfocitos, células

plasmáticas y macrófagos o células gigantes en todas las capas del colon. La submucosa

aparece engrosada debido a la existencia de un tejido de granulación compuesto por

macrófagos (Simpson y Else, 1991) y células multinucleadas gigantes (Fletcher, 1978).

La hiperpiasia del tejido linfoide y el engrosamiento de la capa muscular son

también lesiones constantes en el curso de esta enfermedad (Simpson y Else, 1991).

* La colitis cifihuafflica esunainflamación granulomatosa (Van der Gaag, 1988;

Leib y Matz 1995) donde aparece un gran número de eosinófllos (Simpson y Else, 1991),

algunos macrófagos, células mononucleadas y pocas células multinucleadas (Van der

Gaag, 1988), además de neutrófilos y fibroblastos (Hall, 1967 citado por Ethinger,

1995). Se observa en asociación con una inflamación eosinofílica del intestino delgado

y delestómago(Barkeret al., 1993). Estálocalizadafundamentalmenteen la submucosa,

aunque también se afecta, pero con menor intensidad la mucosa, la muscular y la
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subserosa (Quigley y Henry, 1981). El infiltrado no está relacionado con la actividad y

severidad de la lesión (Barker et al., 1993)

Su etiología es desconocida y su síntoma más relevante, además de una diarrea

crónica, es la eosinofilia (Hayden y Van Kruiningen, 1973; Sherdin y Burrows, 1992).

Macroscópicamente, como en los casos anteriores, se observa un marcado

engrosamiento de la mucosa.

Histológicamente las glándulas del colon se presentan, en algunas zonas,

atrofiadasconun menornúmerode célulascaliciformes,y un incrementoen el número

de células epiteliales inmaduras con figuras mitóticas (imagen de una colitis atrófica).

Otras áreas,sin embargo,muestranuna hipertrofia de las glándulas, con un claro

aumento en el número de células caliciformes (colitis hipertrófica). Los vasos sanguíneos

de la mucosa y subserosa están aumentados en número y diámetro, observándose zonas

de necrosis y trombos. La muscular de la mucosa está infiltrada en algunas zonas por

eosinófilos,y la capamuscularcircularapareceseveramenteafectada,con degeneración

y fragmentaciónde fibras musculares,hemorragiasy numerososeosinófilos(Van der

Gaag, 1988)

También se observa en la submucosa y en menor grado en la mucosa y la

subserosahemorragiay edemajunto a unafibrosis (Quigley y Henry, 1981).

* La colitis histiocítica ulcerativa fue descritapor primera vez por Van

Kruiningenet al. en 1965. Es unacolitis crónicaulcerativatransmuralcaracterizadapor

presentargran númerode macrófagoscon gránulosPAS positivos, localizadosen la

mucosaprofundasubmucosay ganglioslinfáticos (Barkeret al., 1993). Se observaen

animalesjóvenes,de razaboxer(Van der Gaag,1988). En otrasrazassólo se ha descrito

en un animalde razafrenchbulldog (Van derGaaget al., 1978).También se la conoce

con el nombrede colitis granulomatosa,colitis histiocíticao colitis del boxer (Leib y

Matz 1995).
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Los síntomasson diarrea, muco-sanguinolentay tenesmo,cuandola región

afectadaesla porciónterminaldelintestinogrueso(Hall et al., 1994). Estossíntomasno

distinguen esta enfermedadde otras colitis idiopáticas (Bush, 1985), aunque la

inapetenciay la perdidade peso, queseobservaen los casosseverosde ésta,son un

síntomapocofrecuenteen las demás.

Macroscópicamenteseobservaunamucosafriable y engrosadacon hiperemia,

edemay ulceraciones(Regniery Delverdier,1988; Hall et al., 1994).

Histológicamentese caracterizapor presentaruna perdida del epitelio de

revestimiento,junto a un infiltrado de célulasplasmáticas,linfocitos, neutrófilos y

fundamentalmentebistiocitosPASpositivos, localizadosprincipalmenteentrela basede

las criptasde Lieberkiihn y la musculardela mucosa,en la submucosa(Van Kruiningen,

1975) y en los ganglios(Barkeret al., 1993). En estadosmásavanzadosse ven células

epitelioidesy célulasgigantestransmurales(Strombecky Guilford, 1991).

La mucosaaparecehipercelular y en la lámina propia se observancélulas

linforeticulares,plasmocitos,mastocitosy algunosneutrófilos(Leib y Matz 1995). El

epitelio de revestimientosedegeneray aparecenúlceras(Russell et al., 1971) como

lesión secundariaal procesoinflamatorio originado por los macrófagos,los cuales

provocanla distensiónde la submucosa(Van Kruiningen et al., 1965; Strombecky

Guilford, 1991). Conmicroscopiaelectrónicaseobservaenel epitelio dilatacionesde los

espaciosintercelularesy cambiosdegenerativosde las célulasepiteliales,desapareciendo

la membranabasaly observándosela migraciónde neutrófilosa la luz intestinal (Leib

y Matz 1995). Las glándulassuelenaparecercortasconun epitelio hiperplásico(Barker

etaL, 1993).

Si el procesoinflamatorio estransmuralel pronósticode la enfermedades poco

favorable(Van derGaag,1988; vanKruiningen y Hayden,1972).

Existenautoresquerelacionanestaenfermedadcon la enfermedadde Whippledel

hombrey la enfermedadde Jonesde los rumiantes,originadaspor una bacteriay una
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mycobacteriarespectivamente.Hastael momentoen éstano se ha identificado ningún

agenteen particular (Hall et al., 1994). Pareceser que un defecto de las enzimas

lisosomalesde los macrófagos,originaunaincapacidadparacompletarlos procesosde

degradaciónde las membranasfosfolipídicas,aunqueestadisfunciónno se produceen

ningúnotro lugardel organismo(Gómezet al., 1977), ni en otrasrazasde perros (Barker

etal., 1993).

* La colitis uk~mtixa es un procesoen el que se observanerosionesy un

infiltrado inflamatorio con perdidade las criptas,en la zonade las úlceras(Van der

Gaag, 1988). Es una lesión infrecuente(Barkeret al., 1993).

Sehandescritocolitis ulcerativaproducidasporEntamoebaHistolytica, y colitis

transmuralgranulomatosapor histoplasmosis(Barkeret al., 1993).

La mucosapresentazonasde edemae infiltración celular. Las depresionesque

se observanpuedenser puntualeso superioresa varios centímetros.Los ganglios

linfáticosestánaumentadosdetamañoy edematosos.Al igual que en la colitis histiocítica

ulcerativa, si la inflamación es transmuralel pronósticoesgrave(Van Kruiningen y

Hayden, 1972).No seobservanhistiocitosPM positivos(Leib y Matz 1995).

Los procesosinflamatoriosque aparecencon mayor frecuenciason la colitis

atrófica, la difusa y la histiocítica, mientrasque, las ulcerativassuperficialesy las

eosinófilassóloseven ocasionalmente(Van derGaag, 1988).

En muchasocasioneslos distintos tipos de procesosinflamatoriosno son únicos

sinoqueaparecencombinados,lo quedificulta su clasificación(Van derGaag, 1988).
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2.2. LEISHMANIOSIS INTESTINAL

2.2.1.LEISHMANIOSIS VISCERAL HUMANA

En el hombrela leishmaniosisesunaenfermedadcrónica febril queafecta a las

células del sistema mononuclearfagocitario y tiene como resultado la aparición de

hepatoesplenomegaliay anemia(Daneshbod,1972).

La manifestaciónpatológicamás importantede la leishmaniosisviscerales la

supresión específica de la inmunidad celular, que permite, la propagación y

multiplicación incontroladadel parásitoy conducea la aparición de complicaciones

(Rezaiet al., 1977) y a la exacerbaciónde la respuestahumoral con un incrementode

IgM e IgG específicas(Ohoseet al., 1980).

2.2.1.1.CUADRO CLINICO

La leishmaniosisvisceralen el hombre,tambiénconocidacomoKala-azar,es una

enfermedadquecursacon múltiples síntomas,aunque,en ocasiones,éstospuedenno

existir (Panpiglioneet al., 1974). Su presentaciónvaríapudiendoaparecerde forma

bruscacon fiebre alta, epistaxis,tos secatipo neumónico,diarrea de tipo disentérico

(Kager, 1984; Quilici et al., 1989), todo estoprecedidode una lesión cutánea(OMS,

1990), o cursar, desde un principio, con fiebre no alta, anorexia, mialgias,

adelgazamientoy trastornos gastrointestinales(Quiles et al., 1979). En estados

avanzadosla fiebre es máselevada,continuae irregular, acentuándoselos trastornos

gastrointestinales(diarreao estreñimiento,a vecesvómitos) y presentandola piel un

aspectopálido y seco(Pumarola,1987).

Es característicoel marcadoaumentode volumendel abdomenque se debeal

aumentode tamañodel bazoy del hígadoy quejunto al adelgazamientoy las adenopatías

son consideradascomosignospatognomónicos(OMS, 1990).
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La prevalenciade la diarreaoscilaentre5% (Sati, 1952; Mengestay Abuhoy,

1978) al 26% (Maru, 1979; Hashemi-Nasaby Zadehshirazi,1980) y puedeser severa

y ocasionalmentefatal (Sati, 1952)con unamortalidaddel 70-90% (Soulsby, 1987).

La pérdidade pesoe hipoalbuminemiaqueaparecenno está relacionadacon el

apetito,que sueleser normal, y es debidaa una alteraciónde la función intestinal

(Muigai et al., 1983).

2.2.1.2.ASPECTOSANATOMOPATOLOGICOS

La afectaciónintestinalpor leishmaniasen el cursodel kala-azares un hechopoco

referido y estudiado,debidoa quesepensabaqueéstesólo se afectabaocasionalmente,

aunque en 1917 Laveranya demostróla propagaciónal intestino, en e] hombrey en

animalesde experimentación,en estadosavanzadosde la enfermedad.Los escasos

artículossobreel temademuestran,inequívocamente,la presenciade leishmaniasen la

mucosamtestinal (Muigaiet al., 1983; Serraoet al., 1986; GasparAlonso-Vegaet al.,

1990), pudiendoinclusodar lugar a ciertosgradosde malaabsorciónque explican,en

parte, la pérdidadepesocaracterísticade la enfermedad(Muigai et al., 1983).

La mayoríade los autorescoincidenen destacarel intestinodelgadocomo la

porciónintestinalmásafectada(Daneshbod,1972; Ravisse1978), sobretodo el yeyuno

(Perry, 1922; Meleney, 1925 y Muigai et al., 1983) mientrasque el intestinogrueso

presentaúnicamenteunasuavecolitis no específica(Daneshbod,1972) o bien unaligera

afectacióna nivel del fleon, el ciego,el apéndicey el colon (Meleney, 1925).

A la lesión queapareceen el intestino se la denominainflamación ulcerativa

difteroide,caracterizadapor la formaciónde falsasmembranasde la mucosaintestinal,

mostrandounaparasitacióne infiltración celular,hiperemia,y ulceración.(Perry,1922;

y Veresset al., 1974).
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Histológicamentelas vellosidadesaparecendistendidasy cargadasde macrófagos

parasitados,(Franco,1922; Chadil y Philippe, 1961; Andradey Andrade, 1966; Muigai

et al., 1983 y Pumarola,1987) con un moderadoacortamiento(Daneshbod,1972) y en

ocasionesedematosas(Veresset al., 1974). La láminapropia presentaun infiltrado

inflamatoriocrónicocompuestofundamentalmentepor macrófagos,algunosde los cuales

tienenun materialgranularPASpositivo, célulasplasmáticas(Andradey Andrade, 1966)

y un moderadonúmerode linfocitos (Muigai et al., 1983).

El epitelio de revestimientopuedepresentaruna tumefaccióncitoplasmática

(Andrade y Andrade, 1966). Se observancélulas intraepitelialestanto en zonasde

parasitacióncomo en zonas no parasitadas(Muigai et al., 1983). En ocasionesse

evidencianulceraciones(Pumarola,1987) y zonasnecróticasrecubiertaspor un exudado

rico en fibrina (Veresset al., 1974), lo queproducemalaabsorcióny adelgazamiento

(Pumarola, 1987). ParaPerry (1922), éstasúlceraspuedenfavorecer la salida de

leishmaniasal exteriory el contagioa otros individuos.

Lasplacasde Peyery los folículos linfoides presentanuna marcadahiperpíasia

(Chadli y Philippe, 1961; y Mauel y Behin, 1982). En pacientesterminalesseobserva

atrofiao escasezde centrosgerminales(Veresset al., 1977).

La submucosaestámenosafectadaquela láminapropia, peropresentauna ligera

inflamación crónica(Daneshbod,1972)en dondeseobservan,principalmente,linfocitos

y célulasplasmáticas(Muigai et al., 1983). La capamusculary la serosano muestran

alteraciones(Daneshbod,1972).

Los capilaressanguíneosy linfáticos aparecenrodeadosde macrófagoscon

leishmaniasquedificultan el drenajelinfático e impiden la absorción(Muigai et al.,

1983). Se observa,además,vasculitis,con formaciónde fibrina y proliferación de la

íntimay edemasubendotelial,ademásde unahialinosisy necrosisfibrinoide en arterias

pequeñas.Debidoa la excesivacantidadde antígenos,se forman inmunocomplejosque

muestranpositividadfrentea IgG e IgA y selocalizanen las célulasendoteliales,en la
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capa media y en el espacioperivascular(Veressy El Hassan,1986). El endotelio

parasitadoproduce, ademásde estas alteraciones, una coagulación intravascular

diseminada(Pumarola,1987).

Al no serunaenfermedadfrecuenteen el hombre,hay que hacerun diagnóstico

diferencial con algunasenfermedadescon las que se puede confundir como son: el

linfoma de Hodgkin o no Hodgkin, la leucemia,la sarcoidosisy la tuberculosis.En

algunoscasostambiéncon la endocarditisbacteriana,con la brucelosis,con las fiebres

tifoideas, la malaria y la tripanosomiasiso equistosomiasishepatoesplénica(Kager,

1985). Sóloen un casodebidoa la inmunosupresiónha sidoconfundidacon VIH (De la

Loma et al., 1985 en Longstaffe1986).

La diarrea puededebersea parasitosisintestinal y ulceracioneso bien a una

enteritissecundaria.En fasesavanzadas,son frecuenteslas infeccionesinterrecurrentes,

neumónicas,disentéricase inclusotuberculosis(OMS, 1990).
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2.2.2.LEISHMANIOSIS CANINA

La primeradescripciónde la leishmaniosiscomoenfermedadque afectaal perro

fue descritapor Nicolle y Compteen 1908.

Seha demostradoqueel sacrificiode perrosinfectadosen áreashiperendémicas

de Brasil estárelacionadocon el descensoen la prevalenciade estaenfermedaden el

hombre(Alencar, 1961), observándoselo mismo en China (Zhi-biao, 1988). Estos

resultadossugierenquelos perrosinfectadosrepresentanun reservorioimportanteen la

transmisióndeestaenfermedadal hombre(Abrancheset al., 1991), caracterizadaen los

perrospor presentarunadistribución visceral del parásito (bazo, médula, hígado y

ganglioslinfáticos) seguidode unamasivainvasiónde la piel por macrófagosparasitados

(Bettini y Gradoni, 1986).

La sintomatologíaque presentanestosanimaleses similar a la descritaen el

hombre (Soulsby, 1987; Bettini y Gradoni, 1986) y, por ello, representanun buen

modelo experimentalpara el estudiode la leishmaniosishumana(Abrancheset aL,

1991). Los hallazgosmásfrecuentesson la existenciade inmunocomplejoscirculantes,

autoanticuerpose hipergammaglobulineniia(Vitu et al., 1973; Brandonisioet al., 1985).

El númerodecélulasT y su funciónen los perrosinfectadoses reducidacomparándola

con los perrosnormales(Brandonisioet al., 1989) y los monocitosparecenteneruna

menor capacidadde fagocitar (Brandonisioet al., 1986). Esta disminución de la

capacidadde fagocitar esdebidaa los factoresséricosproducidosen la leishmaniosis

(Brandonisioet al., 1986).

Experimentalmenteseha demostradoquelos amastigotesde leishmaniason más

infectantesque los promastigotes(Dubrevil et al., 1990; Abrancheset al., 1991). Los

perrosinoculadosintravenosamentecon amastigotesmuestranmuchosde los síntomas

observadosen la leishmaniosiscrónicacanina(Abrancheset al., 1991).

En estudiosepidemiológicosel 50-60% de los perrosseropositivospresentan

biopsias tisularesnegativascuando se tiñen con Giemsa,observándoseamastigotes
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positivoscuandoseutiliza hibridaciónconcadenasde ADN del quinetoplasto(Evanset

al., 1990). Estosanimalesseropositivos“sin parásitos”sonanimalesasintomáticosde los

cualesel 300 40% eventualmentepresentanunainfecciónactiva (Pozioet al., 1981).

Esta dicotomía se cree que es debidaa causasgenéticasy a] estadonutricional e

inmunitario del hospedador.También sepiensaque influye las inoculacionesrepetidas

depromastigotespor partedel vector, factorespropiosde estosmosquitosvectoresy la

virulenciaparasitariade la Uishmania(Abrancheset al., 1991).

2.2.2.1.CUADRO CLINICO

El examensistémicode los perrosconleishmaniosismuestraunagran variabilidad

de síntomasdebidoal estadode inmunosupresióndel animal.

Los síntomasgeneralesobservadosson alteracióndel estadogeneral(Kontos y

Koutinas, 1993) con disminución de la actividad física, debilidad y somnolencia

(Slappendel,1988). Es frecuentetambiénencontrarhipertermia(Spreng, 1993) y una

marcada atrofla muscular localizada principalmenteen los músculos de la cara

(temporales)(Andersonet al.,1980;Turrel y Pool, 1982; Longstaffeet al., 1983). En

estosanimalestambiénseobservanfrecuentementeadinamiay cojeras(Binldseil et al.,

1985)quetienencomoorigendiversostipos de procesosqueafectana las extremidades

comoson: las polimiositis (Kontosy Koutinas, 1993), las alteracionesóseasqueaparecen

debidaa la proliferación periostial (Turrel y Pool, 1982), la existenciade focos de

osteólisis (Cairo y Font, 1991), la hiperpíasiavellosa de las membranassinoviales

(LennoxetaL,1972) yla poliartritis (Simpsonet al., 1982; Cairoy Font, 1991; Konto

y Koutinas, 1993)que se forma por depósitosde inmunocomplejos(Spreng, 1993). Este

depósitode inmunocomplejosseobservatambiénen otros órganos.Así en los vasos

sanguíneosorigina una vasculitis (Fumarolaet al., 1991; Veressy El Hassan, 1986;

Bravoet aL, 1993),a vecescondepósitode amiloide(Corbeil et al., 1976), en los ojos

produce panoftalmitis, ceguera (Bravo et al., 1993), así como blefaritis,
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queratoconjuntivitisy uveitis (Roze, 1986; Slappendel,1988; Gonzálezy Puchol 1989),

y en el riñón provocaun fallo renalya queproduceunaglomerulonefritismembrano-

proliferativacrónica(Castañoet aL,1990;Ferreret al., 1991; Fontet al., 1993), siendo

éstala principal causade muerteen estaenfermedad(Kontos y Koutinas, 1993). En este

órganoestádescritotambiénun casode depósitode sustanciaamiloide (Georgeet al.,

1976),hechoque seha observadoocasionalmenteen el kala-a.zar(Corbeil et al., 1976).

El 90% de los animales,además,presentandiferentestipos de lesionesen piel

(Slappendely Greene, 1990) como son la alopecia sistémicay descamaciones,las

dermatosisulcerativas,la enfermedadnodulargeneralizada(Rigal et al., 1983) y la

dermatitis pustular (Ferrer et al., 1988). La forma más frecuentees la dermatitis

exfoliativa localizadaalrededorde los ojos, nariz y boca (Kontos y Koutinas, 1993;

Koutinaset al., 1993). La inflamaciónde la matriz unguealproduceel crecimiento

exageradode las uñas(ornicogriposis)(Slappendel,1988) y un 10% de los animales

presentanepistaxis(Yamaguchiet al., 1983; Slappendel,1988; Ferrer, 1992).

Los gangliosperiféricosy el bazosuelenapareceraumentadosde tamaño(Rafyi

etal., 1968; Cabassuet al., 1988; Lennoxet al., 1972; Anosae Idown, 1983) siendoun

signo constanteen estaenfermedad(Lennox et al. ,1972; Tryphona et al., 1977;

Rodríguezet al., 1981). El hígadotambiénpuedeestaraumentadode volumen(Turrel

y Pool, 1982; Bettini y Gradoni, 1986) debidoa la existenciade unahepatitiscrónica

(Gonzálezet al., 1988)que presentaun procesoinflamatorio granulomatosode moderado

a severo(Binhazim et al., 1993).

La alteración más constanteesla disproteinemia caracterizadapor un aumento de

las proteínasséricastotales(Keenanet aL, 1984; Cabassuet al., 1988; Groulade,1988;

Slappendel,1988; Ceci et al., 1989).

Se observaunahipoalbuminemiaproducidaen las fasestardíaspor la pérdida

renal de proteínascomoconsecuenciade la alteraciónrenal. La hipergiobulinemiase

produceen respuestaa la hiperestimulaciónde los linfocitos B (Ceci et al., 1989). Existe
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también un incrementode la fracción betay gammaparticularmentede IgO e IgM

(Groulaude,1988; Bizzeti et al., 1989)

En el cursode estaenfermedad,la sintomatologíadigestivano esconstantepero,

cuandoaparece,el signomásfrecuentees unadiarreacrónica,típica de intestinogrueso

(Anosae Idowu, 1983; Longstaffey Guy, 1985y 1986; Slappendel,1988; Gonzálezet

al., 1990; Ferreret al., 1991; Cairoy Font, 1991), caracterizadaporquela frecuencia

estáaumentada,esde escasovolumen,presentatenesmoy lashecesestánsemiformadas

y tienenmoco (Gonzálezet al., 1990).Suelenserdiarreasintermitentes(Corbeil et al.,

1976)y algunasvecesson hemorrágicas,dandolugara hecescon melena(Muscarellaet

al., 1981; Rodríguezetal., 1981; Cabassuetal., 1988; Cairo y Font, 1991) produciendo

en el animal una llamativa perdidade peso(Corbeil et al., 1976; Thryphonaset al.,

1977; Rodríguezet al., 1981; Simpsonet aL, 1982; Turrel y Poal, 1982; Longstaffeet

al., 1983; Slappendel.,1988). En ocasionessehadescritounaafectacióndel estómago

queoriginaunagastritis hemorrágica(Dedet, 1970; Anosae Idowu, 1983).

Otras manifestacionesdigestivas,quepuedenacompañara estaenfermedad,son

la anorexia(Corbeil et al., 1976; Thryphonaset al., 1977; Slappendel,1988), el apetito

variable, (Muscarellaet al., 1981; Longstaffeet al., 1983) quevaría de anoréxico

(Slappendely Greene,1990)a voraz (Slappendel,1988; Kontosy Koutinas, 1993), la

relajación del abdomen(Rodríguezet al., 1981) y en algunoscasosincluso vómitos

(Thryphonaset al., 1977) y polifagia (Slappendel,1988).

