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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



Introduccién

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por un protozoo del

género Leishmania que afecta al hombre, al perro, asi como a ciertos animales salvajes.

En cuanto a su distribucién geogrifica esta enfermedad se encuentra en paises
comprendidos entre los 45 grados de latitud Norte y los 30 grados de latitud Sur. En
estos limites estdn incluidos cuatro continentes: Europa, Asia, América y Africa, en los
que la leishmaniosis tiene una presentacién endémica y origina diferentes focos (indio,

chino, centroasidtico, esteafricano, sudamericano y mediterrdneo).

Espaiia se encuentra dentro del foco endémico del Mediterrdneo. Las primeras
referencias sobre la enfermedad en nuestro pais se deben a Pittaluga en 1912 y Trigo en
1916. En la actualidad, estd considerada como una zoonosis de declaracién obligatoria
en el hombre (B.O.E. n° 13, del 15 de enero de 1982). Después de su notable aumento
en el nimero de casos registrados durante los primeros anos de declaracién obligatoria,
actualmente, parece que la cifra se ha estabilizado alrededor de los 100 casos al afio. Sin
embargo, en los dltimos aiios han aparecido nuevos grupos de riesgo, entre los cuales la
poblacién inmunodeficiente, particularmente los enfermos de SIDA, ocupan un
importante lugar. En aquellos lugares de la geografia espafiola donde VIH y Leishmania
coexisten se estima que entre un 1-6% de los enfermos con SIDA sufren también de

letshmaniosis.

La enfermedad estd causada por un microorganismo protozoario difisico del
genero Leishmania, que completa su ciclo vital en dos hospedadores, un vertebrado
(roedores, cdnidos y hombre), en el que se presenta en forma de amastigote, y un insecto
de los géneros Phlebotomus y Lutzomyia que actia como vector, y en el que se encuentra

en forma de promastigote.

La leishmaniosis es una enfermedad de curso crénico que clinicamente se
caracteriza por adelgazamiento progresivo, anorexia, atrofia de los musculos faciales y

temporales, abatimiento, adinamia, fiebre inconstante e irregular, adenopatias multiples
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Introduccion

y precoces, frecuentemente localizadas en ganglios superficiales, hemorragias nasales,
hepatomegalia, esplenomegalia marcada, lesiones cutdneas y sintomas de insuficiencia

renal en las fases avanzadas de la enfermedad.

Esta parasitosis presenta un alte indice de incidencia en el drea de Madrid; datos
de los ultimos once afios incluyen aproximadamente 1.100 casos declarados de animales
positivos. Como consecuencia de ésta alta incidencia, nuestro Departamento, desde 1977,
viene estudiando diferentes aspectos de la leishmaniosis visceral, tanto en su forma

natural en el perro, como en la experimental en el perro y en el criceto.

Asi, se viene prestando especial interés al estudio de la patologia digestiva en el
curso de la leishmaniosis canina, habiendose realizado diversos trabajos sobre las

alteraciones que se observan en el higado y en el pancreas.

Debido a las escasas referencias en cuanto a las lesiones intestinales en perros con
esta enfermedad y a la frecuencia con que las patologias digestivas se presentan en la
clinica canina, se ha considerado de interés el estudiar las alteraciones intestinales en el
curso de la leishmaniosis experimental, con el fin de establecer las bases para su

diagnéstico diferencial con otras patologias del tracto digestivo.
Para la realizacidn de este trabajo nos hemos propuesto los siguientes objetivos:

. Estudiar las alteraciones estructurales y ultraestructurales, del intestino de perros
beagle inoculados experimentalmente con Leishmania infantum, mediante técnicas

convencionales ¢ inmunocitoquimicas.

. Examinar las formaciones linfoides intestinales y los cambios que éstas presentan

en el curso de esta enfermedad.
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Revisién Bibliogrifica

2.1. GENERALIDADES DEL INTESTINO

2.1.1. CARACTERISTICAS ANATOMICAS
2.1.1.1, INTESTINO DELGADO

El intestino delgado se extiende desde el piloro hasta el orificio ileocélico que lo
separa del intestino grueso (Bradley, 1959). Es la parte mds larga del aparato digestivo,
tiene una longitud media de 3,5 veces la longitud del cuerpo en el animal vivo (Evans,
1993). La longitud del intestino delgado en los perros varia de 180 a 480 cm (Strombeck
y Guilford, 1991); en el caso particular de los perros de raza beagle ésta oscila entre 225
a 290 cm, presentando un didmetro aproximado de 1 ¢m (Andersen, 1970). La
capacidad total de esta parte del tracto digestivo es de 200 a 300 ml y su peso en vacio
es de 266 g aproximadamente (Andersen, 1970).

El intestino delgado consta de tres partes principales: el duodeno, integrado por
una corta curvatura proximal, el yeyuno, que consiste en una porcién distal, mévil y

larga y el fieon, que es la porcién terminal de muy corta longitud (Evans, 1993).

El duodeno constituye el 10% del total del intestino delgado (Strombeck y
Guilford, 1991). Comienza en el piloro, en la regién hipocondriaca derecha superior,
debajo del Iébulo hepdtico lateral derecho y a nivel de la décima union costocondral. En
los perros beagle tiene aproximadamente unos 25 cm de longitud y observdndolo desde
un plano frontal presenta forma de U (Andersen, 1970). Se divide en cuatro partes:
porcién craneal (pars cranialis), porcién descendente {(pars descendens), porcién

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

La porcion craneal es la primera parte del duodeno y estd situada entre el piloro
y la curvatura craneal del duodeno (esta parte se confunde a menudo con el piloro).

Ventralmente estd separada del estémago por el omento mayor, dorsal y lateralmente estd
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en contacto con el higado y medialmente con el pancreas (Evans, 1993). Dentro de esta
parte se distingue la flexura craneal duodenal que es una curvatura del duodeno la cual

aparece a nivel de la novena y décima costilla del lado derecho (Adams, 1986).

La porcion descendente tiene cerca de 15 cm de longitud y se dirige caudaimente
hasta la entrada de la pelvis (Evans, 1993). Recibe al conducto biliar comin y al
conducto pancredtico (Adams, 1986). Su superficie lateral estd en contacto con el
peritoneo parietal y con los l6bulos hepdticos derechos lateral y medial, dorsalmente
contacta con el ldbulo derecho del pancreas y medialmente con el ciego y el colon

(Evans, 1993).

La porcidn transversa mide 5 cm de longitud aproximadamente y conecta la
porcidn descendente y ascendente de derecha a izquierda. Descansa ventralmente al
cuerpo y al proceso transverso derecho de la 6* vértebra lumbar. Esta parte estd
relacionada con la porcion terminal del ileon y ventralmente con el yeyuno (Evans,
1993).

La porcidn ascendente del duodeno pasa oblicuamente a la region lateral izquierda
y luego se curva ventraimente para terminar en la flexura ventromedial duodeno-yeyunal
(Evans, 1993).

El yeyuno y el ileon constituyen €l 90% de la longitud total del intestino
(Strombeck y Guilford, 1991) y tienen cerca de 280 cm de longitud en los perros beagle
(Andersen, 1970). No existen grandes diferencias morfolégicas entre estas dos zonas del

intestino delgado (Evans, 1993).

El yeyuno es la parte media del intestino delgado, comienza en la flexura
duodeno-yeyunal cerca del rifién izquierdo y se continda con €l ileon, que termina en la

valvula ileo-colica, préxima a la flexura caudal duodenal (Evans, 1993).

A la porcidn terminal del intestino delgado se la denomina {leon. En el beagle

tiene unos 8 cm de largo y estd definido por la longitud de los vasos mesentéricos
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(Andersen, 1970). Presenta dos ligamentos mesentéricos: el pliegue mesoileo y el pliegue

ileocecal los cuales contienen vasos antimesentéricos ileales (Evans, 1993).

2.1.1.2, INTESTINO GRUESO

E!l intestino grueso es un segmento corto y poco especializado que se extiende
desde el esfinter ileal hasta el ano y cuya funcién principal es la deshidratacién de las
heces (Evans, 1993).

Por sus caracteristicas morfoldgicas, el intestino grueso del perro es mds parecido
al del hombre que el de otras especies animales (Bradley, 1959), su longitud varfa entre
20 y 60 cm (Strombeck y Guilford, 1991), su didmetro es similar al del intestino delgado

(Bradley, 1959), y no presenta tenias ni procesos vermiformes (Evans, 1993).
En el intestino grueso se distinguen varias partes: ciego, colon, recto y canal anal.

El ciego estd situado en la regidn lateral derecha, caudal al arco costal y debajo
de la flexura caudal duodenal y del mesoduodeno. En perros de raza beagle se asemeja
a una cipula puntiaguda y yace préximo al fleon. En la raza canina, su longitud varia de
8 a 30 cm (Strombeck y Guilford, 1991). En el caso de los beagles esta estd comprendida
entre 4 y 6 cm y el didmetro entre 1,5 y 2 cm (Andersen, 1970). El ciego puede variar
en tamafio y forma, pero su capacidad normal es de 8 a 12 ml. Su peso en vacio es de
aproximadamente 8,3 g (Andersen, 1970).

El colon ocupa la parte dorsal de la cavidad abdominal (Evans, 1993); en las
hembras atraviesa la pelvis, dorsalmente al \itero, y en los machos, es dorsal a la vejiga
de la orina (Bradley, 1959). Tiene unos 25 c¢cm de longitud (Andersen, 1970) y 2 cm de
didmetro (Evans, 1993), una capacidad de 200 a 300 ml, y un peso en vacio de 53 g
(Andersen, 1970). Presenta tres partes diferenciadas: el colon ascendente (colon

ascendens); el colon transverso (colon transversum) y el colon descendente (colon
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descendens) unidas entre si por sus correspondientes flexuras de conexidn: la porcion
ascendente y transversa se unen mediante la flexura colica derecha (flexura coli dextra),
y la porcidn transversa se une con la descendente por la flexura cdlica izquierda (flexura

coli sinistra) (Evans, 1993).

El colon ascendente comienza en el esfinter ileocdlico, se continmia cranealmente
y finalmente termina en el dngulo derecho de la flexura cdlica derecha. Mide
normalmente 5 cm y estd relacionado dorsalmente con el mesoduodeno y la porcién

derecha del pancreas y cranealmente contacta con el estémago (Evans, 1993).

El colon transverso forma un arco y pasa de derecha a izquierda craneal a la
arteria mesentérica craneal y a la porcion dorsal del mesoyeyunoileon. Estd relacionado
cranealmente con el estomago, craneodorsalmente con la porcién izquierda del pancreas

y ventral y caudalmente con el intestino delgado (Evans, 1993).

El colon descendente tiene 12 cm de longitud y se extiende desde la flexura célica
izquierda, en un plano transverso, hasta el estrecho superior de la pelvis, donde se

continia con el recto (Evans, 1993).

El recto viene determinado por la entrada del colon descendente en el canal
pélvico (Adams, 1986) y se extiende ventralmente hasta la segunda o tercera vértebra
caudal que es donde comienza el canal anal. Tiene aproximadamente unos 5 cm de

longitud y 3 cm de didmetro (Evans, 1993).

El canal anal es la porcién terminal del canal alimentario. Tiene cerca de 1 cm
de longitud y se extiende desde la terminacién del recto hasta el ano (Evans, 1993), Estd

rodeado por los musculos esfinteres anales interno y externo (Adams, 1986).
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2.1.2. CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS: ESTRUCTURA Y
ULTRAESTRUCTURA

2.1.2.1. INTESTINO DELGADO

Para la revision de este apartado, vamos a seguir el modelo general de todos los
drganos tubulares del sistema digestivo, con sus cuatro capas caracteristicas: mucosa,

submucosa, muscular y serosa.

En el intestino delgado, las capas mucosa y submucosa sufren una serie de
modificaciones con el fin de aumentar la superficie de absorcién (Ross et al., 1992) y
ocupar el menor volumen posible en la cavidad abdominal para lo cual presentan los

pliegues circulares, las vellosidades y las microvellosidades (Bloom y Fawcett, 1995),

Los pliegues circulares o vdlvulas de Kerckring estdn ausentes en los perros, sin
embargo, en estos existen unos pliegues longitudinales que recorren de forma

intermitente el intestino (Foust, 1947 citado por Titkemeyer y Calhoun, 1955).