La ausenciade otro tipo de síntomasno quieredecirqueel resto de los órganos

no esténafectados,así se han visto parásitosen el pulmón(Andersonet al., 1980;

Rodríguezet al., 1981; Swensonet al., 1988), meninges(Longstaffeet al., 1983),

testículos(Rodríguezet al., 1981; Pizarroet al., 1989; Cairoy Font, 1991),glándulas

adrenales(Ferrer et al., 1991), páncreas(Ferrer, 1991; Rollan 1994) y médulaósea

(Georgeet al., 1976; Ferreret al., 1991).
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2.2.2.2.ASPECTOSANATOMOPATOLOGICOS

Son pocaslas descripcionesque seconocenrelativas a las alteracionesen el

intestino de los perrosdiagnosticadosde leishmaniosis,tanto en la infección natural

(Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Tryphonaset al., 1977; Andersonet al., 1980;

Muscarellaetal.,1981; Rodríguezetal., 1981; Longstaffeetal.,1983; Anosae Idown,

1983; Longstaffey Guy, 1985 y 1986; Macri et al., 1987; Ferreret al., 1988; Cairoy

Font, 1991; Ferrer et al., 1991), como en la experimental(Keenan, et al., 1984;

Gonzálezet al., 1990). Además,seha observadoqueno existe relaciónentreel número

de parásitosencontradoscon la severidadde las lesionesy/o síntomas(Pampiglioneet

aL, 1974), ni conel título de anticuerposquepresentan(Keenan,et al., 1984; Broderson

etal., 1986).

Macroscópicamentela serosapuedepresentarunacoloraciónpálida(Rodríguez

et al., 1981) y es muy llamativa la lesión queaparecea nivel de la mucosa,la cual

presentaun engrosamiento(Huss y Ethinger, 1992) que, en ocasiones,tiene las

característicasde unaenteritis seromucosa,fibrinosa, hemorrágica(Rodríguezet al.,

1981), o bienedematosapresentandoun exudadocatarral(Muscarellaet al., 1981) que

puedellegara presentarseincluso de forma asociadadandouna gastroenteritiscatarral

y hemorrágica(Macri et al., 1987). En ocasionestambién se evidencian úlceras

localizadasen el estómago,intestinodelgadoy colon (Slappendely Greene,1990) y

zonasde peritonitis(Boero, 1974).

Histológicamentela principal característicaes la presenciade macrófagos

cargadosde leishmanias(Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Andersonet al., 1980;

Longstaffeet al., 1983; Keenanet aL, 1984; Longstaffey Guy 1985 y 1986; Ferreret

al., 1988; Gonzálezet al., 1990), localizadosen la lamina propia de la mucosa

(Longstaffeet al., 1983) y en la submucosa(Andersonet al., 1980; Gonzálezet al.,

1990; Ferreret al.,1991),tanto del intestinodelgado(Lennox et al., 1972; Anderson

et al., 1980 Keenanet al., 1984), comodel intestinogrueso(Andersonet al., 1980;

Keenanet al., 1984; Gonzálezet al., 1990; Ferreret al., 1991). Estos macrófagos
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aparecenacompañadosde célulasplasmáticas(Lennox et al., 1972; Longstaffeet al.,

1983; Keenanet al., 1984; Longstaffey Guy, 1985; Gonzálezet al., 1990; Ferreret al.,

1991), linfocitos (Lennox et al., 1972; Keenanet al., 1984; Longstaffey Guy, 1985;

Gonzálezet al., 1990; Ferreret al., 1991), algunoseosinófilos(Keenanet al., 1984;

Gonzálezetal., 1990)yescasosneutrófilos(Gonzálezetal., 1990; Ferreret al., 1991).

En el intestinodelgadolas vellosidadesestánhiperpiásicas(Lennox aal., 1972;

Keenan et al., 1984) y presentanun gran número de macrófagos, cargadosde

leishmanias,quese localizan, fundamentalmente,en el extremoapical de ésta,dando

lugar a pequeñosfocos de necrosis(Boero, 1974). La muscularde la mucosay la

submucosatambiénaparecenafectadas(Ferreret al. ,1991)y los vasossanguíneosde la

submucosay de la capamucosapresentanuna vasculitis (Fumarola et al., 1991).

Mientrasque,en otrosórganos,sehademostradola existenciade un depositoamiloide

(Georgeet al., 1976), en el casodel intestinodel perro estono estádescrito,si bien sí

seha encontradoen estudiosexperimentalesconcricetos(Gonzálezet al., 1986).

El tejidolinfoide asociadoal intestinodelgadoy gruesopresenta,una hiperpíasia

de las placasde Peyer(del yeyuno,íleon y ciego) las cualesaparecencon un gran centro

germinal, repleto de un gran número de linfoblastos, figuras mitóticas, células

plasmáticasconevidentescuerposde Russell,macrófagosrepletosde materialde desecho

y alrededorun estrechoanillo de linfocitos pequeñosy medianos,quees indicativo de

unarespuestaactivadade célulasB (Keenanet al., 1984) y unareducciónde linfocitos

en las áreasde lascélulasT (Weissnianet al., 1978; S]appendel,1988). Estoscambios

estánrelacionadosconel aumentode y globulinas,observadoclínicamente(Rezaiet al.,

1978).

Las lesionesmultifocalesgranulomatosasoriginan unaenteritisgranulomatosa

(Longstaffeet al., 1983; Cairo y Font, 1991) o diseminada(Longstaffey Guy, 1986).

El intestino gruesopresentaen la mucosauna degeneracióndel epitelio de

revestimiento,conerosionesen la partemássuperficialy unadisminuciónen el número
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de las criptas(Gonzálezet al., 1990) las cuajes,a veces,estánhiperémicas(Ferreret al.,

1991).

En todos los casosen los quela lesión afectasólo al intestinogrueso,el proceso

tieneuna imagende inflamación crónicadifusa, denominadacolitis erosiva(Gonzálezet

al., 1990), o colitis ulcerativa,quepresentaunainflamacióngranulomatosade la mucosa

intestinal, la cual, aparececon numerososparásitos(Ferrer, 1992) y quepuedeser

confundidacon una colitis linfocítico-plasmocíticao con una histiocítica ulcerativa

(Ferrer, 1991).
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Material y métodos

3.1. ANIMALES

Parala realizaciónde esteexperimento,basadoen el estudiode las lesiones

intestinalesen el curso de la infección experimentalporLeis/unaniainfan,um, hemos

utilizado ocho perrosde razabeagle,de los cualesel 50% eran machosy el otro 50%

hembras.Su edad, al comienzodel experimento,era de dos meses.Estos animales

procedían de un animalario privado dedicado a la cría de animales para la

experimentación(Biocenter,Barcelona).

Se establecióun períodode observacióny adaptaciónde dosmeses,duranteel

cual se siguió un programastandardde vacunación.Así, los perrosque previamente

habían sido desparasitadosfrente a vermes gastrointestinales,fueron vacunadosde

parvovirosis,moquillo, hepatitisy leptospirosis.

Los animalespermanecieronen alojamientos individuales. La alimentación

consistióen un piensocompuestocomercialparaperrosLab. CanineDiet®; PANLAR

S.A. y el aguade bebidasesuministróad libitum.

3.2. MATERIAL INFECTANTE E INOCULACION

3.2.1. INOCULO

El inóculo sepreparómedianteun homogeneizado,en una solución isotónicade

dNa al 0,9%, de dosbazosde cricetodorado(Mesocricetusauratus), infectadoscon

Leishmaniainfantum, cepaaisladade un perro previamentediagnosticadopositivo a

leishmania(aisladoFVM 1001 JL) y mantenidaen nuestrolaboratorio mediantepases

sucesivosen cricetos.
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3.2.2.CANTIDAD INFECTANTE

El númerototal de parásitos(NTP) del inóculo sedeterminóutilizandoel método

de Smrkowsldy Larson(1977).

Estavaloraciónfue estimadamediantela fórmula siguiente:

NTP= (n0 de amastigotes/n0de célulasnucleadas)x pesodel órganox 200.000

Estarelación,n0 de parásitos/n0 de célulasnucleadas,seobtuvo tan prontocomo

uno de los recuentosalcanzóel valor de mil.

3.2.3. INOCULACION DE LOS GRUPOSDE ANIMALES

La inoculaciónsellevó acaboa los cuatromesesde edad,utilizando el método

quesedescribea continuación(tabla 3.1):

- grupo A: formadopor tresanimalesquefueroninoculadosintraperitonealmentecon 5

ml de material infectanteconunaconcentraciónde 2x108amastigotes.

- grupoB: constituidopor tresanimalesa los queseles administrópor vía intravenosa

5 ml del inóculo a unaconcentraciónde Sxi0~ amastigotes.

- grupo C (control): formadopor dospenosquerecibieronunopor vía intraperitoneal

y al otro por vía intravenosa,5 ml de un homogeneizadode bazode un cricetosano.
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G

GRUPO

~..

PERRO SEXO VL4L DE

INOCULACION

NUMERO DE
AMASflGOTES ¡ 5
mIDE INOCULO

DIAS DE
SACRIFICIO

1 macho intrapeñtoneal 2 x 10’ 109

A 2 macho mtraperitoneal 2 x 10’ 433

3 hembra intraperitoneal 2 x 108 592

4 hembra intravenosa 5 x 10’ 109

B 5 macho intravenosa 5 x iO’ 171

6 hembra intravenosa 5 x LO’ 334

C 7 macho intraperitoneal 210

(control) 8 hembra intravenosa 600

Tabla3. 1: modeloexperimental.

3.3. SEGUIMIENTO CLINICO

Estosperrosfueroncontroladosmedianteun exhaustivoseguimientoclínico con

el fin de evaluarla enfermedad,desdeel momentode su inoculaciónhastael día del

sacrificio.Se les sometióaun examendiario y unaexploraciónfísica cadadossemanas,

obteniendomuestrasde sangre14 díasantesde su inoculacióny posteriormentecadados

semanasincluyendoel díadel sacrificio. Estasmuestrassecongelarona menosveinte

gradoscentígradoshastael momentode determinarel título séricode anticuerposanti-

Leishmaniainfantum.

Se realizó un perfil bioquímico que comprendía:proteínastotales, urea,

creatinina,bilirrubina total, alanina aminotransferasa(ALT) y y -glutamiltransferasa

(GGT).

La tasa de anticuerposanti-Leishmania infantum se determinó mediante

inmunofluorescenciaindirecta (1Ff), empleandocomo antígeno promastigotesde

Leishmaniainfantum, de acuerdocon la técnicadescritapor Tesouro(1984).
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Las proteínastotalessevaloraronpor refractometríay los restantesparámetros

del perfil bioquímico se determinaron, mediante métodosde química seca con

espectrofotometríade reflexión (Reflotron,BoehringerMannheim).

3.4. SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Los perrossesacrificaronperiódicamente,segúnla tabla3.1, medianteinyección

intravenosade 200mg! kg p. y. de pentobarbitalsódico(Eutal-Lender,Normon S.A.)

realizandola necropsia,inmediatamentedespuésdel sacrificio de los mismos,de una

maneraordenada,completay sistemática,segúnla técnicaconvencional.

Inmediatamentedespuésde la realizaciónde la necropsia,se tomaronmuestras

de los distintos tramosde intestinodelgado(duodeno,yeyunoe íleon) y de intestino

grueso(ciego,colony recto).

Parael estudiocon microscopiaóptica seobtuvieronmuestrascon un grosor

aproximadode 0,5 x 1 x 1 cm y parael estudioultraestructuralsetomaronmuestrascon

un tamañomuchomásreducido,aproximadamentede 1 mm de espesor.

3.5. PROCESADO DE MUESTRAS

3.5.1.FIJACION

Laspiezasdestinadasamicroscopiaópticasefijaron en formol al 10% en Buffer

fosfato salino (P.B.S.)durante24 horas,a temperaturaambiente.

Las muestraspara microscopia electrónica se fijaron en Buffer-Millonig

Glutaraldehídoal 3%, durante2 horasa 40 C. Despuésse realizaronvarioslavadosen

tampón Millonig Ph 7,3 permaneciendoallí durante24 horas. Posteriormente,se
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retallaronen pequeñoscubosde 1 mm de aristay seprocedióa realizarunapostfijación

en tetróxidode osmioal 1%, segúnla técnicaconvencional.

3.5.2. INCLUSION

Paramicroscopiaópticalas piezasseincluyeronen parafina sintética“Histosec®

pastillasMerk”, con punto de fusión entre560C y 570C, utilizándoseun procesador

automáticode tejidos,Sandon-ELLiot,modelo BenchSCE0 400, con un programade

cambiosautomáticosde alcoholesetílicosde crecientegraduacióny bencenos.

Unavez finalizadoesteprocesoserealizaronlosbloquesen unaunidadformadora

de bloques,consolaTissue-Tek(dispensadorde parafina,consolatérmicay crioconsola),

Miles Scientiflc.

Paramicroscopiaelectrónicalas muestrassedeshidrataronen una bateríade

alcoholescrecientes.Posteriormenteserealizarondoslavadosen óxido de propiJeno,uno

en óxido depropileno-Eponen proporción1/1 y finalmenteseincluyeron en epoxi Epon

812, segúnla técnicaconvencional.

3.5.3.OBTENCION DE CORTES

Loscortesparamicroscopiaópticaseobtuvieroncon un microtomode rotación

Minot LEITZ 1516, siendoel grosor de los mismosde 5 micras. Seguidamentese

llevarona un bañode agua a 370 C y fueronmontadossobreportaobjetostratadoscon

poli-L-Lisina Agarosa(MN:4,000-15,000SigmaChemicalCompany).

Paramicroscopiaelectrónicaserealizaroncortessemifinosde 1-2 gm de grosor,

en un ultramicrotomomodelo LKB III y cortesultrafinosde un grosorentre40-50 nm.
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3.5.4.TINCION

Paramicroscopiaópticalas seccionessedesparafinaronen xiloI e hidrataronen

unaseriedecrecientede alcoholes.

Comométodosde tinción generalesse emplearonlas técnicasde:

- Hematoxilina-eosina

- Métodode Gallego(IV variante)

- Métodode Masson

- Método de PAS (reacciónSchiff-ácidoperiódico).

Despuésde colorearlas preparacionessedeshidrataronen unaseriecrecientede

alcoholesy semontaronconmedio de montaje(DPX<’, Nustain).

Se realizóun estudioinmunocitoquímicoparala identificacióny distribuciónde

diferentestiposcelularesutilizandolas técnicasde IFI y PAP (peroxidasa-antiperoxidasa)

a) Inmunofluorescenciaindirecta.En estatécnicahemosseguidoel métodode

Coons et al. (1955), visualizandola reacción mediantesuero anti-IgG de conejo

preparadoen cabray conjugadocon fluoresceína(Nordialabs.).

b) Peroxidasa-antiperoxidasa<PAPL Parala realizaciónde estatécnicahemos

seguidoel métodode Sternberger(1979),visualizandola reacciónfinal mediante3-3-

Diamino-bencidinetetrachloride(SigmaImmunoChemicalsD5905), utilizando como

tinción de contrastela hematoxilinade Harris. A continuaciónpasamosa detallarlos

pasosprincipalesde estatécnica:

1. Desparafinadoy rehidrataciónde las muestras
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2. Inhibición de la peroxidasaendógenamedianteunasoluciónde peróxido de hidrógeno

3% en P.B.S.(Bufferfosfato salino conPh=7,2),durante30 minutosa temperatura

ambiente.

3. Lavado en PBS5 minutos, 3 veces.

4. Bloqueode la tinción inespecíficade fondo, con sueronormalde cerdo (Dakopatts

901)durante30 minutosa temperaturaambiente.La dilución de trabajoempleadafue

1/30.

5. Incubacióncon el anticuerpoprimariocorrespondiente,durante18-24 horasa 40C a

unadilución previamentedeterminada.

6. Lavadoen PBS5 minutos, 3 veces.

7. Incubacióncon la capapuente: sueroanti-inmunoglobulinade conejo obtenidaen

cerdo (DakopattsZ196) durante30 minutosa temperaturaambiente.Dilución de

trabajo 1/100 8. Lavadoen PBS 5 minutos,3 veces.

9. Incubacióncon el complejoPAP, obtenidoen conejo (DakopattsZI 13), durante30

minutosa temperaturaambiente.Dilución de trabajo1/64.

10. Lavadoen PBS, 5 minutos,3 veces.

11. Reveladocon D.A.B. (3,3-diamino-bencidinetetrachloride,SIGMA Inmuno

ChemicalsD5905)a temperaturaambientey en tiemposvariables.

12. Lavadoen aguacorrientedurante10 minutos.

13. Tinción de contrasteconhematoxilina,lavado,deshidratacióny montaje.

Seemplearontantocontrolespositivoscomonegativos:
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• Controlespositivos: IgA, IgG, IgM y CD3 congangliode perro

• Controlesnegativos:omisióndela primeracapa.

Sueros Diluciones

Anticuerpos primarios:

Suero anú-IgG de peno, obtenido en conejo (ICN Immomobiologicul. no 65-117)

Suero anti.tgA de peno, obtenido en conejo (ICN Immomobiologicuia a
0 64-372)

Suero mnti-1gM de peno, obtenido ea, conejo (lcN lmmunobiologicaJa n0 64-371)

Suero mnli-c¿luJms T cd3 humano, obtenido ea conejo (DAKO no A452> 0)

1:100

1:100

1:100

1:100

Suero bloqueante,puente y complejoen técnicade PAF:

Suero normal de cerdo <Dúopfl a0 X901)

Suero anú-IgG dc conejo obtenido en cerdo <fl.kopuhu o ~196)

Complejo peroxida-antiperoxida.a(PAF) obtenido en conejo (D.kovfl n0 ZII3)

1:30

1:100

1.64

Tabla 3.2: Anticuerposy dilucionesempleados.

(*) cuandoutilizamosestesuero se realizó unadigestiónprevia con pronasaal 0,1 %

durante10 minutos,antesde la incubaciónconel sueronormalde cerdo.

Paramicroscopiaelectrónica los cortes semifinosutilizados como controles

fueron coloreadosmedianteel métodode azul de metileno.

Los cortes ultrafinos fueron contrastadoscon citrato de plomo y acetatode

uranilo.
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3.6. OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES

Parael estudiode estaspreparacioneshemosutilizado un microscopioóptico

modelo Orthoplande Lcitz con epifluorescenciay dotadode una cámarafotográfica

Orthomat.

El microscopioelectrónicoutilizado fue el modeloJeol Jem 100 B de 80 Kv del

serviciode microscopiaelectrónicade la FacultaddeVeterinariade Madrid.

3.7. ICONOGRAFIAS

Las fotos macroscópicasserealizaronconunamáquinaReflex modeloMinolta

y con luzartificial Osramtipo Nitraphots (250w.).

Laselectronografíasfueronobtenidasmedianteun sistemafotográficocon placas

de 6,5-9cm. y películarígida AGFA, especialparamicroscopiaelectrónica.

3.8. ESTUDIO CUAN’ITI7ATIVO

Parael estudiocuantitativode los distintos tipos inmunorreactivosde células

plasmáticasrealizamoscortesseriadosde 5 gm. El recuentolo realizamosmedianteun

ocularreticuiadoOlympusWHK IOX/20L previamentecalibradoparael objetivode 40K

medianteun micrómetroLeitz, de 2 mm conintervalosde 0,001 mm.

En nuestrocasola retículanosdefine4 zonasde 0,1 mm de longitud y 0,1 mm

de ancho.

La zonaapical (A) comprendíadesdeel epitelio de revestimientohasta0. 1 mm

de profundidaden la lámina propiade la mucosa.La zonasubapical(B) erala porción
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contiguaa la anteriorcon las mismasmedidas.La Y zonasecorrespondíacon la zona

mediade la mucosa(C). Porúltimo la zonabasal(D) comprendíadesdela muscularde

la mucosahasta0,1 mm por encimade esta.

Cadarecuentolo realizamosun mínimo de 8 vecesen cadaunade las zonas

escogiendosiemprelaszonasde mayordensidadcelular. En ningún casovaloramoslas

zonasquepresentanalgúnartefactoo adyacentesa las formacioneslinfoides.

El análisisestadísticolo realizamosmedianteel testde Friedmanejecutadocon

el programa BMDP 3S. Este test asigna rangos para cada porción del intestino

ordenándolosde 1 a 8 teniendoen cuentasu valor en el recuentode las distintas

inmunoglobulinas.Si el sumatorioderangosno estabadentrode unadistribución normal

se realizaroncomparacionespareadasen los distintosperros.

3.9. CLASIFICACION DE LAS LESIONES

Las lesionesobservadaslas clasificamosbasándonosen las alteracionesque vimos

en la mucosaen tres grados: leves, moderadasy severas. Para ello valoramos, el

infiltrado celular, la presenciay gradode cambioen el epitelio de revestimiento,las

alteracionesen la arquitecturade las vellosidadesy de las criptas, y el grado de

parasitación.

Consideramosun gradolevecuandoel procesoinflamatorioeradiscretoy difuso

conescasaparasitación.

El gradomoderadoconsistíaen un procesoinflamatoriodifuso y moderadode

célulasinflamatoriasy presentabaunamayor parasitación.En estecaso, las vellosidades

mostrabanun ligero acortamientoy unamayorseparaciónentrelas basesde las criptas

y la muscularde la mucosa.
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El gradoseveroconsistíaen unainfiltración severay difusade la laminapropia,

junto a formaciones de aspectogranulomatoso.Se observabaacortamientode las

vellosidadesy perdidadelepitelio derevestimiento.Lascriptasestabanen menornúmero

y aparecíancolapsadas.
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II

Resultados

La presentaciónde los resultadosseva a realizarde la siguientemanera:en

primer lugar, sedetallaráde maneraconjuntala evolución clínica de estosanimales.

Posteriormentesedescribiránlas imágenesobservadasen los animalesdel grupo control

y a continuación,de forma individualizada,se señalaránlos aspectosmacroscópicosy

las lesioneshistológicas, ultraestructuralese inmunocitoquimicasobservadasen los

distintos grupos de animales inoculadosexperimentalmente,siguiendo el orden de

sacrificio. Paraello comenzaremoscon las lesionesobservadasen el intestinodelgado

de los animalesinoculadospor vía intraperitonealy, posteriormente,de los inoculados

por vía intravenosa.Así mismo,a continuación,sedetallaránlas lesionesdel intestino

gruesoutilizandoel mismo esquema.
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4.1.ASPECTO CLINICO

Losanimalesinoculadospresentarona partir de los 55-83 díaspost-inoculación,

un aumentoprogresivode las proteínasséricas totales, llegandoa alcanzar,en los

animalesde los dos grupos,valoresmayoreso igualesa 8 g/dl entrelos 109 y 139 días.

Los perros que mantuvimos durante más tiempo infectados, presentaron

variacionesde las proteínastotalesque, o bien seobservabandentrode unosvalores

elevados(8-10 g/dl) hastael momentodel sacrificio (perro 3), bien se mantuvieron

estables(perro6), o presentaronoscilacionesmoderadas(perro2) disminuyendouno o

dos mesesantesdela eutanasia.

Entre los 55-97 díaspost-inoculacióntodos los animalesfueron seropositivos

(fluorescenciavisible a un título mayor 1/100).