Las vellosidades son prolongaciones o evaginaciones digitiformes de la mucosa,
que presentan una longitud de 0,5 a 1,5 mm. Su mimero varia de 10 a 40 por mm’ y se
presentan en mayor mimero en el duodeno y en el yeyuno proximal (Bloom y Fawcett,
1995). En el perro adulto son numerosas y la altura media es de 645 um (Titkemeyer y
Calhoun, 1955), aunque ¢ésta es muy irregular desde el nactmiento hasta los 21 dias de
edad (Hoskins et al., 1982).

Las microvellosidades estdn localizadas en las células absorbentes y tienen una
altura de 1,5 pm y 80 um de didmetro, presentando una densidad que varia de 150.000
a 200.000 pm/mm’. Estas formaciones aumentan por 20 la superficie intestinal (Delhon,
et al.,1984)
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Algunos autores (Bloom y Fawcett, 1995; Stevens y Love, 1993) incluyen las
criptas de Lieberkilhn como estructuras que aumentan la superficie de absorcién. Otros,
sin embargo (Stinson y Calhoun, 1993) consideran que su funcién es la reepitelizacion
del intestino. Nosotros las describiremos al hablar del epitelio de revestimiento de la

mucosa intestinal.

2.1.2.1.1. MUCOSA

Estd compuesta por el epitelio de revestimiento, la l4mina propia con las gidndulas

de Brunner y la muscular de la mucosa.

A) Epitelio de revestimiento

La superficie libre de la mucosa estd recubierta por un epitelio cilindrico simple
en el que se distinguen células de revestimiento, células caliciformes, células endocrinas

y células M (Banks, 1993).

Las células de revestimiento o absorbentes son de forma cilindrica con un
niicleo ovoidal localizado en la zona basal del citoplasma, miden entre 20 y 26 um de
altura en el hombre (Bloom y Fawcett, 1995) y 32 um en el perro (Titkemeyer y
Calhoun, 1955) y en su superficie apical presentan un borde estriado PAS positivo (Van
der Gaag y Happe, 1990).

Con microscopia electrénica se observa por debajo de la superficie apical una
zona clara desprovista de organelas y ocupada por el fieltro terminal. El resto del
citoplasma se caracteriza por presentar un aparato de Golgi supranuclear bien
desarrollado (Banks, 1993), un extenso reticulo endopldsmico liso, numerosos ribosomas,

mitocondrias y reticulo endopldsmico rugoso en la zona basal de la célula (Stinson y
Calhoun, 1993).
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Las microvellosidades son muy numerosas, se disponen paralelas y estdn rodeadas
por un plasmalema que presenta la estructura tipica de unidad de membrana. Por encima
de ésta aparece una cubierta superficial, de 0,1 a 0,5 um de grosor, integrada por finos
filamentos que son mds largos y numerosos en la punta de la vellosidad. Esta cubierta,
conocida con el nombre de glicocalix, es de naturaleza glicoprotéica y resiste tanto a
agentes mucoliticos como proteoliticos. Se cree que participa también en procesos
digestivos ya que hidrolizan los disacdridos y los polipéptidos a monosacdridos y
aminodcidos. Ademds, se ha comprobado que presentan receptores especificos para
sustancias que se absorben selectivamente en algunas porciones del intestino (Bloom y

Fawcett, 1993).

En el interior de cada microvellosidad existe un haz de finos filamentos rectilineos
orientados longitudinalmente y que penetran por debajo de la microvellosidad, hasta el
interior del fieltro terminal. Los filamentos y el fieltro terminal constituyen elementos
citoesqueléticos encargados de mantener la estabilidad del borde de las microvellosidades.
En los bordes de la célula, los filamentos del fieltro terminal se fusionan con lo que
aparecen asociados a la zénula adherente. Estos haces de filamentos, junto con los
filamentos intermedios, 1a miosina y las proteinas asociadas al fieltro terminal, forman

uno de los aparatos citoesqueléticos mds altamente organizados (Bloom y Fawecett, 1995).

Las superficies laterales de las células absorbentes, en su porcidn apical, presentan
prolongaciones delgadas interdigitadas y un complejo de unién yuxtaluminal, que cierra
la comunicacién entre la luz y el espacio intercelular. En la base de la célula, la
membrana plasmdtica estd estrechamente aplicada sobre una limina basal continua

(Stevens y Love, 1993).

Las células caliciformes estin localizadas entre las células absorbentes,
disminuyendo su numero hacia la zona apical de la vellosidad (Delhon et al., 1984;
Stinson y Cathoun, 1993) y aumentando desde las porciones anteriores del intestino hasta
el recto (Banks 1993). Su regién apical, llamada teca, estd dilatada debido a la presencia

de numerosas gotas de mucina que desplazan al nucleo y al resto del citoplasma hacia la
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estrecha base celular, la cual descansa sobre la membrana basal (Stinson y Calhoun,
1993). En las micrografias electrénicas se observan cisternas de reticulo endopldsmico
rugoso dispuesto paralelamente a la base y a las superficies laterales. El complejo de
Golgi, muy desarrollado, estd situado entre el nicleo y la teca. I.a membrana plasmdtica
tiene un contorno liso y en la superficie libre puede presentar microvellosidades. Las
células caliciformes se unen a las absorbentes por medio de complejos de unidn
yuxtaluminales (Bloom y Fawcett, 1995). Al igual que en las de revestimiento, estas
células en el perro, no muestran variacidon morfolégica ni de distribucidn, desde el

nacimiento, hasta los 337 dias de edad (Hoskins et al., 1982).

Las células enteroendocrinas pertenecen al sistema neuroendocrino difuso o
sistema APUD (amine precursor uptake and decarboxylation) cuyas caracteristicas son
la captacién y descarboxilacién de compuestos precursores de aminas y produccién de
hormonas, péptidos y aminas activas (Pearse, 1980). Estdn localizadas entre la membrana
basal y las células epiteliales tanto de las criptas como de las vellosidades, siendo mds
numerosas en el duodeno y yeyuno y mds escasas en el {leon, ciego y colon (Leblanc, et
al., 1981). En general son células pequefias, piramidales y con citoplasma claro debido
a la escasa presencia de ARN y membranas (Delverdier, et al., 1988). Al microscopio
electronico se observan dos tipos celulares: unas abiertas, en las que el polo apical se
abre a la luz intestinal con numerosas microvellosidades y otras cerradas, que no
contactan con la luz. En ambos casos el nicleo es central, el aparato de Golgi estd muy
desarrollado y se han podido observar abundantes granulos en el citoplasma basal, bien
delimitados por una membrana (Delverdier, et al., 1988). El aspecto y dimensiones de
estos granulos permite la identificacién de los distintos tipos celulares (Pages, 1986). En
el hombre se han identificado 15 tipos distintos dependiendo de los distintos productos
de secrecién (Strombeck y Guilford, 1991). Los productos secretados pueden tener dos
tipos de accidn, una a distancia, liberando sus productos al torrente sanguineo y otra
local, que puede ser por la secrecidn paracrina y citocrina (paracrina modificada) de estas
células; estas ultimas vierten su contenido directamente sobre otra célula (Leblanc et al,
1981).
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Las células M forman parte del epitelio de revestimiento mucoso de los foliculos
linfoides intestinales del tejido linfoide asociado al intestino (GALT)(Bockman y Cooper,
1973). Estas células son mds numerosas a nivel de la mucosa de las placas de Peyer del
ileon (HogenEsch y Felsburg, 1990). Se caracterizan por presentar un niicleo en posicion
basal y micropliegues en la superficie apical. Se han observado diferencias entre las
células M maduras y las inmaduras. Las primeras tienen un citoplasma ocupado por
linfocitos y los micropliegues son escasos, irregulares y estrechos. Las inmaduras
presentan el citoplasma vacio y los micropliegues son numerosos, regulares y anchos
(HogenEsch y Felsburg, 1990). La principal funcién de estas células es la participacion
en un mecanismo de presentacion de antigenos luminales al sistema inmune, pasindolos
del citoplasma hasta la superficie basal, donde son presentados a los linfocitos
intraepiteliales que se han infiltrado desde la ldmina propia de la mucosa (Banks, 1993).
No tienen capacidad para transportar IgA (Brandtzaeg et al., 1987). Existe polémica en
cuanto a la procedencia de estas células, mientras unos autores creen que son células
epiteliales modificadas (Bockman y Cooper 1973), otros sugieren que proceden de las
células indiferenciadas de las criptas y se diferencian bajo la influencia de los linfocitos

(Bye et al.,1984; HogenEsch y Felsburg, 1990).

El estudio de cortes longitudinales del intestino muestra que existe una
continuidad entre el epitelio de las vellosidades y el epitelio de las criptas de
Lieberkiihn que se describen como gldndulas tubulares simples, formadas por distintos
tipos celulares: las células enteroendocrinas, ya descritas anteriormente, y las células
indiferenciadas (Banks, 1993).

Las células indiferenciadas se localizan en ia base de las criptas, tienen forma
columnar baja y se multiplican, diferencian y migran hacia la vellosidad originando
células epiteliales y células caliciformes maduras (Stinson y Calhoun, 1993). Estas
células tienen una superficie lateral lisa con muchos desmosomas y un citoplasma con
escasas mitocondrias y cisternas de reticulo endoplasmico rugoso, un aparato de Golgi

pequefio, y numerosos ribosomas libres (Delhon et al., 1984). No presentan borde
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estriado y por su apetencia tintorial parecen mds células secretoras que células de

absorcion (Strombeck y Guilford, 1991).

Las células que se sitian por encima del fondo glandular son casi todas
cilindricas, con caracteristicas intermedias entre las indiferenciadas del fondo y las
superficiales de las vellosidades (Delhon et al., 1984). La renovacion de estas células se
produce cada 2 6 3 dias, por lo que es facil observar un alto nimero de mitosis (Stinson
y Cathound, 1993)

Algunos autores incluyen los leucocitos globulares como células presentes en las
criptas de Lieberkithn. Estas son células mononucleadas de funcion desconocida que
poseen grandes granulos citoplasmdticos eosinéfilos rodeados por una membrana cuyo
contenido lo vierten a la luz intestinal. Estos granulos son semejantes a los granulos de
la célula de Paneth (Delhon et al., 1984). Estdn consideradas como células migratorias
intraepiteliales y para su movilizacién emiten seudépodos (Delhon et al., 1984). Algunos
autores incluyen a estas células como parte integrante de la lamina propia con actividad

metacromadtica (Stinson y Calhound, 1993).

B) Lamina propia

Forma la parte central de la vellosidad y rodea a las gldndulas intestinales (Stinson
y Calhoun, 1993; Delhon et al., 1984), Estd integrada por un tejido conjuntivo laxo con
fibras de coldgeno, eldsticas y reticulares (Stinson y Calhoun, 1993) asi como un nimero
variable de células libres, entre las que se distinguen células plasmadticas, linfocitos,
algunos eosindfilos y ocasionalmente neutrdfilos (Canfield et al., [980) y mastocitos
(Stinson y Cathoun, 1993).

Esta capa presenta en el centro de la vellosidad un capilar linfitico simple
denominado "lacteal" que en la zona apical de la vellosidad es ciego y en la base forma

un plexo (Stinson y Calhoun, 1993). También tiene una arteriola que procede de la
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submucosa y se extiende hasta la porcidn superficial de la vellosidad. La ldmina propia,
ademds, estd atravesada por cordones de miisculo liso que tienen su origen en la muscular
de la mucosa y llegan hasta la superficie de la vellosidad, donde se orientan paraielos al

vaso quilifero central (Van der Gaag y Happe, 1990).

En la ldmina propia, ademds, se observa tejido linfdtico difuso (Stinson y
Calhoun, 1993) y/o formaciones nodulares linfoides (GALT). Estas dltimas pueden llegar
hasta submucosa en ¢l caso de las placas de Peyer, siendo mds abundante en las regiones
mds caudales del intestino (Banks, 1993). En el perro se observan aproximadamente 20
placas (Stewart et al., 1980). En las placas de Peyer las células mds numerosas son los
linfocitos, que constituyen una reserva de células inmunocompetentes, muchas de las
cuales son capaces de diferenciarse a células plasmaticas productoras de anticuerpos

(Bloom y Fawcett, 1995).

Entre 1a base de las vellosidades y 1a muscular de la mucosa, el tejido conjuntivo
de la lamina propia es mds denso (Delhon et al., 1984). En los perros, en particular, es
muy abundante presentando un grosor de 30 um aproximadamente (Titkemeyer y

Calhoun, 1955).

C) Muscular de la mucosa

Estd integrada por dos capas musculares bien delimitadas, una interna circular y

otra externa longitudinal, de musculo liso (Bloom y Fawcett, 1995).

En los perros estd muy desarroliada. Se trata de una capa continua (Delhon et
al.,1984) y bastante gruesa (Titkemeyer y Calhoun, 1955) que presenta un grosor de
71pm, tres veces mayor que la media de otros animales. La capa interna mide unos 27

pm y la externa de 44 um (Titkemeyer y Calhoun, 1955; Stinson y Calhoun, 1993).
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2.1.2.1.2. SUBMUCOSA

Estd formada por un tejido conjuntivo, moderadamente denso, rico en fibras
eldsticas. En esta capa es caracteristica, en la primera porcion del intestino, la presencia
de las gldnduias submucosas o de Brunner de distinta naturaleza segin la especie animal.
En el perro son mucosas (Stinson y Calhoun, 1993). Ademas, destaca la existencia de
unas formaciones nodulares de tejido linfoide que en el fleon son mds numerosas,
confluyen y forman las placas de Peyer (Delhon et al., 1984).Estas aparecen como una
elevacidn circunscrita de cerca de 2,0 cm de longitud y 1,5 cm de ancho, en un niimero
aproximadamente de 17 a 26. En el caso del perro se observan desde la serosa y se
localizan en el lado opuesto a la interseccion del mesenterio (Titkemeyer y Calhoun,

1935).

El plexo nervioso submucoso o de Meissner estd distribuido a lo largo de toda la
submucosa, extendiéndose algunas fibras nerviosas hacia el interior de las vellosidades

(Stinson y Calhoun, 1993).

2.1.2.1.3. MUSCULAR

En los carnivoros esta tinica presenta tres capas de musculatura lisa: una interna
circular, otra externa longitudinal, entre las que aparece el plexo nervioso mioentérico
o de Auerbach (Banks, 1993), y una oblicua localizada entre la tinica submucosa y la
capa muscular interna. En el perro, ésta tltima tiene 47um de grosor, siendo el espesor

total de las tres capas de 701um (Titkemeyer y Calthoun, 1955).

La capa oblicua es la responsable del peristaltismo y de los movimientos
segmentarios que consisten en la alternancia de contraccion y relajacion de segmentos

COTtos.
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2.1.2.1.4. SEROSA

Es la capa mds externa de la pared abdominal y estd constituida por una banda
muy fina de tejido conjuntivo laxo (Bloom y Fawcett, 1995), por donde penetran vasos

y nervios que van al intestino y que lo separa del abdomen (Delhon et al., 1984).

2.1.2.1.5. CARACTERISTICAS PROPIAS DE CADA REGION DEL INTESTINO
DELGADO

El duodeno presenta una capa mucosa con un elevado nimero de vellosidades que
tienden a ser regulares en forma y tamafio (Banks, 1993}, variando su longitud segin su
localizacién, de 0,790 a 0,85 mm (Van der Gaag y Happe, 1990). Las criptas, tienen una
longitud de 0,5 a 0,7 mm (Van der Gaag y Happe, 1990), presentan numerosas mitosis
y células caliciformes localizadas entre las células epiteliales de éstas y de las
vellosidades, que descienden en numero hacia la superficie de la vellosidad. En la
submucosa, 1a principal caracteristica es la presencia de las glandulas de Brunner. Son
glandulas tibulo-alveolares que se abren a la luz mediante conductos que ascienden a
través de la muscular de la mucosa, desembocando en el fondo de las criptas, en la
porcién proximal del duodeno. Dichas gldndulas van disminuyendo en tamano y nimero
a lo largo de esta porcién (Bloom y Fawcett, 1995). En el perro estas son escasas, de tipo
mucoso, con enzimas digestivas y estdn localizadas uinicamente en la primera porcidn,
presentando un didmetro luminal de 35um y una altura de 35um (Stinson y Calhoun,
1993; Titkemeyer y Calhoun, 1955). El moco que secretan, junto al procedente de las
células caliciformes, protege y tapiza la superficie epitelial, manteniéndola hiimeda
(Delhon et al., 1984).

Se observan, repartidos por todo el duodeno, nédulos linfoides y placas de Peyer
que se caracterizan por presentar invaginaciones intrafoliculares del epitelio, no
evidenciable en las placas del yeyuno e ileon (HogenEsch y Felsburg, 1990). Estos

nédulos pueden medir de pocos mm a 4 cm en su didmetro mayor (Stewart et al., 1980).
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El nimero de linfocitos intraepiteliales observados es de uno cada seis o diez células
epiteliales (Van der Gaag y Happe, 1990). Tanto en el duodeno como en el yeyuno los
nddulos linfoides tienen forma de pera con un centro germinal y una corona bien
diferenciados estando rodeados de grandes cupulas y dreas interfoliculares (HogenEsch
y Felsburg, 1992).

El yeyuno presenta una estructura similar a la porcion anterior. Las vellosidades
son mds estrechas, pequefias y escasas. Los nddulos linfoides se ven tanto en la mucosa
como en la submucosa, y no se observan las gldndulas submucosas que estdn presentes

sélo en la porcién inicial de algunas especies (Banks, 1993).

En el ileon las vellosidades tienen forma de bastén y presentan un mayor nimero
de células caliciformes. Los agregados de nédulos linfoides aparecen en mucosa y
submucosa y estdn tan desarrollados que en ocasiones pueden llegar a obliterar las
vellosidades (Banks, 1993). Se observan como una franja continua en los dltimos 20-25
cm del ileon (Stewart et al., 1980). A este nivel las cipulas y las dreas interfoliculares
estdn poco desarrolladas, las coronas son poco aparentes y la zona oscura de los foliculos
se extiende por los laterales de la zona clara de los centros germinales hacia la muscular
de la mucosa (HogenEsch y Felsburg, 1992). En la porcién terminal, la muscular se
engruesa ligeramente formando el esfinter ileocecal. En el orificio ileocecal, hay pliegues
de mucosa que penetran en el ciego y que funcionan como una valvula bicdspide que se
cierra cuando el ciego se llena, impidiendo de esta forma el reflujo de su contenido al

ileon (Bloom y Fawcett, 1995).
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2,1.2.2, INTESTINO GRUESO

En él se produce la accién microbiana sobre la ingesta, la absorcion de agua,

vitaminas y electrélitos y la secrecién de moco (Stinson y Calhoun, 1993).

La organizacién de las paredes del intestino grueso es similar a la del intestino
delgado (Van der Gaag, 1988), por lo que en este apartado nos limitaremos a resaltar
algunas diferencias que aparecen a este nivel. Estas diferencias son: la ausencia total de
vellosidades, el aumento en el niimero de células caliciformes, la existencia de pliegues
longitudinales en vez de circulares (Banks, 1993; Stinson y Calhoun, 1993} y
ocasionalmente se ven formaciones linfoides parecidas a las placas de Peyer en el colon
y recto (Stewart et al., 1980). Ademds, las criptas intestinales, presentan unas
caracteristicas propias: son rectas, paralelas unas a otras, muy préximas entre si y no
presentan ramificaciones (Van der Gaag, 1988). Estas se abren en la superficie luminal
y estdn recubiertas principalmente por células caliciformes, excepto en el tercio inferior,

donde se observan células indiferenciadas, células endocrinas y algunas mitosis.

A diferencia del intestino delgado, a nivel de la mucosa, existen pocos linfocitos

intraepiteliales (Van der Gaag, 1988).

En la ldmina propia del intestino grueso de los perros adultos, los vasos linféticos
presentan una distribucién muy caracteristica: unos se distribuyen cerca de la superficie
de la mucosa y otros se localizan en un compartimento profundo, cerca de la muscular
de la mucosa. Se han observado vasos linfiticos que se extienden de forma vertical y
paralelos a las glindulas. Cuando algunos de estos vasos penetran en la submucosa,
presentan prominentes vdlvulas y forman los troncos linfiticos colectores, préximos a los

vasos sanguineos (Hirashima et al., 1984).
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2.1.2.2.1. CARACTERISTICAS PROPIAS DE CADA REGION DEL INTESTINO
GRUESO

El ciego presenta caracteristicas similares a las descritas anteriormente (Banks,
1993). En carnivoros su tamaiio es pequeno y presenta nddulos linfoides en toda su
extension que se concentran, al igual que en el cerdo y los rumiantes, alrededor del

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

En el colon la mucosa es lisa y sin vellosidades. Las células caliciformes, en la
superficie epitelial y en las gldndulas, son muy numerosas, siendo éstas mucho mds largas
que en el intestino delgado. Es frecuente ver tejido linfitico en la submucosa en forma
de nddulos que a veces confluyen para formar placas de Peyer que rompen la muscular
de la mucosa (Banks, 1993).

En el perro, el grosor de la capa muscular varia dependiendo de la porcién. La
media de grosor del colon descendente es de 0,60 mm (de 0,4 a 0,75 mm), en el colon
transverso la media es de 0,6 mm (de 0,5 a 3,7 mm) y en el colon ascendente es de 0,61
mm {(de 0,5 a 0,75 mm) (Van der Gaag, 1988).

El recto tiene una estructura similar a la del colon. Presenta un elevado nimero
de células caliciformes tanto en el epitelio de revestimiento como en el glandular (Delhon
et al., 1984; Banks, 1993). La tinica mucosa tiene pliegues orientados longitudinalmente
en los que el corazén o cuerpo es un tejido eréctil de la ldmina propia de la mucosa
(Banks, 1993). Se puede apreciar una gran cantidad de fibras eldsticas en las capas de
tejido conjuntivo (Delhon et al., 1984). La tinica muscular esta mds engrosada aqui que

en el colon y la serosa esta sustituida por la tinica adventicia.

En carnivoros es muy evidente el engrosamiento de la capa muscular externa y
en el perro una de las caracteristicas mas relevantes es la presencia a este nivel de
aproximadamente cien foliculos linfoides solitarios de 0,5 a 3 mm de tamafno, que
muestran entre cada nddulo unas depresiones denominadas fosas rectales (Delhon et al.,
1984).
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En el ano se produce una unién mucocutdnea caracterizada por la transicidn de
un epitelio rectal cilindrico simple a un epitelio plano estratificado no queratinizado
(Delhon et al., 1984; Banks, 1993). A nivel de la unién recto-anal desaparecen la ldmina
muscular de la mucosa y la capa externa muscular. La capa interna de la muscular se
contimia como el esfinter anal interno, mientras que el esfinter externo esta constituido
por células musculares estriadas dispuestas circularmente (Delhon et al., 1984). Una

tinica adventicia contacta con el tejido conjuntivo que lo rodea (Banks, 1993).

En carnivoros, al igual que en el cerdo, el canal anal se divide en tres zonas: Ia
zona prismdtica que, en el caso del perro, presenta en la submucosa unas glandulas
sudoriparas tibulo-alveolares modificadas (gldndulas anales), y que producen una
secrecion lipidica; la zona intermedia que es estrecha y cuya mucosa esta revestida por
un epitelio plano estratificado con glandulas anales localizadas en la submucosa; y la zona
cutdnea revestida por epitelio plano estratificado queratinizado (Delhon et al., 1984).