Durantetodo el períodoexperimentallos anticuerpospermanecieronelevados.

Cuandolos animalessesacrificaronsustítulosvariabande 1/1.600a 1/6.400.La tasa

de anticuerposestabarelacionadacon la concentraciónde proteínasséricastotales.

Los restantesparámetrosbioquímicosno presentaronalteracionessignificativas

ni en los perrosinfectadosni en los animalescontrol.

Enningúncasoseobservaronlesionescutáneas.La lesión másevidentefue, una

marcadalinfadenomegaliageneralizada,queaparecióentrelos 83 días (perro4) y los 125

días(perro2) post-inoculacióny quepermanecióconstantedurantetodo el estudio.

Entrelos 350 (subgrupoA) y 275 (subgrupoB) díaspost-infección,los perros

comenzarona desarrollarunadiarreaque si bien al principiocurséde modo intermitente,

mástardese hizo continua. Lascaracterísticasdeestadiarreasecorrespondíancon las

propiasde intestinogrueso (fig. 1): hecessemiformadas,que a veces pasabana ser

líquidas con mucosidady sangrefresca, aumentode la frecuenciapero con escaso

volumende hecesen cadadefecacióny presenciade tenesmo.
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Losanimalessacrificadosen las fasesfinalesentrelos 334-592díaspresentaron

un adelgazamientomuy marcado(fig. 2).

Los perros control permanecieronclínicamentesanosa lo largo de todo el

experimento.
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4.2. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL INTESTINO

DELGADO

4.2.1. GRUPOCONTROL (perros7y 8)

Los animalespertenecientesa este grupo no mostraronalteracionesen el

transcursodel experimento.

4.2.1.1.Duodeno(control)

Histológicamentela mucosapresentabaun epitelio de revestimientocilíndrico

simpleconalgunascélulascaliciformes,quedisminuíanen númerohacia la zonaapical

de las vellosidades,y algunoslinfocitos queemigrabanhaciala luz intestinal.

La láminapropiaestabaintegradapor un tejido conjuntivolaxo con un número

variabledecélulaslibres: célulasplasmáticas,linfocitos y algunosneutrófilos. Estetejido

rodeabaalas glándulaso criptasde Lieberktihn,queestabanformadaspor distintostipos

de células:lascélulasenteraendocrinasy las célulasindiferenciadas,siendoéstasúltimas

columnaresconun elevadonúmerode mitosis.

La zonacentralde las vellosidadespresentabaun vasolinfático y un discreto

cordónde músculoliso. Entre la basede lascriptasy la muscularde la mucosael tejido

conjuntivoeraescasoy másdenso.

Medianteel estudioinmunocitoquímicopudimosobservarla inmunorreacciónde

las célulasplasmáticasalas inmunoglobulinasIgA, IgG e IgM (tabla4.4.4). Lascélulas

plasmáticasmás numerosasen esta porción del intestino eran positivas a IgA,

localizándoseen mayorproporciónen la zonasubapicalde las vellosidadesy mediade

la mucosa,disminuyendohaciala zonabasaly apical de la mucosa(tabla4.4.1). El
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númerode célulaspositivasa IgM fue escaso,predominandofundamentalmenteen la

zonamediade la mucosaentrelas glándulasde Lieberkúhn(tabla4.4.3.). Lascélulas

positivasa IgO sedistribuyeronde igual formaquelas célulaspositivasa IgA, peroen

menor número(tabla 4.4.2). Los linfocitos T se localizabanfundamentalmenteen la

porción apicalde lasvellosidades,aunquetambiénaparecían,en escasacantidad,en la

zonabasalde la mucosa.

Tambiénencontramosinmunorreacciónpositivaa IgA y a IgG en las célulasdel

epitelio de revestimientoa lo largo de todo el intestino,y en ocasionesa IgM, aunque

paraestaúltima la inmunorreaccióneramayoren algunasde las célulasde las criptasde

Lieberkñhn. Así mismo observamosuna intensapositividad frente a IgG en toda la

láminapropiade la mucosay en menorcantidada IgA.

La muscularde la mucosapresentabadoscapasbien definidasde musculaturalisa

unainternacircular y otra externalongitudinal.

La submucosamostrabaun tejido conjuntivomoderadamentedenso.En estazona

del intestinoseobservabanlas glándulasde Brunnerde tipo mucosoy el plexo nervioso

de Meissner.Seobservabanformacioneslinfoides aisladasquepresentabanforma de pera

y amplias zonas interfoliculares. Estas formacionesestabanconstituidaspor una

moderadacúpulaquepresentabaninvaginacionesintrafolicularesdel epitelio de la cúpula,

unacoronabiendelimitada, y un centrogerminalen el quesedistinguíandos zonas,una

claracentral constituidapor linfoblastos,célulasdendríticasy macrófagosy una zona

oscuraperiférica sobre todo en la zonabasal no muy amplia que tenía linfocitos y

linfoblastos.

Medianteel estudioinmunocitoquimicoobservamosque la cúpulapresentabaun

predominiode célulaspositivasa IgG y pocaspositivasa IgA y a IgM. Los centros

germinales,en la zonaclara, teníanalgunacélulapositivaa IgG. Los linfocitos T eran

numerososen las áreasinterfoliculares,su númeroeramoderadoen la cúpula, en la

coronay en la zonaclaradel centrogerminal y escasosen la zonaoscuraperiférica.
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La capamusculareramuy gruesay estabaformadapor tres capasde haceslisos:

unainternaoblicua, la intermediacirculary la másexternalongitudinal. Entre estasdos

últimas se localizabael plexonerviosomuscularo de Auerbach.

La serosaestabaconstituidapor unaestrechabandade tejido conjuntivo laxo.

4.2.1.2.Yeyuno(control)

La estructuraerasimilar a la descntaantenormenteen el duodeno.En la mucosa

las vellosidadeseranalgo másestrechasy escasas.La lamina propiapresentabael mismo

tipo de célulasanteriormentedescrito.

El estudioinmunocitoquimiconos demostróque las célulasplasmáticasde la

láminapropiaeranen su mayoríapositivasa IgA (tabla4.4.4), localizándoseen mayor

númeroen la porción mediade la vellosidady mediade la mucosa,disminuyendode

forma paulatinahastala zonabasaldondeeranescasas(tabla4.4.1). En menornúmero,

perocon la mismadistribución, seobservaroncélulaspositivasa IgO (tabla4.4.2). Los

plasmocitospositivos a IgM aparecieronen menor cantidad y fundamentalmente

distribuidosdesdela zonamediaala zonabasalde la mucosa(tabla4.4.3). Los linfocitos

T teníanla distribuciónanteriormenteseñalada,predominandoen las porciones apicales

de lasvellosidades.

La submucosapresentabanóduloslinfoides queseextendíanhastala mucosa.Las

célulasinmunoreactivasen estasformacioneseranescasas,encontrandotan solodiscreta

positividad frente a IgG en la zonaclara de algunoscentrosgerminalesy en la zona

periféricade algunosnódulos.
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4.2.1.3.fleon (control)

La mucosasecaracterizabapor presentarun epitelio con un mayor númerode

célulascaliciformesqueen las porcionesanteriores.

En la lámina propialas célulasinmunoreactivasa IgA eranlas másabundantes

y se distribuían igual que en las porcionesanteriores,aunqueen menor cantidad,

observándoseun mayor númeroen la zonasubapicalde la vellosidady disminuyendo

haciala zonabasalde la mucosa(tabla4.4.1). Igual distribuciónpresentabanlas células

positivasa IgG siendoéstasmásescasas(tabla4.4.2). Los plasmocitospositivosa IgM

eranmuchomenosabundantes,localizándosefundamentalmenteen la zonamedia(tabla

4.4.3).Así mismoencontramosunafuerteinmunorreacciónfrente a IgM en algunasde

las células de las criptas. Los linfocitos T predominabanen la zona apical de las

vellosidadesigual queen las dos porcionesanteriores.

En esta localización del intestino delgado los nódulos linfoides confluían

formandograndesformacioneslinfoides o placasde Peyerqueocupabanpartede la

mucosay de la submucosa.En el epitelio de revestimientode estasformacioneseran

escasaso inexistenteslascélulascaliciformes.

El tejido linfoide se distribuíaen treszonas: unascúpulasbien desarrolladas

compuestaspor linfocitos y macrófagos,las zonasinterfolicularesmuy marcadascon

presenciadelinfocitos T y los folículos linfoidesen los quesedistinguíauna ampliazona

centralllamadacentrogerminaly unacoronaoscuraquela rodeabacon linfocitos T. El

centro germinal a su vez estabaconstituido por dos zonas,una clara central donde

observábamosfundamentalmentelinfoblastos, algunosmacrófagosy algunascélulas

dendríticasy unazonaoscurabasalcompuestapor linfocitospequeñosy linfoblastos.

Mediante el estudioinmunocitoquimicoobservamoscómo la cúpulade estas

formacionespresentabanfundamentalmenteen las zonasmás próximasal epitelio de

revestimientocélulasinmunorreactivasa IgO y algunasa IgA. Algunosde los centros
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germinalesdeestasformacionespresentabande 6 a 38 célulascon llamativoscuerposde

Russellinmunoreactivosa IgG, aunquetambiénobservamosalgúncentrogerminalcon

cuerposde RussellpositivosaIgM. Los linfocitos T tambiénaparecíanen la zonade la

coronay en la zonaoscurade los centrosgerminales.

Lascapasmuscularesaumentabande grosorcuandoseaproximabana la zonadel

esfínterileocecal.
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4.2.2. GRUPO A. INTRAPEBITONEAL

4.2.2.1.PERRON01

El aspectomacroscópicode las distintasporcionesdel intestino delgadono

mostrabaalteracionescon respectoal grupode los animalescontrol.

4.2.2.1.1.Duodeno(1)

La capamucosapresentabaun epitelio de revestimientocilíndrico simple sin

alteracionesde interés.En la lámina propiaseobservabaun leve infiltrado inflamatorio

compuestopor célulasplasmáticas,linfocitos y algunosmacrófagosque se localizaban

fundamentalmenteen la porción apical de las vellosidadesy entre las formaciones

glandulares,sin llegara la zonabasal.Algunosde los macrófagos,localizadosen la zona

apicalde las vellosidades,teníanentre1 y 5 amastigotesdeLeishmania en su citoplasma.

Medianteel estudio inmunocitoquimicoseobservóque las células plasmáticas

positivasa IgA e IgO eran las másabundantesen las zonassubapical,mediay basalde

la mucosa(tablas4.4.1 y 4.4.2).En las zonasmediay basalse localizabanlas células

positivasa IgM (en menor cantidadque las positivas IgA e IgG) (tabla 4.4.3). Los

linfocitos T seobservande formamásabundanteen la porción apical de las vellosidades.

La submucosapresentabaun leveinfiltrado inflamatorio compuestopor el mismo

tipo de célulasqueen la láminapropiade la mucosa.

Los folículos linfoides aislados, que se observabanentre la mucosa y la

submucosa,teníanunacúpulaampliasimilar a los perroscontrol. La coronaestababien

delimitaday el centrogerminaleraamplio presentandounagran zonaclaracompuesta
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por linfoblastos,célulasdendríticas,algunascélulasen mitosisy restoscelulares,y una

zonaoscurabasalmásevidentequeen los animalescontrol, constituidapor linfocitos y

linfoblastos.

Medianteel estudioinmunocitoquímico observamosalgunascélulaspositivasa

IgA e IgM en la zonaoscurade los centrosgerminalesy en la corona,mientrasqueen

la cúpulaexistíaun claropredominiode célulaspositivasa IgG y en menornúmeroa

IgA. Los linfocitos T selocalizabanfundamentalmenteen las zonasinterfolicularesy

coronay en menorcantidaden la cúpulay la zonaclaradel centrogerminal.

El restode lascapasmusculary serosano presentabanalteraciones.

4.2.2.1.2.Yeyuno (1)

La mucosa mostrabauna imagen similar al duodeno con un epitelio de

revestimiento sin alteraciones. La lámina propia mostraba un ligero infiltrado

inflamatoriode célulasplasmáticas,linfocitos y macrófagos,queseextendíadesdelas

vellosidadeshastala zonabasalpróximaa la muscularde la mucosa.Pocosmacrófagos

con escasonúmerode parásitos(de 1 a 5) se localizabanfundamentalmenteen las

porcionesapicalesde las vellosidades.

El estudio inmunocitoquimico nos mostró un mayor número de células

inmunorreactivasa IgA localizadasfundamentalmenteen la zonamediade la mucosa,

quedisminuíanhaciala porciónapical y profunda(tabla4.4.1).Las célulaspositivasa

IgM estabanen menornúmeroy teníanunalocalizaciónparecidaa las célulaspositivas

a IgA. No encontramosningunacélula positiva a IgM en la porción apical de las

vellosidades,aunquesí observamospositividaden algunasde las célulasde las criptas

próximasa la zonabasal (tabla4.4.3). Las célulaspositivasa IgG las localizamosen

mayorproporciónen la zonasubapicalde las vellosidades(tabla4.4.2).
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Entre lascapasmucosay submucosaseobservaronescasosfolículos linfoidesde

gran tamaño.En la cúpula, por debajodel epitelio de revestimiento,se observaban

muchascélulaspositivasaIgG, algunaspositivasa IgA y escasasa IgM. La periferiade

los centrosgerminalesseapreciabanalgunascélulaspositivasa IgA, mientrasqueen las

zonasclarasde dichoscentrosgerminalesse veían célulaspositivasa lgM y a IgG.

La distribuciónde los linfocitos T erasimilar a la descritaanteriormenteen el

duodeno.

4.2.2.1.3.Ileon (1)

La láminapropiapresentabaun procesoinflamatorio ligero, similar al de lasdos

porcionesanteriormenteestudiadas.Esteinfiltrado mostrabaun discretoaumentoen el

númerode macrófagosparasitadosy algunosneutrófilosque selocalizabanen la zona

basalde la mucosa,entre la muscularde la mucosay las criptas. Estasúltimas no

mostrabanningunaalteracióndignade reseñar.

La distribución de inmunoglobulinasera similar a los tramos anteriores,

predominandolas célulaspositivasa IgA en la zonasubapicaly media(tabla4.4.1), y

en menornúmerolascélulaspositivasa IgO e IgM quesedistribuíanpor todala lámina

propia(tablas4.4.2 y 4.4.3).No observamosen las muestrasanalizadascélulaspositivas

a IgM en el extremoapical de las vellosidades(tabla4.4.3). Las zonasbasal y apical

presentabanunaligera infiltración de linfocitos 1’..

En la submucosaseobservóun leve infiltrado inflamatorio compuestopor las

célulasanteriormentecitadas.En los folículos linfoides sediferenciabanuna zonaclara

centralmuy ampliacompuestapor linfoblastos,algunoslinfocitos madurosy diversas

mitosis y una zonaoscuramasdifusay pococelular. La corona, que separabael centro

germinalde la cúpula,estabapoco delimitada. En la cúpulaexistíaun predominiode

células positivas a IgO y en menor cantidada IgA e IgM. Los centrosgerminales
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presentabannumerososcuerpos de Russell positivos a IgG e lgM. Las áreas

interfoliculares, y en menor cantidad la cúpula y la corona, eran los lugares de

asentamientode los linfocitos T (flg. 3).
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4.2.2.2.PERRON02

Macroscópicamenteno se ha observadoalteracionesen ninguna porción del

intestinodelgado.

4.2.2.2.1.DUODENO (2)

Histológicamenteel epitelio de revestimientono mostrabaalteraciones,aunque

sí observamosun aumentodiscretoen el númerode linfocitos intraepiteliales.

La lamina propia de la mucosapresentabaun procesoinflamatorio moderado

compuestopor linfocitos, célulasplasmáticasy macrófagosa vecesparasitados.Algunos

macrófagospresentabanen su citoplasmade 5 a 15 vacuolas,en cuyo interior, mediante

microscopiaelectrónica,pudimosobservarla morfologíacaracterísticade los amastigotes

de Leishmania(fig. 4). Este infiltrado se distribuía en el extremo apical de las

vellosidadesoriginandoun discretoengrosamientoa estenivel, entrelas formaciones

glandulares,y en la zonabasalde la mucosadistanciandola muscularde la mucosade

la basedelasglándulas.

La distribución de inmunoglobulinaserasimilar al perro n” 1, siendolas células

inmunorreactivasa IgA lasmásabundantesen la láminapropiade la mucosa.Estasse

localizabanfundamentalmenteen la zonamediade la mucosa,entrelas formaciones

glandulares,lugardondepredominabael procesoinflamatorio (tabla 4.4.1).Las células

positivasa IgM eranescasas.Los plasmocitospositivosaIgG sedistribuíande forma

similar a los anteriores y en menor cantidad los positivos a IgM (tabla 4.4.3).

Observamoscierta positividad a las distintas inmunoglobulinasen el epitelio de

revestimiento,sin embargo,sólo mostraronpositividad a IgM algunasde las células

basalesde las criptas.Los linfocitos T predominabanen lasporcionesapicalesde las

vellosidades(fig. 5), observándosealgunosen la zonabasal.
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La infiltración inflamatoria de la submucosaera muy discretalocalizándose

próxima a los vasosy a las terminacionesnerviosas. El infiltrado celular estaba

constituidopor linfocitos, macrófagosy célulasplasmáticasque en su mayoríaeran

positivasa IgG.

Los nódulos linfoides mostrabanuna discreta involución presentandomenor

tamañoqueen los animalescontrol. Estasformacioneslinfoides estabancubiertaspor

unascúpulaspequeñas.Los centrosgerminalesteníanun tamañoreducidocon una zona

clara escasa,unazonaoscuradiscretamenteaumentadade grosorcon un aumentode

linfocitos y unacoronapocodelimitada.

Sóloobservamosinmunorreacciónpositivafrentea IgG en algunasde las células

de las cúpulas.Los linfocitos T sedistribuíanen las áreasinterfolicularesy en menor

cantidaden la cúpulay la zonaoscuradel centrogerminal.

4.2.2.2.2.Yeyuno (2)

Histológicamenteno observamosdiferenciasconrespectoal duodenoaunquesí

seaprecióun mayornúmerode parásitos(entre10 y 20) en algunosde los macrófagos

parasitados.

La distribución de las células plasmáticas positivas a las distintas

inmunoglobulinasy la presenciade linfocitos T eratambiénsimilar a la observadaen

las distintaszonasde la mucosadel duodeno,aunquesu númeroera inferior (tablas

4.4.1,4.4.2,4.4.3 y 4.4.4).
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4.2.2.2.3.fleon (2)

El epitelio superficialde revestimientoy el epitelio glandular, no presentaron

procesosdegenerativosni alteracionesde las microvellosidades.La mucosamostró un

proceso inflamatorio moderadoconstituido por linfocitos T, células plasmáticasy

macrófagosparasitados(flg. 6). Esteinfiltrado selocalizó fundamentalmenteen la lámina

propia del extremoapical de la vellosidady en la zonabasalde la mucosa,separando

ampliamentela basede las criptasde la capamuscularde la mucosa.Algunasde las

células plasmáticaspresentaronlos típicos cuerposde Russella modo de formaciones

esferoidalesu ovaladashomogéneasy acidófilas. Ultraestructuralmente,las célulascon

cuerposde Russellpresentarondilatacionesdel retículoendoplásmicorugoso (fig. 7).

En ocasiones,el procesoinflamatorio llegabaa infiltrar las fibras muscularesde

la muscularde la mucosa.El númerode parásitosera superioral de las porciones

anterioresobservándosede 15 a 25 arnastigotesen las zonasde mayor infiltración celular.

Los plasmocitosinmunorreactivospredominanteseran los positivosa lgG y en

menornúmeroa IgA, y ocupabanla zonamediade la mucosa(tablas4.4.1, 4.4.2 y

4.4.4). Las células plasmáticaspositivas a IgA se localizaban en las porciones

subapicalesde las vellosidades(tabla4.4.1)junto a los linfocitos T. Lascélulaspositivas

a IgM eran escasas,localizándosefundamentalmenteen la zona media y basalde la

mucosa(tabla4.4.3).

La submucosapresentabaun infiltrado inflamatorio de leve a moderado,

compuestopor el mismo tipo de célulasque en la mucosa.Las formacioneslinfoides

aparecíandisminuidasde tamañoy presentabanunascúpulaspequeñas.Los centros

germinalesteníanunazonaoscurade grantamañoque seextendíapor los lateralesde las

zonasclarasllegandohastala muscularde la mucosay contactandocon los contiguos,

llegandoinclusoa confundirse. La zona clara de los centrosgerminalesestabamuy

reducidade tamañocon predominiode célulasdendríticasy escasoslinfoblastos.
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Ultraestructuralmenteobservamosun aumentode linfocitos entrealgunoslinfoblastos

(fig. 8).

Mediantelas técnicasinmunocitoquimicaspudimoscomprobarcomolas células

positivasa IgG eranlas másabundantesen las cúpulas,aunquetambiénse vieron algunas

positivas a IgA e IgM en menor cantidad. Las zonasinterfolicularesestabanpoco

desarrolladas,confundiéndoseconel procesoinflamatorio. En estaszonasse observaron

algunoslinfocitos T.

93



Resultados

4.2.2.3.PERRON03

Macroscópicamente,el intestino delgado de este animal presentabaun

engrosamientoy enrojecimientodifuso de la pared(flg. 9).

4.2.2.3.1.Duodeno(3)

El epitelio de revestimientono mostrabaalteraciones,si bien el de las glándulas

presentóuna ligera degeneraciónde su citoplasmaapareciendoéste discretamente

vacuolizado.La lámina propiade la mucosapresentabaunainfiltración difusasevera,

constituidapor célulasplasmáticas,linfocitos, algunosneutrófilos,un elevadonúmero

de macrófagosmuy parasitados,y célulasgigantesmultinucleadascontres o másnúcleos

queconteníannumerosasleishmanias(20-30)en su interior. Estascélulasinflamatorias

se encontrabanen toda la mucosa, presentandoen las porciones apicalesde las

vellosidadesunadistribucióngranulomatosaqueoriginabanun aumentode grosoren esta

zona. Estos granulomasestabancompuestospor macrófagosparasitadosen la zona

central, rodeadosde plasmocitosy linfocitos T. En la zona media de la mucosael

infiltrado se localizabaentrelas criptasy seextendíahastala zonabasal de la mucosa.

Medianteel estudioinmunocitoquimicosecomprobóquelas célulasplasmáticas

queformabanpartede las formacionesgranulomatosas,presentabanmayorpositividad

aIgA (fig. 10). En la zonamediade la mucosala inmunorreactividaderadiscretamente

predominantea IgG (4.4.2)y en menornúmeroalgA (tabla4.4.1)e IgM (tabla 4.4.3).

La zonabasaldesdela basede lascriptashastala muscularde la mucosatenía un mayor

predominiode célulaspositivasa IgO (tabla4.4.2).Los linfocitos T eranmásnumerosos

en e] extremoapicalde la vellosidady en ]a zonabasalde la mucosa.

La submucosapresentabaun infiltrado inflamatorioquevariabade moderadoa

severodependiendode la zona,y se localizaba,fundamentalmenteen las zonasmenos

profundas.Estabaconstituidopor linfocitos, macrófagosy célulasplasmáticasqueeran
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mayoritariamentepositivasa IgG aunquetambiénseencontraronalgunaspositivasa IgA

e IgM. Tambiénseobservóla presenciadealgunascélulasgigantes(fig. 11).