En los carnivoros, entre el esfinter interno y el externo del ano, se encuentran los
sacos anales o paranales, que son diverticulos cutdneos revestidos por un epitelio plano
estratificado en los que desembocan las gldndulas sudoriparas apocrinas y se contintian

con un conducto que se abre en la unién mucocutdnea (Delhon et al., 1984)

Cerca de la unién con la piel, 1a mucosa tiene grandes glindulas sebiceas y
sudoriparas modificadas, que son las gldndulas circunanales, perianales o hepatoides
(Delhon et al., 1984).
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2.1.3. CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS

El sistema inmune gastrointestinal, independiente funcionalmente del sistema
inmunitario sistémico, fue descrito por Besredka en 1919, y es el encargado de proteger

al tracto gastrointestinal de agentes perjudiciales existentes en la luz intestinal.

La efectividad de este sistema depende de varios procesos como son: la exclusion
de material luminal desde la mucosa, la eliminacién antigénica y la regulacion de la
respuesta inmune. Para ello presenta dos mecanismos uno de tipo inespecifico,

independiente del antigeno, y otro especifico, dependiente del antigeno.

La exclusidén del sistema inmune estd regulado por los mecanismos de 1? linea
que protegen la mucosa intestinal. Los factores inespecificos que favorecen esto son: la
flora intestinal, el peristaitismo, las secreciones gastrointestinales bactericidas y la barrera
mucosal con su epitelio de revestimiento (Strombeck y Guilford, 1991). También
influyen en la exclusién antigénica de manera especifica, la secrecion de IgA e [gM vy,
en menor medida la IgG (Molina et al., 1988).

La eliminacién se lleva a cabo bien de forma inespecifica, produciendo una
respuesta inflamatoria mediante la activacion del sistema mononuclear fagocitario, o
bien, mediante mecanismos especificos, constituidos por anticuerpos de distintos isotipos
que actiian en combinacién con las células T, permitiendo la eliminacion antigénica

(Strombeck y Guilford, 1991).

En el sistema de regulacién interviene el tejido linfoide asociado al tracto
digestivo conocido con el nombre de GALT. Los antigenos son captados por las células
M que los ceden a los macréfagos y los llevan a las placas de Peyer. Dentro de estas
existen tres células presentadoras de antigenos: células dendriticas, macréfagos y células
B. Todas estas células tienen el complejo mayor de histocompatibilidad, que asociado al
antigeno, activa a los linfocitos T los cuales, una vez estimulados, activan y maduran a

los linfocitos B, a los monocitos y diferencian las células T.
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Las células B estimuladas viajan, desde las placas de Peyer, a través de los
ganglios mesentéricos, conducto tordcico, circulacion sistémica y regresan a la limina

propia de la mucosa donde ejercen funciones efectoras (Martinez Escribano 1991).

Dentro del proceso de defensa inmunolégica los macréfagos tienen especial
importancia. Se localizan inmediatamente por debajo del epitelio especial de los nddulos
linfoides y se distribuyen por la ldmina propia y por los ganglios mesentéricos
(Strombeck y Guilford, 1991). Son células que, ademds de intervenir de forma
inespecifica fagocitando antigenos y regulando una respuesta inflamatoria (Beutler y
Cerami, 1987), actian iniciando y regulando la respuesta inmune especifica. El inicio de
esta respuesta comienza con la presentacion de los antigenos a los linfocitos mediante el
compiejo mayor de histocompatibilidad de clase II, presente sélo en algunas células como
macrdfagos, células dendriticas y ciertos linfocitos (Elson, 1985). Los macréfagos
actian bien en la primera exposicién al antigeno o después del desarrollo de anticuerpos.
Después de éste ltimo proceso la eficacia de los macréfagos mejora debido a la
presencia de receptores, tanto para el complemento como para el anticuerpo (Pavli et al.,
1988).

En el intestino, ademds, existen las células dendriticas, que son células similares
a los macréfagos, localizadas en las placas de Peyer y en la ldmina propia del intestino.
Tienen una funcién similar, intervienen en la regulacién de la inflamacion ampliando la

respuesta inmune (Pavli et al., 1988).

2.1.3.1. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO A MUCOSAS DEL TRACTO
DIGESTIVO

Representa la cuarta parte del total de las células de la mucosa del intestino, y estd
constituido por un tejido linfoide difuso no asociado y un tejido linfoide asociado,

integrado por nddulos linfoides y placas de Peyer.
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2.1.3.1.1. TEJIDO LINFOIDE DIFUSO

En este tejido se incluyen los leucocitos intraluminales, los intraepiteliales y los
de la ldmina propia (Strombeck y Guilford, 1991; Brandtzaeg et al,, 1985; Targan et al.,
1987).

Los leucocitos intraluminales estdn asociados a la mucosa intestinal. Los mds
numerosos son los neutréfilos, los eosindfilos y los linfocitos aislados cuya presencia no
estd muy aclarada (Heatley y Bienenstock, 1982). Se ha observado que estas células
emigran desde la mucosa hasta la luz intestinal, pero nunca retornan a la mucosa
(Hanauer y Kraft, 1985). En los procesos inflamatorios intestinales de la mucosa es
caracteristica la presencia de polimorfonucleares en las heces (Strombeck y Guilford,

1991).

Los leucocitos intraepiteliales estdn localizados entre las células epiteliales de
revestimiento y son en su mayorfa linfocitos de tipo T del fenotipo supresor/citotéxico
(Harty y Leibach, 1985; Carman et al., 1986) y linfocitos granulares del "tipo asesino”
(Targan et al., 1987), que en algunas especies constituyen mds del 50% (Befus y
Bienenstock, 1982). También se pueden observar algunos precursores de mastocitos
(Befus y Lee, 1986) y escasas células del tipo B (Van der Heijden y Stok, 1987). En el
yeyuno de perros adultos, sanos, los leucocitos intraepiteliales constituyen entre 11-15%
de las células epiteliales, siendo mds escasos en el {leon (Thomas y Anderson, 1982).
Todas estas c€lulas proceden de la ldmina propia y son muy numerosas en el epitelio
asociado al foliculo (Strombeck y Guilford, 1991). En ocasiones bajo una estimulacién
antigénica se pueden desplazar hacia la ldmina propia y hacia la circulacion sanguinea

(Hanauer y Kraft, 1985).

El nimero de estas células aumenta en los procesos inflamatorios intestinales

(Ferguson y MacDonald, 1977; Dobbins, 1986) que se acompafian de cambios
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patoldgicos en la altura de las vellosidades, en el contenido enzimdtico del ribete y en la
permeabilidad intestinal (Hall y Batt, 1988).

Los leucocitos de la ldmina propia estin constituidos por neutréfilos,
eosinofilos, mastocitos y macréfagos, que representan en total un niimero inferior a un
1% junto a linfocitos y células plasmdticas (Bartnik et al.,1980; Hanauer y Kraft, 1985),
éstas ltimas son las mds frecuentes existiendo un predominio de las células productoras

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

La proporcién de linfocitos en la ldmina propia del hombre es de un 25% de
células B, 50% de células T y un 25% de células nulas (Cebra et al., 1977; Hanauer y
Kraft 1985). La mayor proporcidn de las células B se localiza en la porcidn basal de la
ldmina propia, descendiendo hacia la porcién apical. El 80-90% de éstas sintetizan IgA
en la mucosa, y un 5% en la periferia de los nddulos linfoides (Brandtzaeg y Baklien,
1976). Se observan también cé€lulas productoras de IgG (29%), 1gM (12%), IgE (8%)
y de IgD (1,9%) (Paniagua et al., 1985).

La mayoria de las células T son del tipo cooperador. Las supresoras y citotdxicas
aparecen en muy escaso numero {Harty y Leibach, 1985; Dobbins, 1982).

Los primeros trabajos descritos en el perro sobre la distribucidn de células
productoras de inmunoglobulinas se deben a Vaerman y Heremans (1969) quienes con
métodos de inmunofluorescencia observaron las mismas proporciones que aparecen en
el hombre, siendo ésta de 2:1:1 para IgA, IgG, e IgM. Estudios posteriores, utilizando
la técnica de PAP, han conseguido una distribucidn mas detallada de estas células (Hart,
1979). Asi, se ha comprobado, que las células positivas a IgA predominan en la ldmina
propia de todo el intestino, localizindose en mayor cantidad en la porcion inicial del
intestino delgado (duodeno) y descendiendo hacia €l ileon, mientras que las células
positivas a IgG aparecen en un nimero moderado y las células positivas a IgM son
escasas (HogenEsch y Felsburg, 1992). En el colon, las células positivas a IgA

aumentan con respecto al ileon, en la mitad inferior de la mucosa, préxima a la
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submucosa (Willard y Leib, 1981, Hart, 1979; Roth et al., 1992). En el intestino de
perros de 1 semana de edad se observa un elevado nimero de células productoras de
IgM, mientras que en perros de 2 a 3 semanas existe un predominio de las céliulas
positivas a IgG, ya que las células formadoras de IgM son precursoras de las células

formadoras de IgA e IgG (Hart, 1579).

En el citoplasma apical y sobre la superficie luminal de las células epiteliales es
frecuente observar una fuerte tincién especifica para IgA e IgM, mediante la técnica de
PAP (Hart, 1979). Esto se debe a la eliminacién de inmunoglobulinas por parte de estas
células mediante el componente secretor. La funcién del componente secretor es la de
unirse a las secreciones de IgA e IgM y transportarlas a la luz intestinal (Brown et al.,
1977; Richman y Brown, 1977). Mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta
(IFI), se ha observado en la lamina propia subvellosa, una pequena cantidad de IgM
intersticial, que aumenta hacia las capas profundas (Willard et al., 1978). También se ha
descrito una intensa inmunorreaccién positiva frente a IgG en el intersticio de la ldmina

propia de la mucosa (Hart, 1979).

En enfermedades de la mucosa se ha descrito un incremento relativo de células
productoras de IgG (Brandtzaeg et al., 1985) como consecuencia de Ia sustitucion de la
respuesta inmunitaria secretora por una respuesta inmunitaria sistémica (Vibe-Petersen,

1991).

2.1.3.1.2. TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO

Como ya hemos indicado este tejido estd integrado por los foliculos linfoides y
las placas de Peyer. Algunos autores incluyen también los ganglios linfiticos
mesentéricos por su proximidad anatémica y funcién pero, sin embargo, presentan

importantes diferencias en cuanto a estructura y/o respuesta inmune.
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Los foliculos linfoides aislados se presentan a lo largo de todo el intestino siendo
en los perros, el tipo mds predominante de tejido linfoide y particularmente importantes
en el recto. Su tamafio es de 0,5 a 3 mm. El epitelio asociado a este tejido presenta
células M y es similar al de las placas de Peyer (Egberts et al., 1985). Las células T y
B se secretan desde el nddulo linfoide hacia las dreas foliculares y parafoliculares
respectivamente. Dentro de las células T, las "ayudantes” o "cooperadoras” son las mds

numerosas (Harty y Leibach, 1985).

Las placas de Peyer son 6érganos linfoides secundarios (Brandtzaeg et al., 198S;
Targan et al., 1987) cuyas funciones principales son: la presentacion de antigenos a los
linfocitos subepiteliales, la iniciacién y regulacién de la respuesta inmune y la
exportacidn de linfoblastos inmunocompetentes a otros tejidos linfoides mucosales del
cuerpo (Brandtzaeg et al., 1985). Se diferencian de los nédulos linfoides aislados por su
gran tamafio, y estdn integradas por un conjunto de foliculos linfoides recubiertos por un
epitelio asociado al foliculo, localizados en la ldmina propia y en la submucosa del
intestino y poseen vasos eferentes que drenan a los ganglios mesentéricos (Stewart et al.,
1980).

El epitelio asociado estd integrado por células epiteliales que forman la ciipula,
escasas células M y células caliciformes (sin capacidad de transportar IgA).
Ocasionalmente se observan linfocitos y macrdéfagos, entre las células epiteliales

(Brandtzaeg et al., 1987).

El tejido linfoide de las placas de Peyer se distribuye en 3 zonas diferentes: la
cupula, las zonas interfoliculares y los foliculos linfoides, en los que se distingue una
zona central llamada centro germinal rodeada por una corona oscura linfocitaria
(Bienenstock, 1984). En el centro germinal se distinguen a su vez dos dreas o zonas, una
clara central, con linfoblastos, macréfagos y células dendriticas, y una zona oscura,
basal, en la que se evidencian linfocitos pequefios y linfoblastos (HogennEsch y Felsburg,
1950).
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Como en los foliculos linfoides, las células B y T estdn compartimentadas en las
distintas regiones de las placas de Peyer y tienen la siguiente distribucién: en la cipula
aparecen macré6fagos y un nimero moderado de linfocitos T y B (Spencer et al., 1986;
HogennEsch y Felsburg, 1992), las dreas interfoliculares estin constituidas
fundamentalmente por células T, del tipo cooperadoras y escasas células T supresoras y
citotoxicas.En los foliculos linfoides se observan poca cantidad de linfocitos T
cooperadores, que se localizan fundamentalmente en el centro germinal en la zona clara
central y en muy escasa cantidad en la zona basal oscura. En la corona existe un mayor

nimero de estas células (HogennEsch y Felsburg, 1992).

Las células T son mds numerosas en las placas de Peyer del duodeno y del yeyuno
que en las del {leon, debido al aumento de estas células en los foliculos (HogennEsch y

Felsburg, 1992).

La distribucién de células positivas a inmunoglobulinas varia del siguiente modo:
con respecto a las células positivas a IgM existe un nimero moderado en la ciipula de las
placas de Peyer (aumentando en las placas de Peyer ileales) con escasas en las dreas
interfoliculares, mientras que en los foliculos se ven gran cantidad en la corona. La
valoracidn de c€lulas positivas a IgA e IgG es dificil debido a la abundancia de IgA e 1gG
extracelular, Las células positivas a IgA son escasas en la cilipula (siempre menos que en
la ldmina propia) y estdn ausentes en los foliculos (HogennEsch y Felsburg, 1992). En
las placas del ileon, se observan algunas células positivas a IgA en la ciipula y menos
cantidad en el resto del intestino delgado hecho indicativo de que algunas células B

positivas a IgA maduran localmente en las placas de Peyer (Ferrer et al., 1992).

Las células positivas a IgG aparecen en gran cantidad en la cipula, descendiendo
de duodeno a ileon y en un nimero moderado en los foliculos de las placas de Peyer del
intestino delgado. La presencia de células positivas a IgG en los foliculos resulta de la
diferenciacidn de células B dentro de las placas, y de la emigracién de células positivas
a IgG a las placas de Peyer, desde el tejido linfoide no mucosal, y su subsecuente

maduracién a células plasmdticas. La alta concentracidn local de IgG es debida,
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probablemente, a la presentacion y procesado de antigenos en las placas de Peyer

(HogennEsch y Felsburg, 1992).

En general las placas de Peyer de perros adultos contienen de 40-70% de
linfocitos B y de 10-40% de células T (Wolf y Bye, 1984) y escasas células plasmadticas
(Dobbins, 1982), La mayoria de las células B, de los foliculos de las placas de Peyer, son

precursoras de células plasmdticas secretoras de IgA (Bienenstock, 1984).

Los ganglios linfdticos son drganos linfoides secundarios cuya localizacién y
estructura facilita la captacién de antigenos y su eliminacién inmunitaria. En el perro
presentan un tamafo de 6 x 2 x 0,5 cm y varfan en niimero a lo largo del intestino. Estdn
formados por una cdpsula bien definida, una zona externa o corteza, una zona interna o
médula y vasos linfaticos aferentes y eferentes (Tizard, 1987). Los ganglios presentan
una zona externa con nddulos donde se localizan los linfocitos B y una zona central o
médula. Estas dos zonas estin separadas por la zona paracortical que muestra un
predominio de células T. En contraste con el GALT, los ganglios tienen numerosas
células plasmdticas, localizadas fundamentalmente en la médula. Los antigenos atrapados
por las células mononucleares fagocitarias en la médula, emigran hacia la corteza y
presentan los antigenos a las células B y T para comenzar la respuesta inmune
(Strombeck y Guilford, 1991). Sus funciones mds destacadas son la maduracién de las
células B, precursoras de IgA, en células plasmdticas y la amplificacion de la respuesta

inmune de GALT, aumentando el nimero de células B (Brandtzaeg et al., 1987).

2.1.3.2, CIRCULACION DE LOS LINFOCITOS DE LA MUCOSA DEL
INTESTINO

La acumulacién selectiva de linfocitos en ciertos drganos depende de propiedades
especificas del endotelio de las vénulas en esos lugares. Existen moléculas de adhesién
en las células endoteliales denominadas selectinas que actian como receptores locales

uniendo a los linfocitos cuando pasan a través de estos vasos (Bloom y Fawcett, 1995).
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El destino final de los linfocitos de la ldmina propia es su transformacién en
células plasmdticas, capaces de producir IgA secretora. Estos linfocitos proceden de las

placas de Peyer y foliculos linfoides (Brandtzaeg et al., 1985).

Los antigenos captados por las células M son transportados hacia los macréfagos.
De ahi se dirigen al interior de la placa, donde se presentan a los linfocitos T
cooperadores, que a su vez, inducen el crecimiento y diferenciacidn de las células B,
tanto en las placas de Peyer, como en los ganglios linfiticos mesentéricos, hacia donde
emigran una vez estimulados. De alli se dirigen, por via linfdtica, hacia el conducto
tordcico y hacia la circulacion sanguinea, desde donde regresan a la lamina propia,
transformdndose en células plasmdticas, bajo la accidn de los diferentes estimulos
antigénicos. Los linfocitos T activados, realizan un recorrido similar de las placas de

Peyer (Brandtzaeg et al., 1985).

2.1.3.3. PAPEL DE LAS INMUNOGLOBULINAS EN EL SISTEMA INMUNE
GASTROINTESTINAL

Como ya hemos visto anteriormente las inmunoglobulinas constituyen un sistema
de defensa inmunitario muy importante en el tracto gastrointestinal, por ello en este

apartado vamos a profundizar en el conocimiento de éstas sobre todo a nivel funcional.

La sintesis y secrecién de IgA constituyen la base principal del mecanismo de
defensa inmunitaria del intestino. En la especie humana existen dos subclases: la IgA| y
la IgA,. En la mucosa del intestino el 60% de 1a que se produce es IgA, (Delacroix et al.,
1982; Conley y Delacroix, 1987).

La IgA secretora tiene una estructura dimérica, integrada por dos cadenas de IgA
unidas por enlaces covalentes, a nivel de sus cadenas pesadas, mediante una cadena de

unién denominada cadena J.. Tanto la inmunoglobulina como ¢l componente J son
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sintetizados por las células plasmdticas existentes en la ldmina propia (Targan et al.,
1987). Esta secrecién pasa a la luz del intestino por un mecanismo de transporte activo
realizado en las células del epitelio, las cuales fabrican el componente secretor, que actia
como receptor de las moléculas de IgA o IgM siempre que contengan una cadena J. La
sintesis del componente secretor es independiente de la de IgA y su fabricacion no estd

alterada en enfermos con déficit de esta inmunoglobulina (Bienenstock y Befus, 1983).

La IgA es muy resistente a la accién proteolitica de las enzimas. Entre sus
funciones mds importantes destacan: la accién bloqueante, que inmoviliza y aglutina las
bacterias e impide su adherencia a la superficie de las células intestinales, evitando asf
su penetracién; la neutralizacién de las toxinas bacterianas; impide la penetracion de los
virus en la mucosa; dificulta la absorcién de macromoléculas y favorece su digestion

(Brandtzaeg et al., 1985; Befus y Bienenstock, 1982).

La IgM es un pentdmero que se une por medio de cadenas J. Al igual que IgA se
secreta activamente hacia la luz del intestino mediante el componente secretor, donde su
concentracion es 20 veces mayor que la de la IgA. Esta concentracion aumenta en los
casos de déficit de esta dltima. Tiene capacidad para activar el complemento, neutralizar
virus, opsonizar y aglutinar particulas antigénicas. Su degradacion en la luz intestinal es

mucho mas rdpida que la IgA (Brandtzaeg et al., 1987).

La IgE es una inmunoglobulina monomeérica. Su origen no estd claro, se piensa
que pueda derivar de mastocitos mucosales que contengan IgE (Brandtzaeg et al., 1987).
Desempefia un papel importante en las reacciones de hipersensibilidad inmediata,
anafilaxia, asi como en las infecciones parasitarias. Las concentraciones luminales

aumentan en procesos parasitarios y en alergias alimentarias (Belut et al., 1980)

L2 IgG es una inmunoglobulina monomérica que se encuentra en una proporcién
muy escasa en el aparato digestive y se inactiva rdpidamente por las enzimas. Su
concentracidn aumenta considerablemente en las enfermedades inflamatorias intestinales

(Stober y James 1987).

38



Revisién Bibliogrifica

2.1.4. CARACTERISTICAS PATOLOGICAS
2.1.4.1. ENTERITIS

Una completa descripcidn histolégica de un proceso inflamatorio intestinal, nos
va a permitir el conocer su localizacién, extension, duracidn, tipo celular y todo un
conjunto de factores, que van a posibilitar un correcto diagndstico y prondstico, evitando

pérdida de tiempo y gasto innecesario del propietario.

Los procesos inflamatorios gastrointestinales se clasifican normalmente atendiendo
a su duracién, en agudos o crénicos y al tipo de células que predominan en el foco

inflamatorio.

Algunas de las lesiones que se pueden observar en un proceso intestinal, ya sea
inflamatorio 0 no, y que deben ser valoradas son: la presencia de hemorragias, edemas,
erosiones, linfangiectasias, el aumento o disminucién de los linfocitos intraepiteliales y
de las células caliciformes, €l aspecto que muestran las criptas, que puede ser desde
quisticas hasta abscesadas, y la presencia o no de atrofia de las vellosidades (Van der
Gaag y Happe, 1990). Las lesiones inflamatorias se clasifican en lesiones suaves cuando
existe infiltrado celular pero no se altera la arquitectura ni se observa inmadurez de la
mucosa epitelial; moderadas cuando tienen infiltrado celular acompaniado de inmadurez
de la mucosa epitelial y/o presenta necrosis epitelial focal; y lesiones severas cuando
ademds del infiltrado celular se observan necrosis epiteliales muiltifocales o una alteracién

extensiva de la arquitectura con un epitelio inmaduro (Jergens et al., 1992).

Nosotros sélo analizaremos los procesos inflamatorios intestinales de curso
crénico, con el fin de poder realizar un estudio comparativo de las lesiones que se puedan

producir en el curso de la leishmaniosis.

La mayorfa de los autores consideran estos procesos inflamatorios bien como el
resuitado de una alteracién primaria del sistema inmunitario ¢ de su regulacién, o bien

COMO reacciones inmunitarias secundarias a una alteracién de la permeabilidad de la
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mucosa. La inflamacién crénica del intestino se perpetiia cuando se pierde la integridad
de la mucosa, permitiendo que proteinas procedentes de la dieta o bacterias entren en la
ldmina propia, donde actian como antigenos provocando la presencia de células

inflamatorias inmunomediadas (Sherding y Burrows, 1592).

Los sintomas fundamentales de las enteritis crénicas son la presencia de una
diarrea crénica asociada a un proceso de malabsorcidn de nutrientes y/o enteropatia por

perdida de proteinas.

Estas enfermedades se caracterizan histolégicamente, por presentar un infiltrado
de células inflamatorias en la mucosa intestinal, que a veces se extiende a capas mas

profundas.

Algunos autores clasifican estos procesos basdndose en el tipo de células
predominante, aunque en ocasiones esto puede resultar dificil debido a la mezcla de

células existentes (Hill y Kelly, 1974).