Los nódulos linfoides mostraban una gran involución llegando incluso a

confundirse con el infiltrado inflamatorio de la mucosa. Los centros germinales

presentaronun mayor desarrollode la zonaoscuracon numerososlinfocitos y una

disminucióndela zonaclaradondeseapreciaronalgunascélulasdendríticasy linfocitos.

Lascélulaspositivasa las distintasinmunoglobulinaseranescasasobservándosealgunas

positivasa IgA e IgG. Los linfocitos T eranpoconumerososen las áreasinterfoliculares,

observándoseen mayor númeroen el infiltrado de la submucosa(fig. 12).

4.2.2.3.2.Yeyuno (3)

En el estudioestructuralde estaporcióndel intestinodelgado, los epitelios de

revestimientoy glandular presentabanlas mismascaracterísticasque en la porción

anterior.

La mucosa mostrabaun infiltrado inflamatorio moderadoconstituido por células

plasmáticas,algunascon evidentescuerposde Russell, linfocitos, macrófagosy células

gigantes,conmenornúmerode parásitosqueen el duodeno.En el extremoapical de las

vellosidadesel procesoinflamatoriopresentabaun aspectogranulomatoso,observándose

los macrófagosparasitadosen la zona central rodeados,por células plasmáticasy

numerososlinfocitos T. Comoconsecuenciade estadisposiciónla porción apical de las

vellosidadespresentabaun mayor grosor.Estasformacionesgranulomatosastambiénlas

observamosen porcionesmásprofundasde la mucosa,entrelas formacionesglandulares

e infiltrando la muscularde la mucosa.

Al realizarel estudioinmunocitoquimicoencontramosla mismaimagenqueen

la porción anterior (tabla 4.4.4). En las formaciones granulomatosasexistía un

predominio de células plasmáticaspositivas a IgA. El resto de la lámina propia
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presentabaun mayorpredominiode célulasinmunorreactivasa IgA en la zonamediade

la mucosa(tabla4.4.1).Lascélulaspositivasa IgM eranescasasy selocalizabanen la

zonamedia(tabla 4.4.3),mientrasquelosplasmocitospositivosaIgG estabanen la zona

media y basal (tabla 4.4.2) en mayor proporción que la IgM. Los linfocitos 1 se

localizaban,al igual que en las porcionesanteriores,en las zonas apicales de las

vellosidadesy en la zonabasalde la mucosa.

La submucosapresentabaunainfiltración celular moderaday difusacompuesta

por plasmocitos,linfocitos y macrófagosparasitados.

4.2.2.3.3.lleon (3)

Las lesioneshistológicas observadasen esta porción eran similares a las

anteriores.La mucosapresentabaun procesoinflamatorio severocompuestopor el

mismotipo de célulasya citadoen lasotrasporciones.Estascélulassedistribuíanen la

zonaapicalde lasvellosidades,dondepresentabanun aspectogranulomatoso,en la zona

mediaseparandolas formacionesglandularesy en la zonabasalseparandolas glándulas

de la muscularde la mucosa.

Mediantelas técnicasinmunocitoquimicasobservamosen la zonamediay basal

de la mucosa,un predominiode célulaspositivas a IgO (tabla 4.4.2). Las células

positivasa IgA, en menornúmero(tabla 4.4.1),sedistribuíande igual maneraquelas

IgG y las positivasa IgM fueronmásescasas(tabla4.4.3).Los granulomaspresentaron

un claropredominiode célulaspositivasa IgA, asícomodecélulaspositivasa IgG, en

mayor númeroque en las porcionesanteriores.Los linfocitos T predominaronen las

porcionesapicalesde las vellosidadesaunquetambiénseobservaronen la zonabasalde

la mucosay en la submucosa.
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La submucosa,al igual que en el duodenoy yeyuno, mostrabaun proceso

inflamatorio moderado localizado fundamentalmenteen las zonas próximas a las

formacioneslinfoides.

Los nódulos linfoides eran de pequeñotamañoen comparacióncon los de los

animalescontrol (fig. 13). Lascúpulas,escasamentedesarrolladas,presentaronalgunas

célulaspositivas a IgG y en menorcantidada IgA e IgM. En los centrosgerminales

existíaun predominiode linfocitos. Las formacioneslinfoides presentabanlinfocitos T

en los espaciosinterfolicularese, incluso, ocupandoprácticamentenódulosenteros,a

excepciónde la zonaclaracentralde los centrosgerminales.
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4.2.3.GRUPO B. INTRAVENOSO

4.2.2.4.PERRO N04

El aspectomacroscópicodel intestinodelgadode esteanimal fue normal.

4.2.2.4.1.Duodeno(4)

En e] estudiomicroscópico,las lesionesobservadasen la mucosaeran semejantes

a las descritasen el perro n0 1. No se evidenciabanalteracionesen el epitelio de

revestimientoni en el epitelio de las formacionesglandulares.El infiltrado inflamatorio

eralevey estabacompuestopor el mismotipo de células,con algunosplasmocitosque

presentabancuerposde Russell (fig. 14). La localizaciónde este infiltrado era más

marcadaen la zonaapical de las vellosidadesy entrelas formacionesglandulares.La

parasitaciónera tambiénescasa,observándosede 5 a 10 amastigotesen las zonasde

mayorinfiltración celular.

Mediante las técnicas inmunocitoquimicascomprobamoscómo las células

inmunorreactivasa IgA predominabanen la zonamediay basalde las vellosidades(tabla

4.4.1). Igual distribución teníanlas células positivasa IgG (tabla4.4.2). Las células

positivasa IgM eranescasasen toda la mucosa,observándoseun ligero aumentoen la

zona media (tabla 4.4.3). Los linfocitos T predominaronen la zona apical de las

vellosidades.

4.2.2.4.2.Yeyuno (4)

Se observaronalteracionessimilaresa las descritasen la porción anterior. No

presentabamodificacionesen el epitelio de revestimientoni en el epitelio glandular. El
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infiltrado inflamatorio era leve y estabacompuestopor las mismascélulas descritas

anteriormente.

La distribuciónde las inmunoglobulinaserasimilar al duodeno,su númeroera

menor, localizándoselas células positivas a IgA en la zona media de la mucosay

disminuyendohacialas zonasbasaly apical (tabla4.4.1).Los plasmocitospositivosa

IgM eranmásabundantesen la porción media(tabla4.4.3). Laspositivasa IgO también

eranescasaspredominandoen la zonaapicaly subapical(tabla4.4.2). Los linfocitos T

presentaronun patrónde distribuciónsimilara la porción anterior.

La submucosa no mostróalteraciones.

4.2.2.4.3. lleon (4)

Medianteel estudiomicroscópicoobservamosun procesoinflamatorio leveen la

mucosa,con el mismotipo de célulasyacitadoen las porcionesanteriores.La imagen

coincidíaconel fleon del perron01 observándoseun predominiode célulasinflamatorias

en las zonasapicalesde lasvellosidadesy aumentandodiscretamenteen la zonabasalcon

respectoa las porcionesanteriores.La parasitaciónfue leve observándosede 5 a 10

amastigotesen algunosde los macrófagos.

La presenciade célulaspositivasa inmunoglobulinasIgA, IgG e IgM fue más

significativaen la zonamediay basalde la mucosa,predominandolas IgA frentea IgG

e IgM (tablas4.4.1,4.4.2y 4.4.3). Los linfocitos T aparecíanen mayorcantidaden los

extremosde las vellosidades.

La submucosano mostrabaalteracionesy presentabagrandes formaciones

linfoidesconampliascúpulas(fig. 15) dondeexistíaun predominiode célulaspositivas

a IgG, en la porciónsubepitelial,y en menor númeroa IgM e IgA. Algunoscentros

germinalesestabanmuy desarrollados,con zonasclarasamplias dondese observaron
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abundanteslinfoblastosy mitosis y en ocasionescuerposde Russellpositivosa IgG e

IgM. La zona oscura de los centros germinales era delgada y estaba formada

principalmentepor linfocitos maduros,algunosde los cualeserande tipo T.

100



Resultados

4.2.2.5.PERRO N05

El intestinodelgado no presentócambiosmacroscópicossignificativos.

4.2.2.5.1. Duodeno(5)

No encontramosalteracionesen el epitelio de revestimiento,si bien el epitelio

glandularpresentó,en algunasde suscélulas,unasvacuolizacionesqueoriginaronuna

imagenquisticade estascriptas,conrestoscelularesen las luces.

La mucosapresentabaun proceso inflamatorio moderado compuestopor

linfocitos, célulasplasmáticasy macrófagos.Sudistribución,en la zonabasal,eradifusa

separandoligeramentela basede lasglándulasde la muscularde la mucosaquea veces

se encontrabainfiltrada. En ocasionesseobservódiscretasdilatacionesde los vasos

linfáticos. La parasitaciónno fue muy significativaapreciandosede 5 a 10 amastigotes

en las zonasde mayor infiltración celular.

Mediantelas técnicasinmunocitoquimicasobservamoscomolas célulaspositivas

a IgA predominabanen todala mucosa,tanto en las porcionesapicalesy subapicalesde

las vellosidades,como en la zona media y basal (tabla 4.4.1). Igual distribución

presentaronlas célulaspositivasa IgO, siendoéstasalgo másescasas(tabla4.4.2). La

presenciade célulaspositivasa IgM fue mayor en la zonamediade la mucosa(tabla

4.4.3).Los linfocitos1 predominaronen las porcionesapicalesde las vellosidadesy en

las zonasbasales.

La submucosamostróunainflamaciónmoderadacon algunascélulas positivas

aIgA e IgO. Los nóduloslinfoideseran grandescon unaamplia cúpulaquepresentaba

invaginacionesepitelialesde su epitelio y zonasde calcificación, y otros pequeños

ocupadosprácticamentepor linfocitos 1. La corona,en los nódulosgrandes,estababien
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delimitaday los centrosgerminalespresentaronunazonaclaradiscreta,con mezclade

linfoblastosy linfocitos, y una zonaoscuraampliade linfocitos.

Mediante las técnicasinmunocitoquimicasobservamosen la cúpula algunas

célulaspositivasa IgA y en menornúmeroaIgM. En los centrosgerminaleseranescasas

las células inmunorreactivas.Lascélulaspositivasa IgG seobservaronen la zonade la

coronay en la zonaoscurade los centrosgerminales.Los linfocitos T se localizaronen

las zonasinterfoliculares,y en menor cantidaden la cúpulay en la zonaclarade los

centrosgerminales.

4.2.2.5.2.Yeyuno (5)

El procesomflaniatorioeraalgomenorque el observadoen el duodeno.El tipo

de célulasinflamatoriaserasimilar, si bienseobservóun menornúmerode macrófagos.

Sudistribución fue homogéneaen todala láminapropiay la parasitaciónescasa(10-20

amastigotes/célula).

El númerodecélulaspositivasaIgA e IgG eramenorqueen la porción anterior,

predominandoen la zonasubapicaly en la mitad dela mucosa(tablas4.4.1 y 4.4.2). Las

célulaspositivasaIgM seobservaronen la zonamediadela mucosa(tabla4.4.3) aunque

en menornúmeroqueIgA e IgO. Los linfocitos T seencontrabanen menornúmeroy

selocalizabanen la zonaapicalde las vellosidades.

No seobservabansignosde inflamaciónen la submucosani en el restode las

capas.
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4.2.2.5.3.fleon (5)

Microscópicamente,observamoscómoe] procesoinflamatorio de la mucosaera

moderado,con la mismacomposicióncelulary gradode parasitaciónque en la porción

anterior,no evidenciándoselesionesen el epitelio de revestimientoni en el glandular.La

distribución del procesoinflamatorio era similar a la porción anterior, con discretas

formacionesgranulomatosasen la zonaapicalde lasvellosidades(fig. 16).

El número de células positivasa IgA e IgM erabajo (tablas4.4.1 y 4.4.3),

observándoseun considerableaumentode célulaspositivasa IgG que se localizabanen

la zonamediade la mucosa(fig. 17) (tabla4.4.2). Los linfocitos 1predominabanen la

porciónapical de lasvellosidades.

La submucosapresentabaunainfiltración celularlevecompuestapor linfocitos,

célulasplasmáticasy macrófagos.

Los nóduloslinfoidesteníanun tamañosimilar a los de los animalescontrol. Las

cúpulasestabanbien desanolladas.La coronalinfocitaria y la zonaoscuradel centro

germinalestabanmuy marcadas;la zonaclaradel centrogerminaleraalgo mayorque

en losanimalescontrol, conmenordensidadcelulary un incrementode restoscelulares.

El estudio inmunocitoquimicode estas formacionesnos mostró una escasa

positividadcelularfrentea IgA, un mayor númerode célulaspositivasa IgM e IgG. La

mayorinmunorreacciónfrenteaIgO seobservabaen las célulasde las cúpulas.Las áreas

interfoliculareserandiscretamentesuperioresalas de los animalescontrol mostrandouna

intensareacciónfrentea CD3.
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4.2.2.6.PERRO N06

Las lesionesmacroscópicasno fueron muy significativas, observándoseun

engrosamientomoderadode la mucosaintestinal.

4.2.2.6.1.Duodeno(6)

El procesoinflamatorioeramuy severoanivel de la mucosay submucosa,si bien

no seobservaronlesionesen el epitelio de revestimiento.Este infiltrado estabaintegrado

eranfundamentalmentecélulasplasmáticas,y en menornúmero linfocitos, macrófagos

y células gigantesmultinucleadasquesedistribuíanpor toda la lámina propia. En la

porción apical de las vellosidadesésteinfiltrado se distribuía mostrandouna imagen

granulomatosacon los maerófagosparasitadosen la zonacentral, rodeadosde linfocitos

y células plasmáticasy originando un engrosamientodel extremo apical de las

vellosidades.En el resto de la mucosa la infiltración era difusa, separandolas

formacionesglandularesen la zonamediay distanciandola basede las criptas de la

muscularde la mucosaque, a vecesaparecíainvadidapor células inflamatorias.La

parasitaciónen estecasoeramássevera,observándosede 25 a40 amastigotes/célulaen

las zonas de mayor infiltración celular e incluso en el interior de algunosde los

macrófagos.

Medianteel estudio inmunocitoquimicoobservamoscomo la inmunorreacción

frentea IgA eramayoren lascélulasplasmáticasdela zonasubapicalde la mucosa(tabla

4.4.1). A lo largode todala mucosael númerode célulaspositivasa IgG fue mayoren

esteanimal queen los anterioresconun predominioen la zonamedia(tabla4.4.2). En

estazona seencontrarontambiéncélulaspositivasa IgM aunqueen menornúmero (tabla

4.4.3). Las formacionesgranulomatosasestabancompuestaspor plasmocitospositivos

a IgA y linfocitos T, los cualesse localizabansobre todo en el extremoapical de las

vellosidades(fig. 18) y, en menorcantidad,en la zonabasalde la mucosa.
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4.2.2.6.PERRO N06

Las lesionesmacroscópicasno fueron muy significativas, observándoseun

engrosamientomoderadode la mucosaintestinal.

4.2.2.6.1.Duodeno(6)

El procesomflamatorioeramuy severoa nivel dela mucosay submucosa,si bien

no seobservaronlesionesen el epitelio de revestimiento.Este infiltrado estabaintegrado

eranfundamentalmentecélulasplasmáticas,y en menornúmero linfocitos, macrófagos

y células gigantesmultinucleadasquesedistribuíanpor toda la lámina propia. En la

porción apical de las vellosidadeséste infiltrado sedistribuía mostrandouna imagen

granulomatosacon los macrófagosparasitadosen la zonacentral, rodeadosde linfocitos

y células plasmáticasy originando un engrosamientodel extremo apical de las

vellosidades.En el resto de la mucosa la infiltración era difusa, separandolas

formacionesglandularesen la zonamediay distanciandola básede las criptasde la

muscularde la mucosaque, a vecesaparecíainvadida por células inflamatorias. La

parasitaciónen estecasoeramássevera,observándosede 25 a 40 amastigotes/célulaen

las zonas de mayor infiltración celular e incluso en el interior de algunosde los

macrófagos.

Medianteel estudioinmunocitoquimicoobservamoscomo la inmunorreacción

frentea IgA eramayoren las célulasplasmáticasde la zonasubapicalde la mucosa(tabla

4.4.1). A lo largode todala mucosael númerode célulaspositivasaIgG fue mayoren

esteanimal queenlos anterioresconun predominioen la zonamedia(tabla4.4.2). En

estazonaseencontrarontambiéncélulaspositivasa IgM aunqueen menornúmero (tabla

4.4.3). Las formacionesgranulomatosasestabancompuestaspor plasmocitospositivos

a IgA y linfocitos T, los cualesse localizabansobretodo en el extremoapical de las

vellosidades(fig. 18) y, en menorcantidad,en la zonabasalde la mucosa.
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La submucosapresentabaunaseverainfiltración inflamatoriacompuestapor el

mismo tipo de célulasqueen la mucosa,con unamayorinmunorreacciónfrentea IgA

y a IgG.

Los nódulos linfoides aparecíandiscretamentedisminuidos de tamaño en

comparaciónconlos de los animalescontrol, conuna evidentedesorganización,por lo

que era difícil delimitar las distintas zonas. Las zonas interfoliculares llegaban a

confundirsecon el procesoinflamatorio. La zona clara de los centros germinales

presentabapocoslinfoblastosy un aumentode linfocitos y de restoscelulares.La zona

oscuraeraalgo másgruesaque en los animalescontrol, conabundanteslinfocitos.

En la cúpulaseobservabancalcificacionesjunto a célulaspositivasa IgG y en

menornúmero,a IgA e IgM. Los centrosgerminalesteníanfundamentalmentecélulas

positivasa IgG y escasonúmerode IgA. Los linfocitos T los observamosen las áreas

interfolicularesy formandopartedel infiltrado inflamatoriode la submucosa.

4.2.2.6.2.Yeyuno (6)

Histológicamente la mucosa mostrabaun proceso inflamatorio similar al

observadoen el duodeno.La zonaapicalde lasvellosidadespresentabalos macrófagos

parasitadosen la zonacentralrodeadosde linfocitos y deplasmocitos.En la zonamedia

el infiltrado inflamatoriooriginabaunagranseparaciónentrelas formacionesglandulares

que, a veces,incluso aparecíancolapsadasy sin luz (fig. 19). En la zonabasal de la

mucosala infiltración provocabaunagran separaciónentrelasglándulasy la muscular

de la mucosa.

Mediantelas técnicasinmunocitoquimicasobservamosun predominiode células

inmunorreactivasfrente a IgA en las zonassubapicaly media(tabla 4.4.1).El número

de célulaspositivasaIgM eraescasoy selocalizabanfundamentalmenteen la zonamedia

(tabla4.4.3). En la zonaprofundaencontramospreferentementecélulaspositivasa IgA
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e IgG, siendo estas últimas algo más escasas(tabla 4.4.2). Las formaciones

granulomatosasestabanformadaspor célulaspositivasa IgA y linfocitos T.

La submucosapresentabaunainfiltración celular moderadacon predominiode

célulaspositivasa IgA y pocasIgG.

4.2.2.6.3.Ileon (6)

En el estudiohistológicode la mucosano encontramosalteracionesen el epitelio

de revestimiento.El infiltrado inflamatorio erasevero,distribuyéndoseen la porción

apicalde las vellosidades,entrelas criptasy separandola muscularde la mucosade las

formacionesglandulares.La parasitacióneramuy intensa,observándosede 20 a 40

leishmanias/célulaen las zonasde mayor infiltración celular.

El númerode célulaspositivasa IgA eramenorconrespectoal yeyunoaunque

su distribución era similar, predominandoen la zona subapical y media de las

vellosidadesy disminuyendohaciala porciónapical y basal(tabla4.4.1). Las células

positivasa IgG seobservabanen gruposde 3 o 4 célulasen la zonamediay basal(tabla

4.4.2). El númerode célulaspositivasa lgM en la mucosaeraescaso,predominandoen

la zona mediay no observandoseen la zonaapical (tabla 4.4.3). Los linfocitos T se

localizabanen mayorcantidaden lasporcionesapicalesy basales(fig. 20).

La submucosapresentabaun moderadoprocesoinflamatorioalgo másseveroen

las zonaspróximasa los nóduloslinfoides observándosefrecuentescélulaspositivasa

IgA y másescasasa IgM.

Lasplacasde Peyereranmáspequeñasquelas de los animalescontrol (fig. 21).

Estabanrodeadasde grancantidadde tejidoconjuntivo, con unascúpulaspequeñas,una

zonaoscuraengrosada,unacoronapocoidentificabley un centrogerminal claro y algo

menor. En la zona clara de los centrosgerminalesobservamos linfocitos, escasos
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linfoblastosy célulasdendríticas,ademásde restoscelularesy célulascon cuerposde

Russell(estasformacionessólo seencontraronen algunosde los centrosgerminales).

La mayorpartede las célulasqueselocalizabanen estoscentrosgerminaleseran

inmunorreactivasa IgG y ocasionalmentea IgM e IgA. La mayoríade los cuerposde

Russellpresentabaninmunorreacciónfrentea IgO. En las cúpulas,tambiénlas células

positivasa IgG eranmuchomásnumerosas.Los linfocitos T estabanen la submucosa,

en las zonasperiféricasy coronade los nóduloslinfoides y en las áreasinterfoliculares.

4.2.4. VALORACION DEL NUMERO TOTAL DE INMUNOGLOBULINAS

En el estudioinmunocitoquimicode las inmunoglobulinasIgA, IgG e IgM, de los

animalesinoculadosseobservaronvariacionesconrespectoa los animalescontrol (tablas

4.4.1,4.4.2 y 4.4.3).

En cadauno de los perrosy, paracadaporciónde intestinodelgado,se calculó

el valor mediodela sumade las distintasinmunoglobulinas,comprobándosequeexistía

un incrementodeéstecon respectoa los animalescontrol. Dicho incrementofue más

marcado,en las fasesmásavanzadasde la enfermedad(tabla 4.4.5).

Lasproporcionesentrela cantidaddecélulasplasmáticaspositivasa las distintas

inmunoglobulinasestánreflejadasen la tabla4.4.6.
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4.3. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL INTESTINO

GRUESO

4.3.1. GRUPO CONTROL (perros7y 8)

El aspectomacroscópicodel intestinode estosanimalesfue normal.

4.3.1.1,Ciego <control)

Lascriptaseranparalelasy sepresentabanpróximasentresí y sin ramificaciones,

abriéndosea la superficie luminal. Estaban recubiertas, en el tercio inferior,

fundamentalmentepor célulascaliciformesy célulasindiferenciadas,célulasendocrinas

y algunascélulasen mitosis.

Los plasmocitospositivosa IgA sedistribuíanpor la zonamedia, subapicaly

basalde la mucosa(tabla4.4.1) al igual quelas célulaspositivasa IgM (tabla4.4.3);en

menorcantidadseencontrabanlas célulaspositivas a IgO, predominandoen la zona

media(tabla4.4.2).Un escasonúmerode linfocitos T sedistribuíapor toda la mucosa.