En 1990, van der Gaag y Happe clasifican los procesos inflamatorios crénicos del

intestino delgado del perro en:

. Enteritis crénica
o linfocitico-plasmocitica (LPE)
0 granulomatosa (regional)
. Enteritis agudas o cronicas
o eosinofilica (granuloma eosinofilico)
o ulcerativa
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* Las enteritis linfocitico-plasmociticas se caracterizan por presentar un infiltrado
inflamatorio compuesto fundamentalmente por linfocitos bien diferenciados y células
plasmaticas (Barker et al., 1993). La presencia de estas células inmunocompetentes es el

reflejo de la importancia que tiene el mecanismo inmunitario en la patogenia.

La etiologia se desconoce (Magne, 1988), pero la naturaleza del infiltrado
inflamatorio sugiere una inadecuada respuesta a un antigeno de la dieta (Strombeck y

Guilford, 1991).

Los sintomas mds frecuentes son una diarrea crénica de consistencia solida a
liquida, intermitente o continua, profusa o suave, y ocasionalmente presencia de moco
fecal y hematoquecia. Los animales afectados no suelen presentar vémitos, pero si es
notable la perdida de peso. No existe relacién entre los sintomas y el grado de
inflamacion que, ademds, no siempre es uniforme en todas las porciones del intestino

(Maclachlan et al., 1988).

Macroscdpicamente la mucosa puede aparecer normal o tener un aspecto granular
y friable (Strombeck y Guilford, 1991).

Histolégicafnente se caracterizan por la presencia de un infiltrado inflamatorio
integrado principalmente por linfocitos y células plasmdticas, localizado
fundamentalmente en la ldmina propia de las vellosidades (Jergens et al., 1992), y con
menor intensidad entre las criptas y la muscular de la mucosa, en la submucosa y en las
placas de Peyer (Strombeck y Guilford, 1991; Sherding y Burrows, 1992). Se
acompafa, en ocasiones, de una lesién en las vellosidades y en las criptas y de una
alteracién de los vasos linfiticos y del tejido linfoide. Las células plasmadticas presentan
cuerpos de Russell muy evidentes (Van Kruiningen, 1988), son mds abundantes en el
duodeno, y muestran inicialmente un marcado incremento de la secrecion de igA (que
en algunos casos llega al 50%) e IgM, que representan la primera linea de defensa y
posteriormente de IgG que corresponden a una segunda linea e implica riesgo de recaida

(Vibe-Petersen, 1991; Strombeck y Guilford, 1991; Mayoral, 1992). Los cuerpos de
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Russell son de naturaleza glucoprotéica representan un estado aberrante de plasmocitos
sujeta a estimulacion antigénica reiterada. La cuestion de si su presencia es indicativa de

un defecto bien de sintesis o de transporte estd ain por determinar (Raviola, 1994).

Cuando en estos procesos se observan focos de necrosis y ulceraciones en la
mucosa, el infiltrado inflamatorio estd compuesto fundamentaimente por neutrdfilos
(Jergens et al., 1992), histiocitos y eosindfilos (Barker et al., 1993). S{ el proceso es
moderado, la necrosis es focal y el epitelio de la mucosa es inmaduro; si es severo la
necrosis es multifocal y/o presenta una desorganizacién arquitectural muy marcada y un

epitelio de revestimiento también inmaduro (Strombeck y Guilford, 1991).

El epitelio de revestimiento puede tener uné altura normal o ser columnar bajo,
con microvellosidades dificiles de distinguir (Van Kruiningen, 1988); en algunos casos
existe una metaplasia de 1a mucosa (Barker et al., 1993).Es frecuente que las vellosidades
aparezcan atrofiadas e incluso pueden llegar a fusionarse (Batt y Hall, 1989; Burrows et
al., 1995).

La lesion en las criptas es variable pudiendo existir un proceso quistico mucinoso,
o presentar abscesos en su interior (Batt y Hall, 1989). La primera lesidn se caracteriza
por una dilatacién de las criptas, las cuales aparecen repletas de moco y con algunas
células descamadas como consecuencia de la obstruccién por el proceso inflamatorio y
el edema (Barker et al., 1993). Las criptas en ocasiones se rompen, observandose a modo
de "lagunas” en la lamina propia de la mucosa (Barker et al., 1993) lo que origina un
proceso inflamatorio compuesto por histiocitos y ocasionalmente células gigantes
(Strombeck y Guilford, 1991).

Los vasos linfaticos aparecen dilatados (Strombeck y Guilford, 1991). El tejido
linfoide estd muy desarrollado (Franklin et al., 1986). Se pueden ver nédulos solitarios,
ganglios linfiticos regionales y placas de Peyer con una marcada hiperplasia reactiva.
Como resolucion de éste proceso puede aparecer una fibrosis de la zona (Van

Kruiningen, 1988).
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Las enteritis linfocitico-plasmociticas pueden acompaiiar a otras enteropatias

cronicas como la giardiosis, linfangiectasia, enteritis regional y linfosarcoma (DiBartola
et al., 1982).

al se caracteriza por presentar un infiltrado
inflamatorio compuesto por histiocitos y células gigantes, localizado en la ldmina propia.
Su distribucidn es difusa, segmentaria y discontinua (Sherding y Burrows, 1992; Barker
et al., 1993) hecho que lo diferencia de la enterocolitis granulomatosa transmural, la cual
afecta a todas las capas del intestino (Van Kruiningen, 1988; Barker et al., 1993). Las

localizaciones mds frecuentes son el ileon distal, el ciego, y el colon.

Los sintomas clinicos son similares a otras inflamaciones del intestino deigado.
La perdida de peso es rdpida y el vémito violento. También se observa, ocasionalmente,
hematemesis y estrefiimiento cuando estos procesos granulomatosos obstruyen el fleon,
el coldén o el recto (DiBartola et al., 1982; Van der Gaag y Van der Linde-Sipman,
1987).

Macroscdpicamente se observa un engrosamiento en placas de los nddulos
linfoides. La mucosa aparece irregular, granular, engrosada, con dreas firmes, grises, y
con focos hiperémicos. En algunas ocasiones se pueden evidenciar tlceras (Barker et al.,
1993).

Histolégicamente las vellosidades aparecen atrofiadas con hipertrofia de las
criptas. El epitelio pasa a ser columnar bajo o cuboide, perdiéndose el ribete v,
ocasionalmente, también se observan microerosiones con neutrdfilos. La ldmina propia
aparece edematosa, con histiocitos y alguna célula gigante; a veces se observan focos
granulomatosos rodeados difusamente por neutréfilos y eosindfilos. El edema junto con
las células plasmdticas y los linfocitos origina una separacién de las criptas. La
submucosa también puede aparecer edematosa con prominentes vasos linfiticos que
presentan granulomas. Los nddulos linfoides aparecen hiperpldsicos con un claro aumento
de histiocitos (Barker et al., 1593),
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En estadios tempranos de la enfermedad, cuando 1a lesion es todavia reversible,
se observa una marcada retencion de linfa, que puede ocasionar un edema. En estados
mds avanzados, se produce una obstruccién linfdtica total (Van Kruiningen, 1988). La
infiltracién de esta via linfética produce la aparicién de granulomas en todas las capas
intestinales, caracterizados por tener una zona central necrética rodeada de macréfagos,

células gigantes y una cdpsula de tejido conjuntivo (Barker et al., 1993).

Los ganglios afectados, aparecen hipertrofiados, con grandes senos, células
gigantes en los sinusoides y focos granulomatosos que presentan neutrdfilos y algun

eosindfilo (Franklin et al., 1986; Simpson y Else, 1991; Sherding y Burrows, 1992).

* 1.a gastroenteritis eosinofilica presenta un infiltrado inflamatorio integrado
principalmente por eosindfilos. La lesidén puede ser regional, difusa (Barker et al., 1993)

o granulomatosa {Sherding y Burrows, 1992). Se localiza fundamentalmente en la ldmina
propia de la mucosa (Strombeck y Guilford, 1991), en las vellosidades (Franklin et al.,
1986), rodeando los vasos linfdticos o gldndulas, y con menor frecuencia en la
submucosa (Strombeck y Guilford, 1991; Sherding y Burrows, 1992), en ia capa
muscular (donde aparece de forma segmentaria) (Van Kruiningen, 1988), y en la serosa
(Franklin et al., 1986; Barker et al., 1993).

Su etiologia estd relacionada con una reaccién de hipersensibilidad tipo I,
mediante la cual, los mastocitos producen un factor quimiotdctico que atrae a los

eosindfilos hacia el intestino (Simpson y Else, 1991).

Los sintomas mds frecuentes son una diarrea crénica de intestino delgado con
perdida de peso, anorexia y vomito crénico. A veces se observa perdida crénica de

sangre en forma de melena y anemia (Strombeck y Guilford, 1991},

Macroscopicamente se observa un engrosamiento segmentario de la mucosa que

aparece irregular, plegada y a veces hemorrdgica y ulcerada.
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Histolégicamente el epitelio puede permanecer normal o cuboide (Barker et al.,
1993), las vellosidades pueden aparecer despuntadas (Strombeck y Guilford, 1991) y de
suave a severamente atrofiadas (Barker et al., 1993). La mucosa aparece irregular,
plegada, nodular, hemorrigica, erosionada o ulcerada (Barker et al., 1993) y en

ocasiones atrofiada (Strombeck y Guilford, 1991).

Los ganglios linfiticos regionales también pueden estar afectados (Strombeck y
Guilford, 1991; Barker et al., 1993; Van Kruiningen, 1988) y muestran en ocasiones la
presencia de un infiltrado inflamatorio, menos relevante, y fibrosis (Sherding y Burrows,
1992).

Hay que realizar un diagndstico diferencial con la gastroenteritis multifocal
canina, descrita por Hayden y Van Kruiningen en 1973, y con el granuloma eosinofilico
(Barker et al., 1993). El primero es un proceso inflamatorio gastrointestinal con gran
cantidad de eosindfiios, claramente relacionado con la migracion de larvas (Sherding y
Burrows, 1992). Asi, por ejemplo, las larvas de Toxocara canis producen granulomas
eosinofilicos locales en su migracién a través de los tejidos (Van Kruiningen, 1988)
llegando incluso a afectar la submucosa del intestino (Batt y Hall, 1989). El granuloma
eosinofilico, es un sindrome poco frecuente en los perros aunque los rottweiller parecen
tener una predisposicion especial a padecer esta enfermedad (Barker et al., 1993). Se
origina so6lo en animales de mediana edad y es raro en los menores de un ano. Afecta
normalmente al eséfago, al estomago y al intestino delgado (Strombeck y Guilford,
1991). Se presenta en forma de grandes nédulos con un aspecto tumoral (Strombeck y

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

* La enteritis ulcerativa, como en el caso anterior, puede tener una presentacién
aguda o crénica. La pérdida del epitelio de revestimiento, unido a la presencia de un
infiltrado inflamatorio, que varia segun el tipo de células que se observen, son las
caracteristicas fundamentales (Van der Gaag y Happe, 1990). El didmetro de las ulceras
puede variar de pocos milimetros a 3 o 4 ¢m, siendo las localizaciones mds frecuentes

el antro pilérico y el duodeno proximal.
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Su etiologia es muy variada y puede estar asociada a uremia (Jackson et al.,
1966), a cambios hepdticos (Krishnan, 1973), neoplasias del tipo de los mastocitomas

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

1981).

Los sintomas son apetito variable, dolor abdominal, vomitos, melena y anemia.
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2.1.4.2, COLITIS

Este grupo de enfermedades estd muy extendido en el perro. Su fisiopatologia es
muy similar. La inflamacidn del colon conlleva una alteracién en el transporte de agua

y sales, y cambios en la motilidad (Sherding y Burrows, 1992).

Las lesiones intestinales pueden ser focales o bien pueden estar distribuidas por
todo el colon, siendo entonces lesiones generalizadas o miiltiples, con una presentacion
moderada o severa. En los casos de colitis moderadas el epitelio de revestimiento
presenta pocos cambios, como son un ligero acortamiento del epitelio y la existencia de
pequefias 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 basandose en su aspecto anatomopatoldgico

se clasifican en:

0 colitis linfocitico-plasmocitica

o colitis granulomatosa

o colitis histiocitica ulcerativa

o colitis ulcerativa

* La colitis infocjtico-plasmocitica es la mds frecuente en el perro. Su etiologia

y patogenia estdn todavia por definir (Leib et al., 1989). Se piensa que, al igual que
ocurre en el intestino delgado, las bacterias y proteinas de la dieta actdan como antigenos
perpetuando la respuesta inflamatoria, debido a un defecto de la inmunorregulacién de

la mucosa (Zeitz, 1990).

Los sintomas mds frecuentes son una diarrea crénica tipica 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, ain cuando su nimero estd
aumentado. Es frecuente observar tenesmo si se afecta la dltima porcion del intestino. El
apetito puede ser normal o estar disminuido. Los animales muy afectados pueden

presentar perdida de peso y deshidratacién {Sherding y Burrows, 1992).

Macroscopicamente la mucosa estd congestiva y friable, con un aspecto granular
y con dreas de erosién y hemorragias (Strombeck y Guilford, 1991). En los perros
afectados severamente la mucosa presenta ulceras con un tamafio que varia de pocos
milimetros a varios centimetros de didmetro. Los ganglios suelen estar aumentados y

edematosos (Barker et al., 1993).

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

hiperplasia de las criptas con una dilatacién de las glandulas y un aumento de las mitosis.

El infiltrado de linfocitos y células plasmaticas no estd incrementado en la ldmina
propia y unicamente aumenta en las zonas que rodean a las glindulas (Barker et al.,
1993). No obstante algunos autores (Strombeck y Guilford 1991) consideran que existe
un mayor mimero de estas células a nivel de la ldmina propia. En esta fase de la
enfermedad también se pueden observar neutréfilos rodeando los vasos de la lamina
propia. En los estadios tempranos el epitelio de revestimiento es baséfilo, columnar bajo
o cuboide (Barker et al., 1993).

Con la cronicidad del proceso aparece un edema que separa las gldndulas,
acumuldndose entre éstas y la muscular de la mucosa. En estas fases se observan
neutrdfilos, eosindfilos, leucocitos globulares y un acumulo de granulocitos y de fibras
necréticas en la luz de las criptas (Barker et al., 1993). Mediante el estudio
inmunocitoquimico se observa un predominio de células plasmdticas inmunorreactivas
a IgG (Mayoral, 1992),

En los casos mds severos se observa un mayor infiltrado de linfocitos que a veces
puede llegar a confundir este proceso con un linfoma. Las glandulas aparecen dilatadas

y se degenera el epitelio superficial. El menor nimero de células caliciformes en el
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epitelio de revestimiento y en las gldndulas es una imagen virtual debida a la descarga
de moco. Esta perdida de moco produce una menor proteccion del epitelio pudiendo
aparecer entonces erosiones y ulceraciones. Estas ultimas también se producen por fallo
de la proliferacion de las células de las criptas, con los consiguientes cambios
inflamatorios caracterizados por la presencia de neutréfilos en la lamina propia. Las
erosiones persistentes originan el deposito de tejido conjuntivo en la ldmina propia

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

Para Van der Gaag (1988) este proceso inflamatorio crénico del intestino grueso
se clasifica en cuatro tipos segun el tipo, estado y extension de la inflamacion. Asi
tenemos, una colitis simple, hipertréfica, atréfica 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 solo se pone de manifiesto por la distribucion de las células
inflamatorias. Existen colitis que pueden tener tanto una presentacion aguda como
crénica, y dentro de éstas se encuentran las ulcerativas, las eosinofilicas y las histiociticas

ulcerativas.

Dentro de las colitis simples, la superficial se caracteriza por presentar un
infiltrado de células mononucleadas, localizado en la capa superficial de la ldmina propia
observdandose, ademds, un ligero aumento de las células caliciformes. La colitis difusa
se caracteriza por la presencia de un proceso inflamatorio difuso de células
mononucleadas, donde existe, ademds, una disminucién en el nimero de células

caliciformes y un aumento del mimero de células intraepiteliales (Van der Gaag, 1988).

En la colitis hipertréfica se observa un amplio engrosamiento de la mucosa,
debido al aumento de longitud de las criptas de Lieberkiihn. También existe un mayor
numero de células caliciformes y una infiltracién difusa de células mononucleadas en la

ldmina propia, que termina en una fibrosis (Van der Gaag, 1988).

La colitis atrdfica se caracteriza por presentar una disminucion en el grosor de

la mucosa, con criptas de menor longitud, una disminucién en el nimero de células
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caliciformes, una mayor basofilia en el epitelio de revestimiento, un incremento en el
ndmero de células indiferenciadas del drea basal de las criptas de Lieberkiihn, una

infiltracién difusa de células mononucleadas en la 1dmina propia y una ligera fibrosis
(Barker et al., 1993).

* La colitis granulomatosa estd incluida como parte de la enteritis regional, que
es ulcerativa y transmural (Burrows y Sherding, 1992; Strombeck y Guilford, 1991;
Barker et al., 1993 y Leib y Matz 1995).

Los sintomas son una diarrea muco-sanguinolenta, perdida de peso, tenesmo (si
esta afectada la dltima porcién) y a veces vomitos. Los animales estan delgados, con

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

Macroscépicamente se observa un engrosamiento granulomatoso de la mucosa,
con zonas de estrechamiento de la luz. L.a mucosa aparece hiperémica, plegada, friable

y a veces ulcerada (Sherding y Burrows, 1992).

Histoldgicamente se observan ulceras y un gran ndmero de linfocitos, células
plasmdticas y macrdéfagos o células gigantes en todas las capas del colon. La submucosa
aparece engrosada debido a la existencia de un tejido de granulacion compuesto por

macréfagos (Simpson y Else, 1991) y células muitinucleadas gigantes (Fletcher, 1978).

La hiperplasia 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 eosinofilica es una inflamacién granulomatosa (Van der Gaag, 1988;
Leib y Matz 1995) donde aparece un gran mimero de eosindfilos (Simpson y Else, 1991),
algunos macrofagos, células mononucleadas y pocas células multinucleadas (Van der
Gaag, 1988), ademds de neutréfilos y fibroblastos (Hall, 1967 citado por Ethinger,
1995). Se observa en asociacion con una inflamacion eosinofilica del intestino delgado
y del estémago (Barker et al., 1993). Esta localizada fundamentalmente en 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 estd relacionado con la actividad y
severidad de la lesiéon (Barker et al., 1993)

Su etiologia es desconocida y su sintoma mds relevante, ademds de una diarrea

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

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

engrosamiento de la mucosa.

Histolégicamente las gldndulas del colon se presentan, en algunas zonas,
atrofiadas con un menor nimero de células caliciformes, y un incremento en el nimero
de células epiteliales inmaduras con figuras mitéticas (imagen de una colitis atréfica).
Otras dreas, sin embargo, muestran una hipertrofia de las gldndulas, con un claro
aumento en el mimero de células caliciformes (colitis hipertréfica). Los vasos sanguineos
de la mucosa y subserosa estdn aumentados en nimero y didmetro, observandose zonas
de necrosis y trombos. La muscular de la mucosa estd infiltrada en algunas zonas por
eosindfilos, y la capa muscular circular aparece severamente afectada, con degeneracién
y fragmentacién de fibras musculares, hemorragias y numerosos eosinofilos (Van der
Gaag, 1988)

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

subserosa hemorragia y edema junto a una fibrosis (Quigley y Henry, 1981).

* La colitis histiocitica ulcerativa fue descrita por primera vez por Van
Kruiningen et al. en 1965. Es una colitis cronica ulcerativa transmural caracterizada por
presentar gran mimero de macrofagos con grdnulos PAS positivos, localizados en la
mucosa profunda submucosa y ganglios linfaticos (Barker et al., 1993). Se observa en
animales jévenes, de raza boxer (Van der Gaag, 1988). En otras razas solo se ha descrito
en un animal de raza french bulidog (Van der Gaag et al., 1978). También se la conoce
con el nombre de colitis granulomatosa, colitis histiocitica o colitis del boxer (Leib y

Matz 1995).
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Los sintomas son diarrea, muco-sanguinolenta y tenesmo, cuando la regién
afectada es la porcién terminal del intestino grueso (Hall et al., 1994). Estos sintomas no
distinguen esta enfermedad de otras colitis idiopdticas (Bush, 1985), aunque la
inapetencia y la perdida de peso, que se observa en los casos severos de ésta, son un

sintoma poco frecuente en las demds.

Macroscépicamente se observa una mucosa friable y engrosada con hiperemia,

edema y ulceraciones (Regnier y Delverdier, 1988; Hall et al., 1994).

Histolégicamente se caracteriza por presentar uha perdida del epitelio de
revestimiento, junto a un infiltrado de células plasmaticas, linfocitos, neutrofilos y
fundamentalmente histiocitos PAS positivos, localizados principalmente entre la base de
las criptas de Lieberkiihn y la muscular de la mucosa, en la submucosa (Van Kruiningen,
1975) y en los ganglios (Barker et al., 1993). En estados mds avanzados se ven células
epitelioides y células gigantes transmurales (Strombeck y Guilford, 1991).

La mucosa aparece hipercelular y en la ldmina propia se observan células
linforeticulares, plasmocitos, mastocitos y algunos neutrdfilos (Leib y Matz 1995). El
epitelio de revestimiento se degenera y aparecen ulceras (Russell et al., 1971) como
lesién secundaria al proceso inflamatorio originado por los macréfagos, los cuales
provocan la distensién de la submucosa (Van Kruiningen et al., 1965; Strombeck y
Guilford, 1991). Con microscopia electrénica se observa en el epitelio dilataciones de los
espacios intercelulares y cambios degenerativos de las células epiteliales, desapareciendo
la membrana basal y observindose la migracién de neutréfilos a la luz intestinal (Leib
y Matz 1995). Las gldndulas suelen aparecer cortas con un epitelio hiperpldsico (Barker
et al., 1993).

Si el proceso inflamatorio es transmural el prondstico de la enfermedad es poco

favorable (Van der Gaag, 1988; van Kruiningen y Hayden, 1972).

Existen autores que relacionan esta enfermedad con la enfermedad de Whipple del

hombre y la enfermedad de Jones de los rumiantes, originadas por una bacteria y una
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mycobacteria respectivamente. Hasta el momento en ésta no se ha identificado ningin
agente en particular (Hall et al., 1994). Parece ser que un defecto de las enzimas
lisosomales de los macréfagos, origina una incapacidad para completar los procesos de
degradacion de las membranas fosfolipidicas, aunque esta disfuncion no se produce en
ningtin otro lugar del organismo (Gomez et al., 1977), ni en otras razas de perros (Barker
et al., 1993).

* La colitis ulcerativa es un proceso en el que se observan erosiones y un
infiltrado inflamatorio con perdida de las criptas, en la zona de las dlceras (Van der

Gaag, 1988). Es una lesién infrecuente (Barker et al., 1993).

Se han descrito colitis ulcerativa producidas por Entamoeba Histolytica, y colitis

transmural granulomatosa por histoplasmosis (Barker et al., 1993).

La mucosa presenta zonas de edema e infiltracién celular. Las depresiones que
se observan pueden ser puntuales o superiores a varios centimetros. Los ganglios
linfaticos estdn aumentados de tamarfio y edematosos. Al igual que en la colitis histiocitica
ulcerativa, si la inflamacion es transmural el prondstico es grave (Van Kruiningen y

Hayden, 1972). No se observan histiocitos PAS positivos (Leib y Matz 1995).

Los procesos inflamatorios que aparecen con mayor frecuencia son la colitis
atréfica, la difusa y la histiocitica, mientras que, las ulcerativas superficiales y las

eosindfilas sélo se ven ocasionalmente (Van der Gaag, 1988).

En muchas ocasiones los distintos tipos de procesos inflamatorios no son unicos

sino que aparecen combinados, 1o que dificulta su clasificacién (Van der Gaag, 1988).
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2.2. LEISHMANIOSIS INTESTINAL

2.2.1. LEISHMANIOSIS VISCERAL HUMANA

En el hombre la leishmaniosis es una enfermedad crénica febril que afecta a las
células del sistema mononuclear fagocitario y tiene como resultado la aparicién de

hepatoesplenomegalia y anemia (Daneshbod, 1972).