En la submucosasepodíanobservaralgunosnóduloslinfoides aislados,con una

zonacentralmáslaxaformadapor linfoblastos,macrófagosy célulasdendríticasy una

zona más densa periférica ocupada por linfocitos T y linfoblastos. Las zonas

interfolicularesy la coronapresentabaninmunorreacciónfrenteaCD3, y en la cúpulase

observaronalgunascélulaspositivasa IgG. La periferia de los folículos se mostraba

escasascélulaspositivasa IgA.

El restode las capaspresentaronlas mismascaracterísticasque las otrasporciones

del intestinodelgado.
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4.3.1.2.Colon (control)

En el estudio histológico la mucosapresentabaun epitelio de revestimiento

compuestofundamentalmentepor célulascaliciformes.Lascriptaseranmáslargasque

en el intestinodelgado(fig. 22).

La distribución de plasmocitosera semejantea la del ciego (tabla 4.4.4),

observándoseen la zonamediay basalunadiscretacantidadde célulaspositivasaIgA,

IgG e IgM (tablas4.4.1, 4.4.2, 4.4.3).Los linfocitos, en escasonúmero,se localizaban

de forma homogéneaen la mucosa.

En la submucosatambiénsepodíanver nóduloslinfoidesaislados.En la cúpula,

en la zonaoscurade loscentrosgerminalesy en la coronaseobservabanalgunascélulas

positivasa IgO. Los linfocitos se localizabanen la submucosa,formandopartede las

áreasinterfoliculares.

4.3.1.3.RECTO(control)

La estructuraera similar al colon con un aumentoconsiderablede células

caliciformestantoen el epitelio de revestimientocomoen el glandular.

Lascélulaspredominantesen las zonasmediay basaldeestaporción fueron las

IgA en la zonamediay basal(tabla4.4.1) y, en menornúmero,las IgG e lgM (tablas

4.4.2 y 4.4.3).

Los folículos linfoides aparecíansolitarios,sin célulaspositivasa IgA y con un

pequeñonúmerode célulaspositivasa IgM localizadasen la cúpula. Los linfocitos T se

apreciaronen todala mucosa,con un discretoaumentoen la porción apical, en las áreas

interfoliculares,y en la coronade los nóduloslinfoides.
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4.3.2.GRUPO A (INTRAPERITONEAL)

4.3.2.1.PERRO N01

Macroscópicamente,lasdistintasporcionesdel intestinogruesode esteanimalno

mostrabanningunaalteración,presentandounaimagensimilar a los animalesdel grupo

control.

4.3.2.1.1.Ciego(1)

La mucosapresentabaun epiteliode revestimientoinalteradocon un leveproceso

inflamatoriocompuestopor célulasplasmáticas,linfocitos y algunosmacrófagos,que

teníande 5 a 15 amastigotesen el interior de suscitoplasmas.

Las célulasplasmáticasse disponíanen grupos, fundamentalmenteen la zona

mediade la mucosa,dondeexistía un elevadonúmerode célulaspositivasa IgA (fig.

23) (tabla4.4.1). La mismadistribuciónpresentabanlascélulaspositivasa IgG (tabla

4.4.2)e IgM (tabla4.4.3), aunqueen menornúmero.Los linfocitos T eranescasosy

presentabandistribuciónhomogéneapor todala mucosa.

La submucosapresentabaunaligera inflamación, compuestapor el mismotipo

de célulasanteriormentecitadas,con un predominiode célulaspositivasa IgO.

Seobservabanalgunosnóduloslinfoidesamplios,congrandescentrosgerminales,

cuya zona oscuraeradelgaday bien delimitada. La corona era muy evidentey por

encimadeéstaseobservabala cúpula,quepresentabaun predominiode célulaspositivas

a IgM frentea lascélulaspositivasa IgA. La zonaclarade los centrosgerminalesestaba

constituidapor linfoblastosy célulasdendríticas.La zonaoscuray la coronamostraron

un predominiode linfocitos. Algunosde los centrosgerminalespresentaronen la zona

clan,célulasinmunorreactivasa IgM. Los linfocitos T estabanrodeandolas formaciones

linfoides, sobretodo en laszonassuperioreslaterales.
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La serosaestabaligeramenteinfiltradaporel mismotipo de célulasanteriormente

citadas,quese localizaronfundamentalmenteentrelosvasosy el tejido adiposo.

4.3.2.1.2.Colon (1)

En el estudiohistológicode la mucosaobservamosalgunasalteraciones,aun

cuandoel epitelio de revestimientoy el glandularpermanecieronintactos. El gradode

parasitaciónera similar a la porciónanterior (de 5 a 15 amastigotespor célula). Las

células quecomponíanel infiltrado inflamatorio eran linfocitos, células plasmáticas,

macrófagosy algunos neutrófilos que se encontrabanfundamentalmenteentre las

formacionesglandulares(fig. 24).

El estudioinmunocitoquimicomostróun escasonúmerode célulaspositivasa las

distintas inmunoglobulinas(tabla 4.4.4) localizadasfundamentalmenteen las zonas

profundasde la mucosa(tablas4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3).Los linfocitos T eranescasosy

estabandistribuidosentrelas formacionesglandulares.

En la submucosasólo observamosun discretoaumentoen el númerode cé]u]as

inflamatorias.

4.3.2.1.3.Recto(1)

Estaporciónpresentabaunaestructurasimilar a las dosanteriores.La mucosa,

al igual que la porciónanterior, mostrabaun epitelio de revestimientoy glandularsin

alteracionesmicroscópicas,si bien seobservaba,en la láminapropia, un leve infiltrado

inflamatorio compuestopor las células anteriormentecitadas,con escasonúmerode

parásitos.
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El estudioinmunocitoquimicoreflejó una marcadapositividad frente a IgO en

algunascélulas del epitelio de revestimientoasí como en el intersticio. Las células

positivasa IgA selocalizabanen laszonasmediasubapicaly basalde la mucosa(tabla

4.4.1). En las mismaslocalizacionesperoen menornúmerose encontraronlas células

plasmáticasinmunoreactivasa IgO e IgM (tablas4.4,2 y 4.4.3). Los linfocitos T se

distribuíande forma homogéneapor todala mucosa.

La submucosaestaba ligeramente infiltrada con el mismo tipo celular

observándoseun predominiodecélulaspositivasa IgA.

Las formacioneslinfoides aparecíanaisladasy de gran tamaño, mostrandoun

claro centro germinalbien delimitadocon unamarcadazonaoscuraperiférica y una

coronaquelo separabaperfectamentedela zonade la cúpula. Las célulasquecomponían

la zona clara de los centros germinales,eran principalmentelinfoblastosy células

dendríticas,mientrasque las de la coronay la zonaoscuraeran linfocitos madurosy

algún linfoblasto. Se observabanalgunascélulaspositivas a IgA en la zonaclara del

centrogerminaly en mayorcantidadcélulaspositivasa IgG quetambiénselocalizaron

en la zonade la cúpula.Loslinfocitos T aparecíanen las zonaslateralesde la cúpulay

en menorcantidaden la zonaoscurade los centrosgerminales.
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4.3.2.2.PERRO N02

Macroscópicamentelas distintasporcionesdel intestinogrueso presentaronun

ligero engrosamientode su pared.

4.3.2.2.1. Ciego <2)

El epitelio glandular aparecía discretamente degenerado, observándose

vacuolizacionescelulares. Mediante microscopiaelectrónica,secomprobóque estas

vacuolizacioneseran debidasa dilatacionesdel retículo endoplásmicorugoso,como

consecuenciade un procesode degeneraciónhidrópica (fig. 25). La mucosapresentaba

en su láminapropiaun procesoinflamatoriomoderadocompuestopor linfocitos, células

plasmáticas,macrófagosy neutrófilos, que se distribuían entre las formaciones

glandulares(Fig. 26), llegandoen ocasionesaocluir su luz y a separarlasde la muscular

de la mucosa. La parasitaciónera moderada(15 a 20 amastigotespor célula),

distribuyéndosede forma homogéneadesdela porción apicalhastala basal.

Mediante el estudio inmunocitoquimicodel procesoinflamatorio observamos

cómo las célulasplasmáticasquepredominabanen estazonaeran las positivasa IgG

(tabla4.4.4), localizándosefundamentalmenteen la porción mediade la mucosa.En

menorcantidad,y con la mismalocalización,encontramoscélulaspositivasa IgA y a

IgM (tablas4.4.1 y 4.4.3).El númerode linfocitos estabaaumentadocon respectoal

perro n0 1, aunquesu distribuciónerahomogénea.

La submucosapresentabaun leveinfiltrado inflamatoriocompuestopor el mismo

tipo de célulasque en la mucosa,conalgunoseosinófiloslocalizadosfundamentalmente

en las zonassuperiores.En estazonademayor infiltración celulartambiénse observaron

leishmaniasen algunosmacrófagos.La inmunorreaccióndel procesoinflamatoriode la

capasubmucosafue mayorparalas célulaspositivasa IgG, observándosealgunascélulas

positivasa IgA.
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Las formaciones linfoides aisladas mostraban una discreta involución y

desorganización,presentandoun centrogerminal en dondela zonaclaraeraescasa,con

pocascélulasinmunoblásticas,algunasmitosis y restoscelulares.La zonaoscuray la

coronaestabanmuy desanolladasy teníannumerososlinfocitos. En el interior de los

centrosgerminalesobservamosalgunosmacrófagosqueconteníande 5 a 10 leishmanias.

El estudioinmunocitoquimicodeestasformacionesmostróun númeromayorde

célulaspositivasa IgA en el centrogerminal y uno menorde células positivasa IgG,

siendomuy escasaslascélulasinmunorreactivasa IgM. La cúpulade estasformaciones

presentabaun predominiode célulaspositivasa IgG y un escasonúmerode células

positivasa IgA. Los linfocitos T sedistribuíanpor la periferia,aunqueen estaocasión

sevio un aumentoconsiderableen la zonacentraldel centrogerminal.

4.3.2.2.2. Colon (2)

Laslesionesen estaporcióndel intestinogruesode esteanimal eransimilaresa

las del ciego,observándosealteracionesdegenerativasen las células epitelialesde las

formacionesglandulares.El procesoinflamatorioafectabaen mayor medidaa la mucosa,

y se extendíaalaszonassuperioresde la submucosa.

Esteprocesoinflamatorioen la láminapropiade la mucosaestabacompuestopor

un númeromoderadode linfocitos, célulasplasmáticas,algunascon cuerposde Russell,

macrófagos,algunascélulasgigantesmultinucleadasy neutrófilos.

La distribucióndel infiltrado erahomogéneay difusadesdela porción apical a la

basal,originandounamarcadaseparaciónentrelas glándulasy distanciándolasde la

muscularde la mucosa. Las célulasglandularespresentabanun citoplasmavacuolizado

y células descamadasen las luces (flg. 27). Algunas de las estructurasvasculares

aparecíanhiperémicasy dilatadas.
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El gradode parasitacióneramayorqueen la porción anterior, observándosede

20 a 30 leishmaniasen algunosmacnSf~gosy célulasgigantes,quese distribuíanpor toda

la mucosapredominandoen la porciónapical.

Lascélulasplasmáticasinmunorreactivasfrente a IgG fueron las másnumerosas

en todas las zonas de la mucosaexceptoen la zona apical (fig. 28) (tabla 4.4.2),

observándosemenorcantidadde célulaspositivasa IgA que se localizaronen la zona

media (tabla 4.4.19,y escasonúmerode IgM (tabla 4.4.3). Era frecuenteobservar

reacciónpositiva frente a IgM en algunasde las célulasdel epitelio glandular. Los

linfocitos ‘1’ no eran muy abundantesen esta zona, estandodistribuidos de manera

homogéneapor todala láminapropia.

La submucosapresentabaun moderadoprocesoinflamatorio compuestopor el

mismotipo de célulasque el observadoen la mucosay localizándosefundamentalmente

en la porción másapical. Era frecuenteobservaralgunosmacrófagosparasitados,aunque

en menornúmeroqueen la mucosa.La mayoríade las célulasmostraronpositividad

frente a IgG y en escasonúmerofrentea IgA.

4.3.2.2.3.Recto(2)

La mucosapresentabaunaimagenmuy parecidaa la porción anterior,con zonas

de erosióndel epitelio de revestimiento,un severoprocesoinflamatorioque originaba

una separaciónentrelas formacionesglandulares,degeneraciónde algunascélulasde las

glándulasy parasitaciónabundante,llegandoa observarsemásde 20 leishmanias en el

interior de algunosmacrófagos.

Medianteel estudioinmuhistoquimicoobservamosun claropredominiode células

positivas a IgG (tabla4.4.2) y algo menora IgA (tabla4.4.1) en la zonamediade la

mucosay escasonúmero de IgM (flg. 29) (tabla 4.4.3). Se observóuna discreta
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inmunorreacciónfrentea IgM entrealgunasde las célulasde las formacionesglandulares.

Los linfocitos T eranescasosy sedistribuíanpor todala mucosa.

La submucosapresentabaunamoderadainflamaciónla cualeramásllamativaen

la zonasuperior,y estabacompuestapor linfocitos, célulasplasmáticasy macrófagos,

muchosde ellosparasitados.Seobservaronnumerosascélulaspositivasa IgG y escasas

frente IgA e IgM.

Los nóduloslinfoides aisladospresentabanmenorinvolución queen el ciego y

mostrabanun centrogerminalpocodesarrolladocon escasoslinfoblastosy un marcado

aumentode las zonasde proliferación de los linfocitos (manto y corona). En éstas

formacioneslas célulasmásabundanteseran las positivasa IgG, que se localizabanpor

todo el nódulo llegando incluso a observarse,en pequeñacantidad, en el centro

germinal. Estascélulastambiénlas encontramosen la zona de las cúpulas,estando

tambiénpresentesen menorcantidadlas célulaspositivasa IgA e IgM. Los linfocitos T

selocalizaronprincipalmenteen las porcionesperiféricasde los nódulos.
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4.3.2.3.PERRO N03

Macroscópicamenteseobservóun aumentoconsiderabledel grosordel intestino,

con plieguesmarcadosde la mucosay pequeñaszonaserosionadas(fig. 30).

4.3.2.3.1.Ciego (3)

Las lesionesafectabantanto a la mucosacomo a la submucosa.La mucosa

presentabauna atrofia marcada,con zonasde degeneración,pérdidadel epitelio de

revestimiento(fig. 31) y degeneracióndel epitelio de lascriptas.El procesoinflamatorio

eraseveroy en él predominabanlas célulasplasmáticasy en menornúmerolos linfocitos

y macrófagos,acompañadosde neutrófilos y eosinófilos y algunascélulas gigantes

multinucleadasque se localizabanfundamentalmenteen la zonabasalde la mucosa.

La distribución de estas células era homogéneapor toda la lámina propia,

separandoampliamentelas formacionesglandularesy distanciéndolasde la muscularde

la mucosa.

Las formacionesglandulareseranescasasy aparecíanatrofiadascon las luces

colapsadas.En algunasdeellasseobservabanampliasvacuolizacionesde la porción basal

de su citoplasma.

La parasitaciónno era tan marcadacomo en el perro n’~2, observándoseun

predominiode amastigotesen la submucosa.

Las célulasmásabundantesen la láminapropiafueron las positivasa IgG (tabla

4.4.2) y en menorcantidadlas positivasa IgA (tabla4.4.1). Las positivasa IgM eran

escasas(tablas4.4.3 y 4.4.4) y los linfocitos T eranpoconumerosos.

La submucosapresentabaun severo proceso inflamatorio con la misma

composicióncelular ya descritaanteriormente(fig. 31), que llegabaa afectara las
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terminacionesnerviosas.La parasitaciónera superioren estacapaque en la anterior,

observándoseun mayor númerode célulasgigantesparasitadas.La inmunorreacciónmás

abundantela presentaronlas célulasplasmáticaspositivasa IgG. Los linfocitos T eran

numerososen estacapa.

Lasformacioneslinfoidespresentabanun menortamaño(fig. 31), no teníanuna

clara delimitación entre la zona periférica y el centro germinal, y existían pocos

linfoblastos. La inmunorreacción en estos nódulos era escasapara todas las

inmunoglobulinaspresentandoun discretoaumentode células positivas a lgG. Los

linfocitos T eran escasoslocalizándoseen las zonasperiféricasde las formaciones

linfoides de mayor tamañoy ocupandonódulosenteroscuandoéstoserande pequeño

tamano.

4.3.2.3.2. Colon (3)

La imagenobservadaerasimilar a la porción anteriorobservándoseuna marcada

atrofia de la mucosa,con zonasdepérdidadel epitelio de revestimiento(fig. 32). Una

reducciónen el númerode formacionesglandularesy un severoprocesoinflamatorio

compuesto por células plasmáticas, fundamentalmente,macrófagos, neutrófilos,

eosinófiiosy algunascélulasgigantesquesedistribuíanpor todala mucosa,aumentando

entrelas formacionesglandularesy en la porción basal.

Laparasitaciónen esteanimal no fue muy significativaobservándosede 5 a 10

amastigotesen las célulasparasitadasde la capamucosa,y estandoaumentadaen la capa

submucosa.

El epitelio de revestimientoy el de las criptas de Lieberkúhn mostrabanun

procesodegenerativocaracterizadopor unavacuolizacióncelular. En el epitelio glandular

esta vacuolizaciónproducía un marcadoincrementodel volumen celular. Mediante

microscopia electrónica se observó una transformación vacuolar del retfculo
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endoplásmicoy vacuolización mitocondrial (flg. 33), un aumento de la matriz

citoplasmáticay una reducción del tamaño y número de las microvellosidades,

observándosediferentesgradosde degeneraciónnuclear.Esta lesión en la faseterminal

producía una degeneraciónhidrópica y citólisis, lo que originaba en el epitelio de

revestimiento,erosionesmultifocalesque aparecíancubiertaspor una estrechacapade

tejidoconjuntivo sobrela láminapropiade la mucosa(fig. 34).

Medianteel estudioinmunocitoquimicopudimoscomprobarquelas célulasque

predominabanen esta zonaeranlas positivasa IgG (fig. 35) (tablas4.4.2 y 4.4.4),

siendomucho menoreslas positivasa IgA (flg. 36) (tabla4.4.1) y escasasa lgM (fig.

37) (tabla4.4.3).El númerode linfocitos T eraescaso.

La submucosaestabaseveramenteinfiltrada por el mismocomponentecelular,

conun incrementode célulasgigantesy predominiode célulaspositivasa lgG.

Las formacioneslinfoides estabantan involucionadasqueapenasse distinguían

del procesoinflamatorio, presentandounamarcadadisminuciónde las zonasoscurasy

de la corona,con linfocitos sin apenasrepresentaciónde los centrosgerminales.Era

frecuenteobservarleishmaniasen losmacrófagosde estasformaciones.Sólo, observamos

reacciónpositiva paraIgG, y escasoslinfocitos T.

La serosamostrabaun discretoprocesoinflamatoriocon el mismotipo de células

ya descrito.

4.3.2.3.3. Recto (3)

La imagenera similar a la descritaen el colon, observándoseun aumentodel

procesoinflamatorio en la capasubmucosaque llegabaa infiltrar e incluso destruir

algunasterminacionesnerviosas.

119



Resultados

Medianteel estudioinmunocitoquimicoobservamosla mismadistribución de las

distintasinmunoglobulinasqueen la porciónanterior,conun claropredominiode células

positivasa IgG (tablas4.4.1,4.4.2,4.4.3 y 4.4.4).

Los nóduloslinfoideseranalgomayoresqueen la porción anterior,presentando

unadiscretazonaclaradel centrogerminal conlinfocitos y un aumentode espesorde la

zonaoscuraquellegabaacontactarcon la coronapoco desarrollada.Tanto las pequeñas

cúpulascomolas zonasperiféricasdelos folículos, presentabancélulasinmunorreactivas

a IgG. Un escasonúmerode linfocitos T se observóen las zonasperiféricasde los

centrosgerminales.
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4.3.3. GRUPO B (INTRAVENOSO)

4.3.3.1.PERRO N04

El intestinogruesode esteanimal no presentóningunaalteraciónmacroscópica.

4.3.3.1.1.Ciego (4)

La mucosa mostrabaun escasoprocesoinflamatorio, observándosela misma

distribución de célulasinmunorreactivasque los animalesdel grupo control, con un

predominiode célulaspositivasa IgA en la zonamediade la mucosa(tabla 4.4.1) y

escasacantidadde célulasreactivasfrentea IgO (tabla4.4.2)e IgM (tabla4.4.3) en la

zona media. El número de parásitos era escaso(2 a 5 amastigotesen algunos

macrófagos).

La submucosano presentabasignos de inflamación. Las formacioneslinfoides

aisladaseran ampliasy mostrabangrandescentros germinalescon gran númerode

linfoblastos,un elevadonúmerode mitosisen la zonaclaray una delgadazonaoscura

con linfocitos y algún linfoblasto. La corona linfocitaria era muy evidente y bien

delimitada.La zonadela cúpulapresentabaun predominiode célulaspositivasa IgG que

tambiénse localizaban,en escasonúmero,en los centrosgerminales.No observamos

positividad frente a IgA e IgM en las célulasplasmáticasde estaslocalizaciones.Los

linfocitos T eran escasosen la mucosay abundantesen la periferia de los folículos

linfoides.
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4.3.3.1.2.Colon (4)

La imagen observadaera similar a la del ciego, con escasainflamación y

parasitación.

La distribuciónde las distintasinmunoglobulinaserasimilar a la porción anterior

(tablas4.4.1,4.4.2 y 4.4.3).

La submucosano presentabaalteracionesy las formacioneslinfoideserangrandes

con pocainmunorreacción,evidenciándosealgunacélulapositivaa IgA. Los linfocitos

T ocupabanlas estrechaszonas periféricasde las formacioneslinfoides, las zonas

lateralessuperioresy la cúpula.

4.3.3.1.3.Recto (4)

La mucosay la submucosapresentabanuna imagen similar a las porciones

anteriores.Los nóduloslinfoidesobservadosteníanigual estructuraque los del colon.
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4.3.3.2.PERRO N05

Macroscópicamenteel intestinogrueso presentabaun engrosamientomuy discreto

de la mucosa.

4.3.3.2.1.Ciego (5)

La mucosapresentabaun leve infiltrado inflamatorio compuestopor linfocitos

(flg. 38), célulasplasmáticasy algunosmacrófagosescasamenteparasitados.El epitelio

de revestimientoseconservabasin alteracionesalo largode todo el intestinogrueso.

Las célulaspositivasa IgA predominabanen la zonamediade la mucosa(tabla

4.4.1), mientrasquelascélulaspositivasa IgG e IgM eranescasasen todala mucosa

(tablas4.4.2 y 4.4.3).Los linfocitos T eranpoconumerososy sedistribuíanpor toda la

láminapropiade la mucosa.

La submucosateníaun leveinfiltrado inflamatorio conescasascélulaspositivas

a las distintasinmunoglobulinas.

Las formacioneslinfoidesmostrabanunaligera desorganización.La zonaclara

de los centrosgerminalesteníanabundanteslinfoblastos,mitosis y restoscelulares.Las

zonasperiféricasoscurasestabandiscretamenteaumentadasexistiendoun escasonúmero

de IgO e IgA y algunacélulapositivaa IgM en la zonade la cúpula. Los linfocitos T

selocalizabanen laszonasperiféricaslaterales(áreasinterfoliculares).
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4.3.3.2.2. Colon (5)

La imagenobservadaerasimilar a la porciónanterior.

Medianteel estudio inmunocitoquimicoobservamosun predominiode células

positivasa IgO en las zonasmediay basal(fig. 39) (tabla 4.4.2).Lascélulaspositivas

a IgA estabandistribuidasde forma similaralas IgG (tabla4.4.1) peroeranmasescasas.

En menornúmeroseobservabancélulaspositivasa IgM (tabla4.4.3).

4.3.3.2.3. Recto (5)

La mucosa,igual que en las otrasdosporciones,estabalevementeinfiltrada con

el mismotipo de célulasy con escasonúmerode parásitos.El epitelio de revestimiento

y el glandularno presentabaalteracioneshistológicas.

La distribucióndeinmunoglobulinaseraparecidaalasporcionesanteriores,con

un claropredominiode célulaspositivasa IgO (tabla 4.4.2) frentea IgA e IgM (tablas

4.4.1 y 4.4.3).

La submucosamostrabaunadiscretainfiltración celular con un levepredominio

de célulaspositivasa IgO, observándosealgunaspositivasa IgM e IgA.

Las formacioneslinfoidespresentabanlas mismascaracterísticasmorfológicasque

las del ciego,existiendoalgunascélulaspositivasa IgM en los centrosgerminalesy en

las zonasperiféricas.Las zonasperiféricasde las formacioneslinfoides presentabanun

mayornúmerode linfocitos T.
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4.3.3.3 PERRO N06

Macroscópicamenteel intestino gruesode este animal presentabauna mucosa

engrosadacon plieguesmuy marcados.

4.3.3.3.1. Ciego (6)

La mucosamostrabaun procesoinflamatorio moderado,compuestopor células

plasmáticas,linfocitos, macrófagoscon escasonúmerode parásitos(entre 5 y 10) y

algunosneutróffios,quesedistribufanpor todala laminapropiade la mucosa,separando

las formacionesglandularesy distanciándolasde la muscularde la mucosa.En el epitelio

de revestimientono se observabancambios histológicosmientrasque el glandular

presentabaunadegeneracióncitoplásmicaen algunascélulas.

Medianteel estudio inmunocitoquimicoobservamosun predominiode células

positivasalgO (flg. 40) (tabla4.4.2) y un menornúmeroa IgA e IgM (fig. 41) (tablas

4.4.1 y 4.4.3).

La submucosapresentabaun moderadoproceso inflamatorio, también con

predominiode célulaspositivasa IgO y en menorcantidada IgA e IgM.

Los nódulos linfoides tenían una marcada involución, observándoseuna

disminuciónde laszonasclarasde los centrosgerminalesconescasezde linfoblastosy

predominiode linfocitos. Lascélulaspositivasa IgO eranabundantesen la periferia y

no observamosningunaen los centrosgerminales.También se evidenciaroncélulas

inmunorreactivasfrentea IgA en esta mismalocalización. Algunasde las célulasdel

epitelio glandular mostraroncierta positividad frente a IgM. Los linfocitos T se

distribuyeronrodeandoestasformaciones,aumentandoel grosor del manto y de la

corona.
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4.3.3.3.2. Colon (6)

El colon presentabaunaimagensimilar al ciego conel mismo infiltrado celular

y escasonúmerode parásitos.Existía un predominiode células positivas a IgG que

inclusoaparecíaen el intersticiode la láminapropia(tablas4.4.2 y 4.4.4).

La submucosamostrabaun moderadoprocesomflamatorioconabundantescélulas

positivasa IgG y escasonúmerode linfocitos.

Los nóduloslinfoides estabaninvolucionadoscon centrosgerminalespequeños

escasamentecelulares,presentandonumerosascélulasdendríticasy macrófagos,rodeados

de linfocitosalgunosde ellos inmunorreactivosfrente a CD3. Seobservabaunadiscreta

reacciónfrentea IgO en las célulasde la periferia.

4.3.3.3.3.Recto (6)

La mucosamostrabauna ligera atrofia. La infiltración celular era moderada,

presentando,a veces, un aspectogranulomatosode distribución difusa. Las células

plasmáticaspredominantesen estazonaeranpositivasa IgG (tablas4.4.2 y .4.4.4)y

tambiénseobservóun aumentonotablede célulaspositivasa IgA (tablas4.4.1 y 4.4.4).

Las célulaspositivas a IgM eran más escasasy presentabanunadistribución similar

(tabla4.4.3).

La infiltración dela submucosaeradiscretacomparándolacon la del perro 3, con

un predominiode célulaspositivasa IgG y algunasa IgA.

Los nóduloslinfoidesestabantambiéndisminuidosde tamaño(no tantocomoel

ciego)conun escasodesarrollodel centrogerminal,observándosecélulaspositivasalgG

rodeandoestasformacionesen la zonaapical y algunaen el centrogerminal. También

pudimosobservaralgunascélulaspositivasa IgA y ningunaa IgM.
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4.3.4.VALORACION DEL NUMERO TOTAL DE INM1L3NOGLOBULINAS

Al igual queen el intestinodelgado, en cadauno de los perros y para cada

porción del intestino grueso,se calculó el valor medio de la suma de las distintas

inmunoglobulinas,observándoseun incrementode dicho valor con respectoa los

animalescontrol, que tambiéneramayor en las fasesfinales de la enfermedad(tabla

4.4.5).

Lasproporcionesentrela cantidaddecélulasplasmáticaspositivasa las distintas

inmunoglobulinasestánreflejadasen la tabla4.4.6.

127



Resultados

4.4 TABLAS

IgA

;s,.ma turnos.

0,67 1,33 1,57 0,67 2,42 3,83 0,86 2,10

8,50 5,17 3,71 6,83 6,68 11,57 5,33 4,90

10,57 6,71 10,57 7,67 9,58 11,86 8 18 843

2,29 3,43 2,63 1,86 4,14 10,43 2,29 2,57

22,02 16,84 18,48 ¶6,93 22,83 37,69 16,66 18,00

2,14 0,26 1,14 1,33 0,94 1,67 0,90 1,00

6,00 1,75 4,00 7,00 3,00 9,83 5 80 4 21

6,14 11,43 10,43 7,00 2,83 5,57 5,71 557

2,33 3,43 4,25 3,50 1,10 5,30 5,60 4,92

18,82 leAl 19,02 18,83 7,87 22,37 18.01 15,70

3,50 0,38 2,11 0,78 0,80 120 0,71 0,71

7,63 1,38 3,67 2,67 1,80 2,60 2 14 202

11,25 2,88 9,22 6,75 8,22 10,13 5,43 554

5,33 3,43 4,29 2,29 4,58 4,22 2,00 192

27,71 8,06 18,29 12,48 15,38 18,15 10.29 10,19

0,00 1,75 2,69 0,00 1,75 0,84 0,00 0,10

0,00 3,50 2,23 0,00 3,50 6,17 0.00 000

0,63 6,56 4,30 0,63 6,56 12 72 0,43 0,54

1,57 2,14 1,00 1,67 2,14 4,38 067 0,72

2,20 13,95 10,22 2,29 13,95 24,11 1,10 1,36

0,86 1,00 1,50 2,00 0,67

2,00

1,22

7,22

1,00

178

1,10

1,754,43 1,00 1,38 1,38

9,33 8,38 4,63 3,71 4,25 13,60 3,43 296

3,14 4,22 1,00 1,71 3,29 5,38 1,44 1,54

17,78 14,60 8,50 8,80 10,20 27,42 7,65 7,34

Tabla 4.4.1: Promediodel númerode célulasplasmáticaspositivasa IgA/campo (0, 1 x

0,lmm)
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4,33 4,78 3,00 3,17 5,00 5,90 3,79 2,90

10,50 9,38 7,71 6,50 13,71 21,56 8,70 8,20

9,14 24,40 23,14 8,29 17,33 19,20 8,43 7,80

10,86 8,00 2,86 9,57 7,00 8,00 8,50 7,46

sama tflhiflflUMfl 34,83 4655 36,71 27,52 43,05 64,66 2941 26,36
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IgG

37,79 15,42 15,38

2,60 0,67 1,11 1,80 0,80 5,21 2,33 2,14

2,40 3,50 1,22 1,80 3,40 8,36 1,56 1,65

1,14 6,00 8,00 1,14 7,29 600 086 0,80

0,50 4,20 9,14 0,50 4,25 9,40 0,56 0,48

O,64• 14,37 18,44 5h24 15,74 28,97 5,30 5,07

0,57 1,00 0,86 0.83 1,00 2,00 1,13 1,10

1,57 3,83 0,71 1,17 3,83 4,71 129 110

4,17 13,75 16,38 3,80 13,75 8,71 2,25 2,01

2,00 8,43 8,00 4,33 8,43 6,25 2,38 1,98

8.31< 2701 25~95 10,13 27,01 21,68 7,04 6,19

3,29 0,69 11,88 0,00 0,00 1,44 0,00 0,25

4,00 5,67 13,76 1,33 0,00 2,41 0,83 1,00

6,50 9,67 16,11 1,17 8,83 1300 2,71 2,50

3,86 7,00 11,71 0,50 3,00 9,11 1,17 1,10

Suma &CIÉCC ¶7,64 25,02 53,45 3,00 11,83 25,67 4,71 4,85

0,00 2,00 27,33 0,00 2,00 3,96 017 0,19

0,00 8,63 26,00 0,00 8,63 11,46 0,00 025

1,00 13,67 30,43 0,00 13,67 13,33 0.25 025

0,00 9,14 29,17 0,00 9,14 11,11 0,00 0,29

1,00 33;43 112,93 0,00 33,43 39,88 0,42 0,98

0,60 1,25 20,29 0,29 5,00 4,14 0,43 0,51

0,60 4,38 13,57 0,43 3,18 871 086 1,00

0,67 8,00 15,43 0,36 9,86 9,86 029 025

1,57 7,43 8,71 0,43 8,86 13,71 0,38 039

¡SumaE.AECTO 3,44 21,05 58,00 1,50 26,90 36,43 1,95 2,15

Tabla 4.4.2: Promedio del número de célulasplasmáticas positivas a IgG¡’campo (0,1 x

0,lmm)

Proráwdilo de CEL”’ ‘~

3,50 1,13 5,75 2,67 3,44 4.87 2.14 2,24

13,00 10,38 6,25 10,50 7,89 11,91 6,36 623

11,29 5,13 12,86 9,14 6,71 12,25 3,92 3,81

10,50 1,86 17,50 9,50 5,00 8,76 3,00 3,10

Suma 1.DUOOENO 38,29 18, 41 42,38 31,81 23,05

Sunme 2NIVUNC.

sus. LLPSM
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IgM

0,43 0,17 0,33 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00

0,38 0,67 0,00 0,38 0,17 0,00 000 025

8,57 3,00 4,29 1,40 3,67 5,29 2 93 3,98

1,00 0,67 0,13 0,75 0,43 1,33 1,88 2,10

10,36 4,50 4,74 2,81 4,17 6,62 4,79 6,33

0,50 0,83 0,71 1,83 0,17 2,13 1,88 1,83

3,00 5,00 5,14 4,33< 1,74 6,29 4,78 5,13

1,33 0,00 0,29 0,00 0,00 1,00

1,22

0,17

1,83

0,15

1,750,67 1,29 0,43 0,00 1,83

4,29 5,17 1,86 2,57 2,40 4,13 120 1,30

2,11 1,50 1,00 2,57 1,22 157 2,83 2,75

6,40 1,96 3,57 5,14 5,46 7,92 6,03 5,95

0,00 0,25 1,44 0,00 0,25 0,53

1,59

033

0,17

0,31

0,150,60 1,13 1,56 0,00 1,13

1,67 3,50 2,70 0,00 3,50 4,29 0,17 0,19

1,40 1,11 0,67 0,00 1,11 1,38 0,28 0,25

3,67 5,99 6,37 0,00 5,99 7,79 0,95 0,90

0,00 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25

0,00 1,63 0,29 0,17 000 0 17 0,17 0,25

2,50 3,38 3,86 2,33 1,57 400 2.71 2,80

0,71 0,67 0,25 0,71 0,14 0,17 0,33 0,25

0,57 0,78 0,75 0,57 0,29 100 000 0,17

2,14 2,75 2,50 2,14 1,00 3,67 1,23 1,22

0,43 1,86 0,38 0,43 1,00 1,43 0,83 0,86

3,86 607 3,88 3,80 2,43 6,26 2,39 2,60

Tabla 4.4.3: Promediodel númerode célulasplasmáticaspositivasa IgM/campo(0, 1

x 0,lmm)
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PromadM da en»> AS

flChlfl.

0,00 0,43 0,29 0,00 0,00 0,33 0,00 0,25

0,13 0,13 0,00 0,13 0,00 050 080 0,70

8,71 5,57 11,50 5,18 7,00 6,33 320 300

2.86 1,50 0,67 1,43 0,86 1,29 2,70 2,80

11,70 7,83 12,45 8,74 7,86 8,45 6,70 6,75

Suma tVSYEJNO.

¡Suma SILEON.

Suena £.CiÉCO

4.

jsuma <RECTO



Resultados

•~CTOIgA D~CTOIgG fl~CIOIgM

Tabla 4.4.4: Representacióngráfica de las tablas 4.4.1,4.4.2 y 4.4.3
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Resultados

odeno 21,1 18,17 22,88 16,51 18,48 25,22 12,88 12,13

eyuno 9,76 8,88 10,68 6,24 10,68 18,31 6,69 7,35

con 6,98 12,37 12,74 8,32 9,15 12,58 7,45 6,76

kuma ID ] ~ [_39,42_1~ ~ 38,31 1 56,11 J 27,02 26,24

¡ego 13,44 9,79 19,07 5,16 8,16 12,94 5,26 5,25

olon 1,72 13,35 32,38 0,57 13,35 17,94 0,61 0,82

to 6,26 10,43 17,6 3,54 9,88 17,53 3 3,01

~SumaIG] 21,42 J ~ [ 69,05 [_9,27_[ 31,39 J_48,41_J 8,87 9,08

otal 59,36 72,99_1 115,3 40,34 69,7 104,5_J 35,89 35,32

Tabla 4.4.5: Sumade promedios de IgA, IgG e IgM en cada porción del intestino

~‘ 1 1 ~ pS í~ !P7YPs!
ID 3,0:2,2:1, 4,5:3,3:1, 1 3,3:3,9:1, J 4,5:3,4:1, ¡ 5,3:4,S;1, 5.3:4,1:1, 3,3:1,4:1,

IG 3,0:1,3: 1,8:3,8: 1 2,7:16,2 ¡ 2,6:1,0:1 2,8:5,2: 1 3,1:4,6: 1 2,5:1,0:

Tabla 4.4.6: Promedios de las distintas inmunoglobulinas.
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Resultados

4.5 ESTUDIO ESTADISTICO

Realizamosdos estudiosdiferentes:

1- Intestinodelgado.

El test asignabaun valor segúnel sumatoriode los rangos de las porciones:

duodeno,yeyunoe íleon,paracadaanimaly en cadainmunoglobulinaestudiada.

2- Intestinogrueso.

El testasignabaun valor segúnel sumatoriode rangosde las porciones:ciego,

colony recto, paracadaanimal y encadainmunoglobulinaestudiada.

En las siguientestablasseindicanlos valoresestadísticosqueasignael test tras

la comparaciónpareadaen los casosen los queel valor de p es significativo (p menor

0,1), apareciendoen negrita los valoresqueson estadisticamentediferentesentre los

perros.

En el estudiodel intestinodelgadoobtuvimosresultadossignificativos paraIgG

y en la tabla4.5.1 observamosque existendiferenciasentrelosanimales2,3,5 y 6 y los

perroscontroles,lo cual indicaun incrementoacusadode estainmunoglobulinaen los

estadiosavanzadosde la enfermedad.El hechode no encontrarvaloressignificativos de

IgA, en estosanimales,puedeserdebidoa la cantidadinicial de éstainmunoglobulina

existenteen el intestinodelgadode los animalescontrol. IgM incrementa,tal comolo

podemosobservaren la tabla4.4.3,pero no muestrasignificaciónestadística.

En el intestinogruesoencontramosvaloressignificativosparaIgA entrelos perros

1 y 6 y los controles(tabla4.5.2),y paraIgG entrelosperros3 y 6 y los controles(tabla

4.5.3), lo queindicó un incrementode estasinmunoglobulinasen los animalesinoculados

y, enespecial,un marcadoincrementode IgG, frentea loscontroles,en los animalesque

mostraronun mayordesarrollodela enfermedad.
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IgO INTESTINO DELGADO

p=O,O42l

Resultados

ppS p2~‘ p7 L~8J

t#~ t4>~~~ 1,251,75 - - - ~ ~2~&* %~Z* o,

p7 1,25 1,50 4~- ~ 075 1,83 4~
0*~. ~‘

pó
1’

0,83 0,58 0,33 1,33 0,25 - -

pS 0,58 0,33 0,58 1,08

0,50 0,75 1,67 ~ ~

0,25 ~. :~ •
y-

~ % ~.yt~¾vi.~ ~.

‘tt;: ~

p2

Tabla 4.5.1: Valores estadísticostras la comparación pareada del intestino delgadode

los distintosanimalesparaIgG. Los valoresconsignificación estadística

para una p=O,0421 aparecen en negrita.
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IgA INTESTINO GRUESO

p=O,0714

Resultados

= =.

5*0 pl p3 pi PS

= ==

pS 2~1Z 1,42 1,67 1,17 1,92 Z~» 0,1

¾ 1,25 1,50 1,00 1,75

p6 0,67 1,42 1,17 1,67 0,92

p5 0,25 0,50 0,25 0,75 ‘~
~o

pi

pLl

1,00 025 0,50

0,50 0 25

P2

~8* ~*~*<***~: :~~%:8*~*~* > ~ ~ y’
~ ~

0,75 ~ ~ ~ ~ .,.~ 5*

Pl

.4
~ * < .-~ . -~?~~4NY< «~*:a*. Á,

<:
....~Fz=..~~*k

II

Tabla 4.5.2: Valoresestadísticostrasla comparaciónpareadadel intestinogruesode los

distintos animalespara IgA. Los valorescon significación estadísticapara

unap=O,O42l aparecenen negrita.
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Resultados

IgO INTESTINO GRUESO

p=O,0052

r~i ~

pS 0,50 1,17 ttZ: 1 08 1,00

1,08 1,75 4~ 050 1,58

p6 1,42 0,75

0,50 0,17

1,58 2.4i~4

1 ,92 1,25

0 50 ~ 0,92

1 42 ~ *~.4.s*:.

~ ~

.t4~Z .:.,

pi

p2 0,67 ~««~¿Y~k½.

Tabla 4.5.3: Valores estadísticostras la comparación pareada del intestino grueso de los

distintosanimalesparaIgA. Los valoresconsignificación estadísticapara

unap=0,0A~2l aparecenen negrita.
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5. ICONOGRAFIA



Fig. 2. Perro 3 (592 días post-inoculación). Adelgazamiento muy marcado.

138

Fig. 1. Perro 3(592 díaspost-inoculación).Hecessemiformadas,con mucosidad y sangre fresca.
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Hg. 3. Perro 1(109 díaspost-inoculación).Formacioneslinfoides de gran tamaño con cúpulas bien
desarrolladasy ampliasáreasincerfolicularesposifivas. PAPand-C03x 50.

Hg. 4. Perro 2 (433 días post-inoculación).Duodeno. Varios macráfacos con numerosos
amastigotes de Leishnwnia en su citoplasma (—*). x 13 500
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Fig. 6. Perro2 (433 díaspost-inoculación).íleon. Láminapropiade la vellosidad que presentaun
infiltrado moderadode células plasmáúcas,macrófagosparasitadosy numerososlinfocitos T
inmunorreacuvos.PAP anti-CD3 x 500.

Fig. 5. Perro 2 (433 días post-inoculación). Duodeno. Porción apical de la vellosidad con numerosos
lintocitos T posiúvosy presenciade leishmanias(~). PAP anú-CD,x 500.

4~
‘4
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Fig. 7. Perro 2 (433 días post-inoculación). lleon. Linfocito y célula plasmática con dilataciones
del retículoendoplásmicorugoso.x 26.500.

Fig. 8. Perro 2 (433 días post-inoculación), íleon. Centro germinal con algunos l¡nÑ~hlastos s con
numerososlinfocitos. x 53.500,
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Fig. 9. Perro3. (592 díaspost-inoculación).Engrosamientoy enrojecimientodifuso de la mucosa
del intestino delgado.

t. ~ ... 1 ‘2’
Hg. 10. Perro3 (592 díaspost inoculación) Duodeno.Formacióngranulomatosaen lámina propia.
conmacrófagosparasitadosrodeadosde linfocitos y célulasplasmádcaspositivas a LA. PAP¿mii-
IgA. x 500.
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Hg. 11. Perro 3 (592 días post-inoculación). Duodeno. Lámina propia basal de la mucosay
suhmucosacon infiltrado inflamatorio extensoconsdtuido por células plasmáticas. linfocitos,
macrófagosy célulasgigantes,que condenenamasfigotesde Leishmania.HE x 32.5.
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Hg. 12. Perro 3 (592 días post-inoculación). Duodeno. Presenciade numerososlinfocitos T
positivosen la zonabasalde la mucosa y en la submucosa. PAPami-CV x 200.

1
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3.

\ y. 4,.

1

Hg. 13. Perro 3(592 días post-inoculación). íleon. Linfocitos T positivos
centros germinales y en áreas interfoliculares. PAPand-CD3. x 50

Hg. 14. Perro 4(109 días post-inoculación). Duodeno. Células plasmáticas con abundantes cuerpos
de Russell PASpositivos. x 1.250.

en la zona clara de los

a
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Fig. 15. Perro 4 (109 díaspost-inoculación).íleon. Formacioneslinfoides muy desarrolladascon
amplios centrosgerminales y marcadacoronalinfocitaria. HE. x 50.
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4

Hg. 17. Perro 5(171 díaspost-inoculación).Ileon. CélulasplasmáticasinrnunorreactixzIsfrente a
LgG. PAP anti-IgG. x 500.

Hg. 16. Perro 5 (171 días post-inoculación),íleon. Porción apical dc la vellosidad que presenta
numerososmaerófagosparasitadosrodeadospor linfocitos y célulasplasmáticas.HE. x 500.
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Hg. 18. Perro 6 (334 días post-inoculación). Duodeno. Numerososlinfocitos T
extremoapical de la vellosidady presenciadeunacélula gigante multinucleada(—U.
x500.

f

¿
4+

positivos en el
PAP ami CD>

Hg. 19. Perro6(334 días post-inoculación). Yeyuno. Abundante infiltrado inflamatorio en la lámina
propia. Presenciade algunas formaciones glandulares colapsadasy otras dilatadascon restos
celularesen sus luces(~). HE. x 200.
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Fig. 20. Perro6 (334díaspost-inoculación).Ileon. Numerosos linfocitos 1 en la porción apical de
las vellosidadesy en la región superficial de la submucosa.PAP anú CO3. x 50.

‘4,

x
e0~

Hg. 21. Perro6(334 díaspost-incwulación)íleon Deplecciónde folículos linfoides en submucosa.
Numerosos linfocitos Ten las zonas de infiltración inflamatoria. PAP anti-CD,. x 50.
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(control).Fig. 22. Perro8 Colon. Mucosasuperficial. Tricrómic de Ma
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Hg. 23. Perro 1 (109díaspost-inoculación).Ciego. Zona mediade la mucosacon elevadonúmen.
de células plasmáticas inmunorreactivas frente a IgA. PAP and-IgA. x 312,5.

Hg. 24. Perro 1(109días post-inoculación). Colon. Infiltrado inflamatorio discretoen la lámina
propia. HE. x 312,5.
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Fig. 25. Perro 2 (433 días post-inoculación).
glandular (~). Linfocitos, células plasmáticas
6.500.

a-

si

Mr 6 a

Ciego. Vacuolización del citoplasma del epitelio
y macrófagoscon amastigotesde Lcixhm¿miu. x
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Fig. 26. Perro2 (433díaspost-inoculación).Ciego. Moderadoprocesoinflamatorio en la mucosa.

Infiltradoscelularesenla muscularde la mucosaHE. x 200.
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Fig. 28. Perro 2 (433 días post-inoculación).
inmunorreactlvasfrente a lgG. PAP anti lgG. x 500.

Hg. 27. Perro 2 (433 días post-inoculación). Colon. Vacuolización del epitelio glandular (~).
Procesoinflamatorio extensointergíandular.1-LE. x 500.
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Colon. Mucosa n dula u
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at~r.1W
Fig. 29. Perro2 (433 días post-inoculación). Recto. Escasas células plasmáticas positivas a lgM
dentrode un infiltrado inflamatorio conabundantesmacrófagoscon leishmanias,PAP anti-luM. x
500.

flg. 30. Perro3(592díaspost-inoculación).Colon. Mucosacon plieguesmuy marcadosy pequeñas
zonas de erosión.
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Fig. 31. Perro3 (592 díaspost-inoculación).Ciego. Infiltrado inflamatorio extensoen mucosay
submucosa.Disminuciónen el nUmerode formacionesglandularesAtroflade tbrmacioneslinfoides.
HE. x 50.
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Hg. 32. Perro3 (592 díaspost-inoculación).Colon. Pérdidadel epitelio de revestimiento.Gran

infiltración de célulasinflamatoriasy degeneraciónglandular. Tricrómico de Masson.x 3125.
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Hg. 33. Perro 3 (592díaspost-inoculación).
13.500.

Colon. Degeneraciónhidrópicadel epitelio glandular.
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Hg. 34. Perro 3 (592 díaspost-inoculación).Colon. Perdidadel epitelio superficial. Presenciade
fibroblastos,macróúgosy linfocitos. x ¡0.500.

Fig. 35. Perro3 (592díaspost-inoculación).Colon. Numerosascélulasplasmáticaspositivas a luG.
PAP ami lgG. x 500.
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Hg. 37. Perro3 (592 díaspost-inoculación). Colon. Procesoinflamatorio en
célula plasmática positiva a IgM. , PAP and-IgM. x 500.

Hg. 36. Perro3 (592días post-inoculación).Colon. Presenciaen la mucosade célulaspositivas a
lgA. PAP Anti IgA. x 500.

la mucosacon una
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Hg. 38. PerroS (171 días post-inoculación). Ciego. Linfocitos T en la
PAP anti CD3. x 312,5.

porción apical de la mucosa.
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Fig. 39. Perro5(171 díaspost-inoculación).Colon. Célulaspositivasa IgG en la mucosa.PAP anti-
lgG. x 500.

Hg. 40. Perro 6 (334 días post-inoculación). Ciego. Numerosas células plasmáticas
inmunorreactivas frente a lgG. PAPanú-IgG. x 312,5.
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Fig. 41. Perro6 (334díaspost-inoculación), Ciego. Infiltrado inflamatorio de la mucosacon una
célula gigante multinucleaday célulasplasmáticaspositivasa IgA. PAP ami-leA. x 312.5.
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6. DISCUSION



Discusión

La leishmaniosis,como enfermedadqueafectaal perro, ha sido extensamente

estudiadapordiversosautores(Nicolle y Compte 1908; Corbeil etal., 1976; Bindseil et

al., 1981; Turrel y Pool 1982; Simpsonet al., 1982; Veressy El Hassan1986; Bettini

y Gradoni, 1986; Abrancheset al., 1991; Kontos y Koutinas, 1993; Spreng1993; Bravo

etal., 1993; ...). Sin embargo,son escasoslos trabajoscientíficosque abordanel estudio

de las lesionesqueseproducenen el intestinodel perrotantoen el procesonaturalde la

enfermedad(Lennoxetal.,1972; Boero, 1974; Tryphonaset al., 1977; Andersonet al.,

1980; Muscarellaet al.,1981;Rodríguezet al.,1981;Longstaffeet al.,1983;Anosae

Idown, 1983; Longstaffey Guy, 1985; Macri et al., 1987; Cairo y Font, 1991; Ferrer

et al., 1991), comoen el experimental(Keenany Hendricks, 1984).

En nuestrotrabajohemosestudiadolas alteracionesintestinalesquetienenlugar

en estaenfermedaden perrosinoculadosde formaexperimental,comparandosi existen

modificacionesentrelas distintasvíasde inoculacióny variacionescon respectoa la

presentaciónnatural.

La leishmaniosispuedecursarconunagrandiversidadde síntomasque dificultan

el diagnóstico,e inclusopuedepresentarsede maneraasintomática(Pozioet al., 1981)

al igual queocurreen el hombre(Pampiglioneet al., 1974).

En nuestroestudio,los animalesinoculados,tanto por vía intraperitonealcomo

por víaintravenosa,mostraron,apartir de los 55- 83 díaspostinoculación,un marcado

incrementodelasproteínasséricastotales,quesemantuvodurantetodo el experimento.

Ninguno de nuestrosanimalespresentólesionesen la piel, si bien desarrollaronuna

linfadenomegaliageneralizadaquese mantuvodurantetodo el experimento,hechoéste

consideradocomoun signoconstantede la enfermedad(Lennoxet al., 1972; Tryphona

etal., 1977; Radríguezetal.,1988).

En el cursode la leishmaniosiscanina,la sintomatologíadigestivano esconstante

aunque,cuandoaparece,el signomásfrecuenteesunadiarreacrónica(Anosae Idowu,

1983; Longstaffey Guy 1985; Slappendel,1988; Ferreret al., 1991; Cairo y Font,
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1991). En nuestroestudio,a partir de los 350 díaspostinoculaciónen los animalesdel

grupo A y 275 díasen los del grupo B, seobservóunadiarreaquecomenzóde forma

intermitentesiendoposteriormentecontinua. Estashecessecaracterizaronpor ser de

escasovolumen,semiformadasy, aveces,líquidascon presenciade mucosidady sangre

fresca.

Este procesodigestivo originé unaperdidade pesomuy marcada,tal como

señalanalgunosautoresen la infección natural(Corbeil et al., 1976; Thryphonaset al.,

1977; Rodríguezet al., 1981; Simpsonet al., 1982; Turrel y Pool 1982; Longstaffeet

al., 1983; Slappendel.,1988). Sin embargo,en ningún momento se han observado

vómitos, comodescribenotrosautores(Thryphonaset al., 1977y Slappendel1988).

Las lesiones macroscópicasen el intestino delgado, tanto de los animales

inoculadospor vía intravenosacomo por vía intraperitoneal, no fueron relevantes,

observándoseun ligero engrosamientode la capamucosaen las últimas fasesde la

enfermedad,quecoincideconlo descritoanteriormentepor Huss y Ethinger(1992) en

el cursode la leishmaniosisnatural. En ningúncaso, (ni en las fasesmásavanzadas)

hemosencontradoúlcerastal comodescribenSlappendely Greene,(1990), ni focosde

peritonitis comolos observadospor Boero (1974) en perros. En la especiehumanase

describela presenciade úlcerasqueoriginanun procesoinflamatorioulcerativodifteroide

con presenciade falsasmembranas(Veresset al., 1974).

En el estudiodelas alteracioneshistopatológicas,el procesoinflamatorio ha sido

la lesiónmássignificativa.El infiltrado celularestabaconstituidofundamentalmentepor

macróffigos,algunosde ellos parasitados,célulasplasmáticasy linfocitos, comoya han

observadodiversosautoresen el perro(Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Andersonet

al., 1980; Longstaffeet al., 1983; Keenanet al., 1984; Longstaffey Guy 1985; Ferrer

et al., 1988)y en el hombre(Andradey Andrade, 1966y Muigal et al., 1983).Algunas

célulasplasmáticaspresentabancuerposde Russell.Corbeil et al. (1976) relacionanla

aparicióndeestoscuerposde Russellcon unadisfunciénde las célulasplasmáticasque

conilevala síntesisy depósitodesustanciaamiloide. En nuestrosanimales,sin embargo,
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no hemosencontradoningúndepósitode estasustanciaen el intestinodurantelas distintas

fases de la enfermedad. En ocasioneshemospodido comprobar la presenciade

neutrófilos,tal como señalanFerreret al. (1991),y cosinófilos, descritospor Keenanet

al (1984),aunqueéstosúltimos no son muy numerosos,a diferenciade lo queocurreen

otrosprocesosparasitarios(Willard y Leid, 1981).

El infiltrado varió en cuanto a composición e intensidad, distribución y

localización celular duranteel desarrollode la enfermedad.Así, con relacióna la

composicióne intensidaddel infiltrado, observamosqueen los perros 1 y 4 existíaun

predominiode linfocitos, célulasplasmáticasy escasonúmerode macrófagos;en los

animales2 y 5 el infiltrado fue mayor, existiendonumerososmacrófagos,en su mayoría

parasitados;y en los perros3 y 6, observamosun elevadonúmerode linfocitos y células

plasmáticas,algunasde las cualespresentabanevidentescuerposde Russell,gran número

de macrófagosy algunascélulasgigantesmultinucleadasconleishmaniasen su interior.

Respectoala distribucióntambiénseobservandiferenciasdependiendode la fase

dela enfermedad.En lasprimerasfases(perros1 y 4) las célulasinflamatoriasestaban

dispersaspor todala mucosa.En las fasesintermediasestascélulasse disponíanentrelas

formacionesglandularesy entreéstasy la muscularde la mucosa.En las fasesfinales

(perros3 y 6) el procesoinflamatorio, infiltraba todaslas zonas, incluyendo la zona

apicaldelas vellosidades,hechoquecoincidecon la imagenobservadapor Keenanetal

(1984).En ocasiones,en estafaseel inifitrado presentabaunadisposicióngranuloinatosa

con macrófagosparasitadosen la zona central, rodeadosde linfocitos y células

plasmáticas.Estosgranulomasse apreciabanfundamentalmenteen las zonasapicalesde

la mucosa,originandounamarcadahiperpíasiade las vellosidades.Estahiperpíasia,ya

descritaanteriormenteen el perro por Lennoxet al. (1972)y Keenanet al. (1984) y en

e] hombrepor Andradey Andrade(1966); Muigai et al. (1983) y Pumarola<1987>,da

lugar a unaenteritisgranulomatosamultifocal o diseminada(Longstaffeet al., 1983,

Cairo y Font, 1991 y Longstaffey Guy, 1986).
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Varela (1992) atribuyela apariciónde granulomas,a un conjuntode respuestas

no efectivasdel organismo, ya que el parásito sintetizaenzimasque inactivan los

productoselaboradospor losmacrófagospandestruirlos;la produccióncontinuade estas

sustancias,más la liberación de enzimaslisosómicasque aparecenal destruirselos

macrófagos,tienen un efecto perjudicial sobre las células y tejidos circundantes,

produciendounadestruccióncelulary la apariciónde un tejido de granulación.

Con relación a la localización del procesoinflamatorio en el curso de la

leishmaniosisnatural, la mayoríade los autorescoincidenen señalarque ésteafecta

únicamentea la mucosay solamenteAndersonet al. (1980) y Ferreret al. (1991)

observanlesionestambiénen la submucosa.Nosotroshemosobservadoun aumento

progresivode la lesión en la submucosa,hechoque estárelacionadocon el gradode

lesiónen la mucosay quea su veztambiéndependede la evoluciónde la enfermedaden

el tiempo. Así, en los primerosestadios,únicamenteencontramosalteracionesen la

mucosa,en las fases intermedias(perros 2 y 5) observamos un ligero proceso

inflamatorioqueya afectabaa la submucosa,y en lasúltimasfases,en las quela mucosa

mostrabauna gran infiltración, la submucosapresentabauna infiltración difusa más

marcadaqueen las fasesanteriores.En ningúncasola lesiónobservadaen la submucosa

llegabaa igualara la de la mucosani mostrabaaspectogranulomatoso.Estaslesiones

coincidencon las observadasen el hombrepor Daneshbod(1972), quedescribeuna

ligera inflamacióncrónicade la submucosa.

El númerode leishmaniaspareceno tenerrelaciónconla intensidaddel proceso

inflamatorio (Pampiglioneet al., 1974), ni con la producciónde anticuerpos(Keenany

Hendrick, 1984; Brodersonet al., 1986). Sin embargo,en nuestrocaso,en el intestino

delgado,hemosobservadoun incrementode leishmaniasquecoincidecon un aumento

en el númerode célulasinflamatorias;asíen los perros 1 y 4 se observaronentre 1 y 10

leishmaniasporcélula; en los perros2 y 5 entre10 y 20 leishmaniaspor célulay en los

perros3 y 6 másde 20 leishmaniaspor célula.
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Basándonosen la cronicidad del procesoinflamatorio, la distribución del

infiltrado y la importanciade los cambios de la mucosa,en las primerasfasesde la

enfermedad(perros 1 y 2) el procesoinflamatorio escaracterísticode una enteritis

linfocítico-plasmocítica,mientrasqueen las fasesfinales(penos3 y 6> se corresponde

en parteconunaenteritisgranulomatosa,si bien en nuestrocaso la lesión no sólo asienta

en la capamucosacomoestá descritoen estetipo deenteritis(Sherdingy Burrows, 1992

y Barkeret al., 1993).

Macroscópicamente,el intestinogruesoen estosanimales mostró una mayor

afectaciónque el intestino delgado.En las fasesmás avanzadasde la enfermedad

observamosun moderadoengrosamientode la pared,con pliegues marcadosde la

mucosay pequeñasy múltiples áreasulceradas,lo quecoincidecon la descripciónde

Slappendely Greene(1990).

En el estudiohistológico, la lesiónmásrelevantefue la presenciade un infiltrado

inflamatorio crónico,discretoen las primerasfasesde la enfermedad(penos 1 y 4), y

muy llamativoen las fasesfinales,queen todo momentofue másseveroqueel observado

en el intestinodelgado.

El tipo celularobservadofue similar al descritoen el intestinodelgado,existiendo

en los perros1 y 4 un predominiodelinfocitos y célulasplasmáticasy un escasonúmero

de macrófagos,y en los perros2, 5 y 6 un infiltrado más severo compuestopor

linfocitos, célulasplasmáticas(algunascon los típicos cuerposde Russell)y un mayor

númerode macrófagos.La mismacomposicióncelular ha sidodescritacon anterioridad

por diversosautores(Lennox et al., 1972; Andersonet al., 1980; Longstaffeet al.,

1983; Keenanet al., 1984; Longstaffey Guy 1985; Ferreret al., 1991).En el perro 3,

ademásdeobservarun infiltrado más severohemosencontradoalgunascélulasgigantes

multinucleadasno descritashastael momentopor ningún autor en estalocalización.

Cazaly Pagés(1962) describenen el hombrela presenciade célulasmultinucleadastipo

Langhansen ganglios linfáticos, formandoparte de los procesosinflamatorios que

denominangranulomatuberculoide. Estarara reacción sólo apareceen los estadios
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tardíosde la enfermedady pareceestar relacionadacon unaestrechainmunización

tisular, reacciónanálogaala observadaen la tuberculosisy en la lepra.

La presenciadeun númeromoderadode neutrófilosha coincidido, en ocasiones,

con la pérdidadelepitelio de revestimiento(Slappendely Greene1990; Gonzálezet al.,

1990; Ferreret al., 1991).

El infiltrado inflamatorio seha distribuido de forma difusa y homogéneade

manerasimilar a lo descritopor Andersonet al.(1980),por Keenanet al. (1984),por

Longstaffe y Guy (1985) en el perro y por Veress et al. (1974) en el hombre.

Únicamentehemosobservadouna discreta lesión granulomatosaen el perro n”6,

constituidapor macrófagosparasitadosen la zonacentralrodeadosde linfocitos y células

plasmáticas.

Al igual queen el intestinodelgadola localizaciónde esteinfiltrado ha sido más

llamativa en la mucosa,aunqueen las fasesmás avanzadasha afectadotambién la

submucosa(Andersonet al.,1980;Gonzálezet al., 1990y Ferreret al., 1991), la cual

ha presentadoun procesoinflamatorio leveen los perros 1 y 4 y severoen el perro3.

EJ epitelio de la mucosadurantelas primerasfasesde la enfermedadno mostraba

alteraciones.Sin embargo,en los estadiosmás avanzadosy asociadoal proceso

inflamatorio,hemosobservadounaextensadegeneraciónhidrópicadel epitelio superficial

y delas criptasdeLieberkúhn,quehasidomásevidenteen el perro 3. Estadegeneración

consistió en unavacuolizacióndel retículo endoplásmicoy de las mitocondriasy un

aumentode la matriz citoplasmáticaque determinabaunacitólisis y el desarrollode

microerosiones,viéndosecomprometidala absorciónde aguay electrólitos(Argenzio

1978).

Los cambiosproducidosen la mucosa,unidosal procesoinflamatorio, originaron

unamarcadadisminuciónde grosorde ésta(perro3 y menoren los perros2 y 6) y una

disminución de la longitud de las criptas, llegando a provocar una atrofia con

característicassimilaresa la colitis atróficadescritapor Barkeret al. (1993).
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La parasitaciónfue también similar a la del intestinodelgado,observándose

leislimanias en el interior de macrófagosy de células gigantesmultinucleadasque

aparecíandispersaspor la lámina propia.

Tantoen el intestinodelgadocomoen el intestinogruesola reaccióninflamatoria

mostrabaun caráctercrónico y progresivoparaleloa la evolución de la enfermedad.

Similaresprocesosinflamatorioshan sidodescritoscon anterioridaden distintosórganos

deanimalesde experimentación(Keenanet al., 1984; Pospischilet al., 1987 y Binhazim

etal., 1993).

La presenciade un infiltrado inflamatorioen el intestinoconducea un procesode

malabsorcióny la consecuentepérdidade peso,hechoéstequedemostraronMuigal et

al.(1983) en el curso de la leishmaniosisen el hombrey que hemosobservadoen

nuestrosanimales.

No hemosobservado,tal comodescribenPumarolaet al. <1991) en perros y

Veress y El Hassan(1986) en el hombre, hialinosis vasculares,ni depósitosde

inmunocomplejosen las paredesde los vasos.Tampocohemosencontradodepósitosde

aniiloidecomo seha descritoen el criceto (Gonzálezet al., 1986) y en el perro(Corbeil

etal., 1976).

Por otraparte,hemosestudiadoel tejido linfoide inmunocompetenteasociadoal

tractogastrointestinal,quesepresentabiencomocélulas sueltasen la láminapropia,o

bien comoformacioneslinfoides (Ogray Morag, 1976). Paraello hemosvaloradola

composicióny la distribuciónde las inmunoglobulinasmásrelevantesmediantetécnicas

inmunocitoquimicas.

Pocosson los trabajospublicadossobrela distribuciónde inmunoglobulinasen

la láminapropiadel intestinodelgado(Willard et al., 1978; Han 1979; Willard y Leid

1981 y Vibe-Petersen1991), y del intestinogruesoen el perro (Willad y Leid, 1981;

Roth et al., 1992), a pesarde ser consideradoun buen modeloexperimentalparael

hombre.No obstante,existen diferencias con respectoa éste debidasa una mayor
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parasitación,a la presenciade diversosantígenosen la dieta e incluso a variaciones

propiasde la inmunidadgastrointestinaldecadaespecie(Willad y Leid 1981).

Estas inmunoglobulinas, IgA, IgO, e IgM, las hemos localizado

fundamentalmenteen las células inmunocompetenteso células plasmáticas,aunque

también las hemosobservadoen el citoplasmade algunascélulas del epitelio de

revestimientoy en el intersticio de la láminapropia, mostrandoen estasdos últimas

localizaciones,unainmunorreacciónmásdébil. Richmany Brown (1977) y Hart (1979)

atribuyenestainmunorreaccióna la existenciade inmunoglobulinassecretadaspor las

células epitelialesal espaciointersticial y su posterioreliminación a la luz intestinal

mediante el componente secretor que participa en el transporte selectivo de

inmunoglobulinas.Tantola IgA comola IgM utilizan estavía de eliminación(Brandtzaeg

et al., 1984; Strombergy Guilford 1991) mientrasque la IgG, debido a su escaso

tamaño,atraviesapasivamenteel epitelio (Strombery Guilford, 1991).

En nuestrosperroshemosobservadounafuerteinmunorreacciónfrentea IgM en

algunasdelas célulasdelas criptas,quesegúnMayoral (1992), puedeserdebido,a una

localizaciónespecíficade eliminaciónde IgM haciala luz intestinal.

En el estudiode losanimalescontrolhemosencontrado,tal comorefierenotros

autores(Han, 1979 y Vibe-Petersen,1991), unagran variaciónen la composicióny

distribuciónde las distintasinmunoglobulinascomoquedareflejadoen las tablas4.4.

a4.4.6.

El intestinodelgadopresentóun mayornúmerode célulasplasmáticastotalesque

el intestinogrueso.La cantidadde éstasdisminuíadesdelas porcionesiniciales(duodeno)

haciael final delíleon, hechotambiénobservadopor Vibe-Petersen(1991). Observamos

un predominiode célulaspositivasa IgA sobrelas positivasa IgO e lgM en todaslas

zonas, mostrandounasproporcionesde 3:1,5:1 respectivamente(tabla 4.4.6). Esta

relaciónesalgo superiorala descritaparael perropor Han en 1979 y por Vibe-Petersen

en 1991 y refleja un predominiode IgA, hecho que también se ha observadoen el
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hombre(Brandtzaegy Baklien 1976; Ogray Morag 1976; Parrot 1976; Pernlmannet al.,

1976; Paniaguaet al., 1985).

Willard y Leid (1981), señalanque las células positivas a IgA se localizan

preferentementeen la basede lasvellosidades,mientrasque las positivasa lgG e IgM

se distribuyenen zonas más profundas. Estasdescripcionescoincidencon nuestras

observaciones.

En el intestinogrueso,el total decélulasplasmáticasha sido inferior al observado

en el intestinodelgadoy, comoen éste,existíaun predominiode célulaspositivasa IgA.

Lasproporcionesfuerondiferentescon respectoal intestinodelgadotal comodescriben

Roth et al. (1992), localizándoselas inmunoglobulinaspreferentementeen la zonamedia

de la mucosa.

En el estudioinmunocitoquimicode la láminapropiade los animalesino~n1ad~s

encontramosunagran estimulaciónantigénica con respectoa los animalescontrol,

observándoseun incrementoen el númerode inmunoglobulinastotalesy de cadaunaen

particularconformeavanzabala enfermedad(tablas4.4.1 a4.4.5)

En el estudio particularizadode cada inmunoglobulina hemos observado

diferenciascon respectoa los animalescontrol. Así, ha existido un aumentode células

positivasa IgA en todaslas porcionesintestinales,sin embargo,al igual queocurreen

los animalescontrol, hemosobservadoqueseproduceunadisminuciónprogresivaen el

número de éstas, desde los primeros tramos hacia el final, localizándose

fundamentalmenteen la zonamediade la mucosa.

Teniendoen cuentalas fasesde la enfermedadhemosencontradouna respuesta

inmunitariadistinta, variandolasproporcionesde lasdiferentesinmunoglobulinas.Así,

mientrasque en las primerasfasesde la enfermedadexistíaun predominiode células

positivas a IgA, como tambiénse describeen otros procesosinflamatorioscrónicos

(Vibe-Petersen1991), en fasesposteriores, aunque bien también ha existido un

incrementode células positivas a IgA, es más significativa la respuestade células
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positivasa IgO, sobretodoen las fasesfinalesy especialmenteen el intestinogrueso.En

las fasesmásavanzadasde la enfermedad,en el duodenoy en el yeyuno se aprecióuna

respuestamayoritariamentede IgA y muy significativade IgG; en el íleon prácticamente

se igualaronlos valoresentreIgA e IgO y en todo el intestinogruesola respuestafue

mayoritariamentede célulaspositivasa IgG.

La desigualrespuestaobservadael intestinodelgadoy en el gruesopuedeser

debidaala existenciade unarespuestadiferentedecadaporción intestinal,a la cantidad

de célulaspositivasa IgA inicial presenteen cadatramo o a los diferentesgradosde

lesiónobservados.Inicialmentela respuestainmunitariapareceser mayoritariamentede

células positivas a IgA, lo cual indicaría la existenciade una respuestalocal y con

posterioridad,cuandola lesión es más crónica, seproduceun incrementode células

positivasa IgG, lo queimplicaríaunaactivacióndela respuestasistemica.

El aumentode células positivas a IgA se describecomo un mecanismode

respuestainicial del organismo,quepuededañaral mismo si no consigueeliminar el

antígeno,lo queproduceposteriormenteunabajadadeestascélulaspositivasaIgA en

la mucosa(Nagura, 1992).

Mowat (1987) observóque mientrasque las células positivas a IgA e IgM

actuabancomo primeralíneade defensaproporcionandola secreciónde anticuerpos,las

célulaspositivasa IgG lo hacíancomosegundalíneade defensa.Un agravamientoen las

lesionesde la mucosaimplica un incrementoen la segundalíneade defensa,aumentando

el númerode célulaspositivasa IgG en la láminapropiay provocandoun mayorriesgo

de recaída(Vibe-Petersen1991).

Lascélulaspositivasa IgM no hanpresentadocambiossignificativosdurantela

evoluciónde la enfermedad,hechoquetambiénobserva Vibe-Petersen(1991) en las

enteritislinfocítico-plasmocíticas.

Segúnla vía de inoculación,hemosobservadounarespuestamáspronunciadade

células positivas a IgG en el intestino grueso,lo cual podría indicar una respuesta
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sistémicasuperior en los animalesinoculados intraperitonealmente,aunquetambién

debemosteneren cuentaque fueronanimalesque se sacrificaronen fechasmástardías.

A la vista de estosresultadosobservamosdostipos de respuesta:una local, al

comienzode la enfermedady otra sistémica,cuandola enfermedadevolucionacon el

tiempo, que pareceser más acusadaen el intestino grueso y que coincide con la

sintomatologíaclínicaobservada.

Similaresresultadoshansidodescritosen las enteritislinfocítico-plasmocíticaspor

Vibe-Petersen(l99l)y en la enfermedadceliacade los niños por Scott et aI.(1980),

observandounacorrelaciónentreel númerode célulaspositivasa lgG y la severidadde

los síntomas,lo quesugierequela producciónlocal de anticuerposde la claseIgG está

involucradaen la patogénesisde la enfermedad.

En la sxzbmii~asade los animalescontrolha existidouna escasainmunorreación

de las células inmunocompetentes.Aunque no hemosencontradoreferenciasde las

valoracionesinmunitariasa estenivel, nosotroshemosobservadounacorrelaciónentre

el estadoinmunitariode la mucosay de la submucosa.En lasprimerasfaseslas células

positivas a IgA, aunqueescasas,predominansobre las demás. En las fasesfinales

aumentanlas célulaspositivasa IgG. Los linfocitoshansidoescasosexceptoen las áreas

interfoliculares.

Se considera que una alteración de las proporciones entre las distintas

inmunoglobulinasescausadediarreaen el perro, aunquecursensin procesoinflamatorio

(Roth et al., 1992).Sin embargoen nuestrocaso,ademásde esta alteración de las

proporciones,tambiénhemosobservadounamayordensidadcelular.

MediantetécnicasinmunocitoquimicashemosestudiadoJa distribución de los

linfocitos T. En el intestinodelgadode todoslos animalescomprobamossu presenciaen

la porciónapicaldelas vellosidades;en los animalesmásafectadostambiénocupabanla

zona profunda de la mucosa.Así mismo, se comprobó que éstos constituían un

componenteimportantede las lesionesgranulomatosas.ParaMc. Elrath et al. (1987) y
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Murray et al. (1987), la activación de los linfocitos T y su participaciónjunto a

macrófagosactivadosen granulomas,forma partedel desarrollode un mecanismo

efectivode controlde la enfermedad.

En el intestinogrueso,el númerode linfocitos T era menor y se encontraban

distribuidospor todala mucosa.Al igual queen el intestinodelgadosu númerodisminuía

conformeavanzabala enfermedad.

La respuestainmunitariaen la patogeniade la leishmaniosisvisceralcanina, según

Corbeil et al. (1976), sedebeala estimulaciónantigénicapor partede las leishnianias

que origina una hiperactivaciónde la inmunidad humoral (excesiva formación de

antígenos)que, no sólo, es ineficaz para la protección,sino queperj udica, al actuar

comoinhibidorde la inmunidadcelular(Weissmanet al., 1978; Slappcndel,1988).

En el transcurso de la enfermedadhemos observado que se producen

modificacionesen las formacioneslinfoides quecoincidencon las descritasen humana

por Chadli y Phillippe, (1961) y Mauel y Behin (1982), y en penospor Keenanet al.

(1984).

En general, los cambiosobservadostanto en el intestinodelgadocomoen el

grueso,han sidobastantesimilaresy no hemosapreciadodiferenciasen cuantoa la vía

de inoculación.

En un primerestadiode la enfermedad(perros1 y 4) observamosun marcado

desarrollode losnóduloslinfoides. Los centrosgerminalespresentaronuna amplia zona

clara estabacompuestapor linfoblastos,células dendríticas,células en mitosis, restos

celulares, algunosmacrófagosy escasosplasmocitoscon cuerposde Russell (éstos

últimos másabundantesen los nóduloslinfoidesdelíleon. Estosresultadoscoincidencon

los observadospor Keenanet al. (1984), y con lo descritoen el hombrepor Chadli y

Philippe (1961)y Mauel y Behin (1982).
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El desarrollode los centrosgerminalesy la presenciade numerososlinfoblastos

esindicativo de unarespuestaactivapor partede las célulasB (Weissmanet al., 1978),

Y, además,estárelacionadoconel incrementodegamma-globulinas(Rezaiet al., 1978).

En fasesmásavanzadasde la enfermedadhemosapreciadounainvolución de las

formacioneslinfoides, queen los perros2 y 5 ha sidomásdiscretay en los perros3 y

6 más llamativa. Esta involución ha consistidoen una disminución del númerode

linfoblastosy un aumentode linfocitos madurosen los centros germinales.Estos

resultadoscoincidenconlos observadospor Keenanetal. (1984) en ganglioslinfáticos

y formacioneslinfoidesasociadasal intestinode perrosinoculadosexperimentalmente,

y con losobservadospor Veresset al. (1977) en el hombre,en pacientesterminales,en

los queseapreciaunamarcadaescasezde centrosgerminalesde la pulpaesplénica.Rezai

et al. (1978) describenunainvoluciónde los ganglioslinfáticos en perrosinoculadosa

partirde los 82 díasmientrasquenosotrosla hemosobservadomástardíamente.

La zonaoscurade los centrosgerminales,queen los animalescontrol estaba

constituidapor un delgadoanillo de linfocitos pequeñosy medianos,en los perros

enfermosmostró, en principio, un mayor desarrollocon proliferación de linfocitos

maduros,y posteriormente,en las fasesen las queya seveíaunaatrofiagerminal, estas

porcionesunaclarainvolución.

La corona,que en las primerasfasesno mostrócambios, en las fasestardías

presentóun menor tamaño y pérdidade delimitación, probablementedebido a la

involución linfocitaria queapareceen las últimasfasesde la enfermedad.

Lasáreasinterfoliculares de los animalescontroleranmásevidentesen las placas

de Peyerdelduodenoy yeyunoy mostrabanun predominiodecélulasT, no sólodebido

a su mayortamañosino tambiéna unamayordensidadcelular.Estehechoestátambién

descritoen roedoresy en el hombre(Ermaky Owen, 1986; Spenceretal., 1986).

Mientrasqueen las pnmerasfasesde la enfermedadno sehanencontradoen estas

áreascambiosmuy significativos (perros1 y 4) en fasesmástardíasobservamosuna
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discretainvolución congrandesorganización,y unaproliferaciónmacrofágica,queen

los perros3 y 6, era mucho más acusada.Estos datoscoinciden con la reducción

linfocitaria señalada por Rezai et al.(1978) y Keenan et al. (1984) en áreas

timodependientesde los gangliosy de las tonsilas.

El tamañode las cúpulasva aumentandode duodenoa íleon (HogennEschy

Felsburg,1992). En esteestudiono se han encontradodiferenciasentrelos animales

controly los parasitados.Queremosdestacartambiénla presenciade unascalcificaciones

en la cúpula del duodenode los perros5 y 6 quepodríancorrespondercon zonasde

necrosisde tejido mineralizadas.

En los animalesinoculadoshemosobservadola presenciade leishmaniasen el

interior de algunoscentrosgerminales(perros2 y 3). La presenciade estosparásitosen

los centrosgerminalesde los gangliosy deotras formacioneslinfoides ha sido descrita

por Keenanet al. (1984).Taverne(1989)señalaquela presenciade parásitosen estas

localizacionessecreequepuedefavorecerunaestimulaciónantigénicaprolongada,con

importantesconsecuenciasinmunorreguladoras,inmunosupresorase inmunopatológicas.

En infeccionesexperimentalesviÑas, la presenciaantigénicacrónica los centros

germinales, origina una deplección muy marcada de algunos tipos de células

inmunocompetentes,conduciendoa unatolerancia,por partedel organismo,debidoal

agotamientode las formacioneslinfoides (Moskohidiset al., 1993).

Medianteel estudioinmunocitoquimicohemoscomprobadocómoa lo largode

todo el intestinoy durantelas distintasfasesde la enfermedad,las célulaspositivasa IgG

sehan localizadoen los folículos linfoides, tantode la zonaperiféricacomode la zona

central de los centrosgerminales.Supresenciaha sido especialmentellamativa en el

fleon de casi todos los animales,exceptoen el perro 1 y 2. Estascélulas mostraron

amplios cuerposde Russell como respuestaa la activación celular de las células

plasmáticas.
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ParaHogennEschy Felsburg,(1992) la presenciade célulaspositivasa IgG en

los folículospuedeproducirsepor la diferenciaciónde células B dentrode las placaso

por la migracióndesdeel tejido linfoide no mucosala las placasde célulaspositivasa

IgG, y su maduracióna célulasplasmáticas.

En las formacioneslinfoides del intestino delgadoy gruesode los animales

inoculados,a diferenciade los controles,hemosobservadoalgunascélulasplasmáticas

positivasa IgA localizadastanto en la zonaperiféricacomoen los centrosgerminales.

Estascélulas positivashan sido más numerosasen los animalesque presentaronuna

involución másmarcadade las formacioneslinfoides.

Lascélulaspositivasa IgM han sidolas másescasasen los folículos linfoides. Se

hanlocalizadoen las cúpulas y en los centrosgerminales,principalmentedel intestino

delgado,aumentandohastael íleon. Hemosencontradoalgunascélulas plasmáticas

positivasconcuerposde Russell,tanto en los animalescontrol comoen los parasitados.

En la cúpulaha existidoun predominiode célulasplasmáticaspositivasa IgO,

aunquehemosobservadotambiéninmunorreacciónpositiva frente a IgM e IgA. El

númerode célulaspositivasa IgO en estaszonasestáen relacióncon el tamañode la

cúpula. Así, alo largodel intestinodelgadoel númerode estascélulasva disminuyendo

progresivamentede duodenoa íleon mientrasqueel intestinogrueso,el númeroha sido

menor.Estosresultadoscoincidenconlos obtenidospor HogennEschy Felsburg(1992)

en penosy contrastancon las observacionesrealizadasen el hombre (Spenceret

al.,1986) y en roedores(Sminia and Plesch, 1982) dondese describenescasascélulas

positivasa IgG en la cúpula.

En el hombre (Spenceret al., 1986) y en el perro (HogennEschy Felsburg,

1992) la presenciaen la cúpuladecélulaspositivasa IgA esindicativade una maduración

local de algunascélulasB a diferenciade lo queocurreen roedores(Crabbeet al., 1970;

BienenstockandDolezel, 1971; SminiaandPlesch, 1982).En éstosse aprecia unagran
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producciónde célulasB positivasa IgA en las placasde Peyer,y ninguna en las cúpulas

lo que indicaqueno existeunamaduraciónlocal.

Lasáreasinterfolicularesde los animalesmásafectadospresentaronuna marcada

disminuciónde linfocitos T. Bryceson(1970)y Slappendel(1988) señalancomocausa

de deplecciónde laszonastimo dependientes,la sobrecargade antígenosde leishmania

quecualinterfiereen la respuestainmuney originaunaanergiacelular.

La involución de las zonastimodependientesen otrosórganostanto en perros

(Keenanet al.,1984)comoen el hombre(Veresset al.,1977) sedebea unaalteraciónde

la inmunidadcelularprovocadapor el parásito(Varela 1992).
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Conclusiones

1. Todoslos animalesinfectadoscon leishmaniadesarrollarona partir de los 275 días

(grupo B) y 350 días (Grupo A) postinoculación,una diarrea de intestino grueso

consecutivaa unacolitis crónicaerosiva.

2. Macroscópicamente,en las fasesmás tardíasde la enfermedad,observamosen el

intestinodelgadoun engrosamientoy enrojecimientomoderadoy difuso de la mucosa.

En el intestinogruesola lesión fue másintensa,y consistióen un aumentodel grosorde

la mucosaconplieguesmuy marcadosy pequeñosfocosmúltiples de erosión.

3. En todos los animalesseprodujounaenteritiscrónicaqueafectabaa la mucosay

submucosa,constituidapor linfocitos, predominantementede tipo T, célulasplasmáticas,

en ocasionescon cuerpos de Russell, macrófagosparasitadosy células gigantes

multinucleadas.Este procesoaumentóprogresivamenteduranteel desarrollode la

enfermedadsiendomásextensoa nivel de intestinogrueso.

4. En el intestinogruesode los animalesmásafectados,el procesoinflamatorio, originó

una degeneraciónhidrópicay necrosisdel epitelio superficialde revestimientoy del

epitelio glandular, lo queprovocóel colapsoy la disminuciónen el númerode criptas.

5. El númerototal de células plasmáticaspositivas a las distintas inmunoglobulinas

localizadasen la láminapropiadela mucosaaumentóconel cursode la enfermedad.En

las primerasfasesexistió un mayorincrementode célulasplasmáticaspositivasa IgA y

en las últimas un predominiode célulasplasmáticaspositivasa IgG. Esto implica que

inicialmenteseproduceun incrementode la respuestainmunelocal, para posteriormente

con el agravamientode la enfermedad,adquirir mayorrelevanciala respuestainmune

sistémica.Lascélulasplasmáticaspositivasa IgM, aunqueaumentaroncon respectoa los

animalescontrol, no representaronsignificaciónestadística.
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6. Lasformacioneslinfoidesasociadasal intestinomostraron,al inicio de la enfermedad,

una marcadahiperpíasiacon amplios centrosgerminalesintegradospor un elevado

númerode linfoblastos,célulasdendríticas,célulasen mitosisy restoscelulares,y una

marcadacoronalinfocitaria con célulasmaduras.En los últimos estadiosseobservóuna

involución de los mismos con disminucióndel númerode linfoblastosy aumentodel

número de linfocitos, unido a una disminución de linfocitos T en las áreas

interfoliculares.
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Resumen

Se ha realizadoun estudioanatomopatológicodel intestino en perrosbeagle

infectadosexperimentalmenteconLeishmaniainfantum.Tres de estosanimales(grupo

A) fueroninoculadosintraperitonealmentecon 5 ml de materialinfectantequecontenía

2 X ío~ amastigotes;otros tres, (grupo B), seinocularonintravenosamentecon 5 ml de

materialinfectanteaunaconcentraciónde 5 X 108 amastigotes.Dosanimales,utilizados

comocontrol (grupo C), fueroninoculados,uno por vía intraperitonealy otro por vía

intravenosacon5 ml de un homogeneizadode bazoprocedentede un criceto sano. Los

animalesdel grupoA se sacrificarona los 109,433 y 592 díaspostinoculacióny los del

grupo B a los 109, 171 y 334 díaspostinoculación.

Mediante el estudio macroscópico,únicamenteen las últimas fases de la

enfermedad,seha observadoun engrosamientomoderadode la mucosadel intestino

delgado;dichoengrosamientofue másintensoen el intestinogrueso,mostrandopliegues

muy marcadosy múltiplesfocosde erosiónde pequeñotamano.

El examenhistológicomostró la presenciadeinfiltrados inflamatoriosconstituidos

por linfocitos, principalmentede tipo T, células plasmáticas,macrófagosy células

gigantesmultinucleadasparasitadas,localizadasfundamentalmenteen la mucosa.En el

transcursode la enfermedad,estosinfiltrados sehicieronmás intensos,llegandoincluso

a afectarala capasubmucosa.Así mismohemosobservadoun procesodegenerativoen

el epitelio de revestimientoy en las formacionesglandularesque, en ocasiones,incluso

aparecíancolapsadas,disminuyendosunúmero.

Las lesionesfueron siempremás significativas en las porcionesdel intestino

gmeso,coincidiendocon la sintomatologíaclínicaobservadae independientementede la

vía de inoculación.

Mediantetécnicasinmunocitoquimicasseha realizadoun recuentode células

plasmáticaspositivasa IgA, IgG eIgM en la mucosa,tantode los animalescontrol como

de los animalesinoculados.En el grupo control seapreció un predominiode células

plasmáticaspositivasaIgA, localizadasfundamentalmenteen la zonamediade la lámina
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propia, siendoéstasmásabundantesen las porcionesanterioresdel intestinodelgadoque

en las finales.La superioridaden númerode estascélulasseha observadotambiénen el

intestinogrueso,aunquela cantidadde todaslas inmunoglobulinaserainferior a la del

intestinodelgado.En los animalesinoculadosexistió un incrementoen el númerototal

de inmunoglobulinasqueaumentabaconel cursode la enfermedad.En las primerasfases

de la enfermedadesteincrementose debíaa un mayor númerode célulasplasmáticas

positivasaIgA en todo el intestino,especialmenteen lasporcionesproximales,como en

los animalescontrol. En lasúltimas fases,sin embargo,seobservóun incrementode

células plasmáticaspositivas a IgG localizadas fundamentalmenteen las distintas

porcionesdel intestino grueso. De estose concluyeque, inicialmente, existe una

activaciónde la respuestainmunitarialocal queespostenormentereemplazadapor una

activaciónde la respuestasistémica.

Las formacioneslinfoides asociadasal intestino, inicialmente, mostraronun

aumentode tamañodebidoal desarrollodelos centrosgerminales,con un mayornúmero

de linfoblastosy mitosis celulares;en las fasesmásavanzadaspresentaronunanotable

involucióncon un mayornúmerode célulasmaduras.Lasáreasinterfolicularesen estas

últimas fasesmostraronunagran disminuciónde tamañoy reduccióndel númerode

linfocitos T.
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SU1VIMARY

A morphologicalstudyon intestineof Beagledogsexperimentallyinfectedwith

Leishmaniainfantumhasbeendone.Threeof theseanimals(group A) wereinoculated

intraperitoneailywith 5 ml of infecting materialcontaining2x108 amastigotes.Another

three(group B) wereinoculatedintravenouslywith 5 ml of infecting materialcontaining

5xlOS amastigotes.Two animaiswereusedascontrols, inoculated,one intraperitoneally

and theother one intravenously,with 5 ml of healthyhanisterspleenhomogenate.

GroupA animalsweresacrificedat 109, 433 and592 daysafterinoculation,and

groupB animalsat 109,171and 344 daysafterinoculation.

lii the macroscopicstudy, a nioderatetbickeningof thesmall intestine mucosawas

observedonly in thelate stateof tite disease,more intensein largeintestine, showing

markedfolds and multiple small erosionfoci.

The histologicalstudy showedthepresenceof inflammatorycelís: lymphocytes

mostly T-type, plasmacelís, macrophagesand parasitedmultinucleated giant celís

primarily locatedin the mucosa,growing in numberalongwith thediseaseevolution,

reachingeventhemucosa.A degeneratedprocesswasalsoseenin the surfaceepithelium

and glands, which appearedeven collapsed,as well as a decreaseon the numberof

crypt‘5.

Macroscopiclesionswerealwaysmore significative in large intestineportions,

a fact that coincideswith the symptomsobservedon the animal,andis independentof

therouteof inoculation.

Using IHQ, a countof markedplasmacelísin differentportionsof the lamina

propriawasdone,usingboth thecontroland theinoculatedgroups.On thefirst ones,a

dominanceofplasmacelispositiveto IgA wasobserved,primary in the mediumportion

of the laminapropria.In thesecontrolanimals,a significative decreaseof plasmacelís

in small intestinewas shown, from initial to final portions. In largeintestinean IgA
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dominancewasalsoseen,thoughtite total immunoglobulinamountwas smallerthan the

small intestine’sone.

In inoculatedanimals,an increasein tite total amountof immunoglobulinwas

shown,which increasedwith tite diseasesevolution.

In tite first stagesof tite disease,this increasewasproducedby a bigger number

ofplasmacefis positiveto IgA in te whole intestine,and similar to control animais,they

weremorenumerousin theinitial portionsof small intestine.Nevertheless,in tite final

portions the dominant plasmacells were positive to IgG, a fact that implicates the

existenceof an initial activationof tite local immuneresponse,which is replacedlater by

a systemicresponseactivation.

The intestinemucosaassociatedlymphoidtissueínitially showedan increasein

size,causedby thegerminal centersdevelopment,which presentedmore immunoblasts

and cellular mitosis, while more advancedmoreadvancedstagesshoweda notorious

involution with an increasein more maturecelís. Tite interfollicular areasshoweda

considerablesizeandT-lymphocytesnumberdecreasein tite final stages.
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