La manifestacién patolégica mds importante de la leishmaniosis visceral es la
supresion especifica de la inmunidad celular, que permite, la propagacién y
multiplicacion incontrolada del pardsito y conduce a la aparicion de complicaciones
(Rezai et al., 1977) y a la exacerbacion de la respuesta humoral con un incremento de

IgM e IgG especificas (Ghose et al., 1980).

2.2.1.1, CUADRO CLINICO

La leishmaniosis visceral en el hombre, también conocida como Kala-azar, es una
enfermedad que cursa con multiples sintomas, aunque, en ocasiones, €stos pueden no
existir (Panpiglione et al., 1974). Su presentacion varia pudiendo aparecer de forma
brusca con fiebre alta, epistaxis, tos seca tipo neumdnico, diarrea de tipo disentérico
(Kager, 1984; Quilici et al., 1989), todo esto precedido de una lesion cutdnea (OMS,
1990), o cursar, desde un principio, con fiebre no alta, anorexia, mialgias,
adelgazamiento y trastornos gastrointestinales (Quiles et al., 1979). En estados
avanzados la fiebre es mds elevada, continua e irregular, acentudndose los trastornos
gastrointestinales (diarrea o estrefiimiento, a veces vomitos) y presentando fa piel un

aspecto palido y seco (Pumarola, 1987).

Es caracteristico el marcado aumento de volumen del abdomen que se debe al
aumento de tamafio del bazo y del higado y que junto al adelgazamiento y las adenopatias

son consideradas como signos patognoménicos (OMS, 1990),
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La prevalencia de la diarrea oscila entre 5% (Sati, 1952; Mengesta y Abuhoy,
1978) al 26% (Maru, 1979; Hashemi-Nasab y Zadehshirazi, 1980) y puede ser severa
y ocasionalmente fatal (Sati, 1952) con una mortalidad del 70-90% (Soulsby, 1987).

La pérdida de peso e hipoalbuminemia que aparecen no estd relacionada con el
apetito, que suele ser normal, y es debida a una aiteracién de la funcién intestinal

(Muigai et al., 1983).

2.2.1.2, ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

La afectacion intestinal por leishmanias en el curso del kala-azar es un hecho poco
referido y estudiado, debido a que se pensaba que éste sdlo se afectaba ocasionalmente,
aunque en 1917 Laveran ya demostrd la propagacidn al intestino, en el hombre y en
animales de experimentacidn, en estados avanzados de la enfermedad. Los escasos
articulos sobre el tema demuestran, ingquivocamente, la presencia de leishmanias en la
mucosa intestinal (Muigai et al., 1983; Serrao et al., 1986; Gaspar Alonso-Vega et al.,
1990}, pudiendo incluso dar lugar a ciertos grados de mala absorcién que explican, en

parte, la pérdida de peso caracteristica de la enfermedad (Muigai et al., 1983).

L.a mayoria de los autores coinciden en destacar el intestino delgado como la
porcion intestinal mds afectada (Daneshbod, 1972; Ravisse 1978), sobre todo el yeyuno
(Perry, 1922; Meleney, 1925 y Muigai et al., 1983) mientras que el intestino grueso
presenta inicamente una suave colitis no especifica (Daneshbod, 1972) o bien una ligera

afectacidn a nivel del ileon, el ciego, el apéndice y el colon (Meleney, 1925).

A la lesién que aparece en el intestino se la denomina inflamacién ulcerativa
difteroide, caracterizada por la formacién de falsas membranas de la mucosa intestinal,
mostrando una parasitacién e infiltracién celular, hiperemia, y ulceracién. (Perry, 1922;
y Veress et al., 1974).
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Histoldgicamente las vellosidades aparecen distendidas y cargadas de macréfagos
parasitados, (Franco, 1922; Chadli y Philippe, 1961; Andrade y Andrade, 1966; Muigai
et al., 1983 y Pumarola, 1987) con un moderado acortamiento (Daneshbod, 1972) y en
ocasiones edematosas (Veress et al., 1974). La ldmina propia presenta un infiltrado
inflamatorio crénico compuesto fundamentalmente por macréfagos, algunos de los cuales
tienen un material granular PAS positivo, células plasmdticas (Andrade y Andrade, 1966)

y un moderado nimero de linfocitos (Muigai et al., 1983).

El epitelioc de revestimiento puede presentar una tumefaccidn citoplasmadtica
(Andrade y Andrade, 1966). Se observan células intraepiteliales tanto en zonas de
parasitacién como en zonas no parasitadas (Muigai et al., 1983). En ocasiones se
evidencian ulceraciones (Pumarola, 1987) y zonas necréticas recubiertas por un exudado
rico en fibrina (Veress et al., 1974), lo que produce mala absorcion y adelgazamiento
(Pumarola, 1987). Para Perry (1922), éstas tlceras pueden favorecer la salida de

leishmanias al exterior y el contagio a otros individuos.

Las placas de Peyer y los foliculos linfoides presentan una marcada hiperplasia
(Chadli y Philippe, 1961; y Mauel y Behin, 1982). En pacientes terminales se observa

atrofia o escasez de centros germinales (Veress et al., 1977).

La submucosa estd menos afectada que la ldmina propia, pero presenta una ligera
inflamacién crénica (Daneshbod, 1972) en donde se observan, principalmente, linfocitos
y células plasmdticas (Muigai et al., 1983). La capa muscular y la serosa no muestran
alteraciones (Daneshbod, 1972).

Los capilares sanguineos y linfiticos aparecen rodeados de macréfagos con
leishmanias que dificultan el drenaje linfdtico e impiden la absorcidn (Muigai et al.,
1983). Se observa, ademds, vasculitis, con formacién de fibrina y proliferacién de la
intima y edema subendotelial, ademds de una hialinosis y necrosis fibrinoide en arterias
pequerias. Debido a la excesiva cantidad de antigenos, se forman inmunocomplejos que

muestran positividad frente a IgG e IgA y se localizan en las células endoteliales, en la
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capa media y en el espacio perivascular (Veress y El Hassan, 1986). El endotelio
parasitado produce, ademds de estas alteraciones, una coagulacién intravascular

diseminada (Pumarola, 1987).

Al no ser una enfermedad frecuente en el hombre, hay que hacer un diagndstico
diferencial con algunas enfermedades con las que se puede confundir como son: el
linfoma de Hodgkin o no Hodgkin, la leucemia, la sarcoidosis y la tuberculosis. En
algunos casos también con la endocarditis bacteriana, con la brucelosis, con las fiebres
tifoideas, 1a malaria y la tripanosomiasis 0 equistosomiasis hepatoesplénica (Kager,
1985). Sdlo en un caso debido a la inmunosupresién ha sido confundida con VIH (De la
Loma et al., 1985 en Longstaffe 1986).

La diarrea puede deberse a parasitosis intestinal y ulceraciones o bien a una
enteritis secundaria. En fases avanzadas, son frecuentes las infecciones interrecurrentes,

neumonicas, disentéricas e incluso tuberculosis (OMS, 1990).
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2.2.2. LEISHMANIOSIS CANINA

La primera descripcion de la leishmaniosis como enfermedad que afecta al perro

fue descrita por Nicolle y Compte en 1908,

Se ha demostrado que el sacrificio de perros infectados en dreas hiperendémicas
de Brasil estd relacionado con el descenso en la prevalencia de esta enfermedad en el
hombre (Alencar, 1961), observandose lo mismo en China (Zhi-biao, 1988). Estos
resultados sugieren que los perros infectados representan un reservorio importante en la
transmision de esta enfermedad al hombre (Abranches et al., 1991), caracterizada en los
perros por presentar una distribucién visceral del pardsito (bazo, médula, higado y
ganglios linfiticos) seguido de una masiva invasién de 1a piel por macrofagos parasitados
(Bettini y Gradoni, 1986).

La sintomatologia que presentan estos animales es similar a la descrita en el
hombre (Soulsby, 1987; Bettini y Gradoni, 1986) y, por ello, representan un buen
modelo experimental para el estudio de la leishmaniosis humana (Abranches et al.,
1991). Los hallazgos mds frecuentes son la existencia de inmunocomplejos circulantes,
autoanticuerpos € hipergammaglobulinemia (Vitu et al., 1973; Brandonisio et al., 1985).
El nimero de células T y su funcidn en los perros infectados es reducida comparindola
con los perros normales (Brandonisio et al., 1989) y los monocitos parecen tener una
menor capacidad de fagocitar (Brandonisio et al., 1986). Esta disminucién de la
capacidad de fagocitar es debida a los factores séricos producidos en la leishmaniosis
(Brandonisio et al., 1986).

Experimentalmente se ha demostrado que los amastigotes de leishmania son mds
infectantes que los promastigotes (Dubrevil et al., 1990; Abranches et al., 1991). Los
perros inoculados intravenosamente con amastigotes muestran muchos de los sintomas

observados en la leishmaniosis crénica canina (Abranches et al., 1991).

En estudios epidemioldgicos el 50-60% de los perros seropositivos presentan

biopsias tisulares negativas cuando se tifien con Giemsa, observdndose amastigotes
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positivos cuando se utiliza hibridacién con cadenas de ADN del quinetoplasto (Evans et
al., 1990). Estos animales seropositivos "sin pardsitos” son animales asintomdticos de los
cuales el 30 o 40% eventualmente presentan una infeccidn activa (Pozio et al., 1981).
Esta dicotomia se cree que es debida a causas genéticas y al estado nutricional e
inmunitario del hospedador. También se piensa que influye las inoculaciones repetidas
de promastigotes por parte del vector, factores propios de estos mosquitos vectores y la

virulencia parasitaria de la Leishmania (Abranches et al., 1991).

2.2.2.1. CUADRO CLINICO

El examen sistémico de los perros con leishmaniosis muestra una gran variabilidad

de sintomas debido al estado de inmunosupresién del animal.

Los sintomas generales observados son aiteracién del estado general (Kontos y
Koutinas, 1993) con disminucién de la actividad fisica, debilidad y somnolencia
(Slappendel, 1988). Es frecuente también encontrar hipertermia (Spreng, 1993) y una
marcada atrofia muscular localizada principalmente en los misculos de la cara
{temporales) (Anderson et al.,1980; Turrel y Pool, 1982; Longstaffe et al., 1983). En
estos animales también se observan frecuentemente adinamia y cojeras (Binldseil et al.,
1985) que tienen como origen diversos tipos de procesos que afectan a las extremidades
como son: las polimiositis (Kontos y Koutinas, 1993), las alteraciones dseas que aparecen
debida a la proliferacién periostial (Turrel y Pool, 1982), la existencia de focos de
ostedlisis (Cairo y Font, 1991), la hiperplasia vellosa de las membranas sinoviales
(Lennox et al., 1972) y la poliartritis (Simpson et al., 1982; Cairo y Font, 1991; Konto
y Koutinas, 1993) que se forma por depdsitos de inmunocomplejos (Spreng, 1993). Este
depdsito de inmunocomplejos se observa también en otros drganos. Asi en los vasos
sanguineos origina una vasculitis {(Pumarola et al., 1991; Veress y El Hassan, 1986;
Bravo et al., 1993), a veces con depdsito de amiloide (Corbeil et al., 1976), en los 0jos

produce panoftalmitis, ceguera (Bravo et al., 1993), asi como blefaritis,
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queratoconjuntivitis y uveitis (Roze, 1986; Slappendel, 1988; Gonzdlez y Puchol 1989),
y en el rifién provoca un fallo renal ya que produce una glomerulonefritis membrano-
proliferativa crénica (Castafio et al.,1990; Ferrer et al., 1991; Font et al., 1993), siendo
ésta la principal causa de muerte en esta enfermedad (Kontos y Koutinas, 1993). En este
Organo estd descrito también un caso de depdsito de sustancia amiloide (George et al.,

1976), hecho que se ha observado ocasionalmente en el kala-azar (Corbeil et al., 1976).

El 90% de los animales, ademds, presentan diferentes tipos de lesiones en piel
(Slappendel y Greene, 1990) como son la alopecia sistémica y descamaciones, las
dermatosis ulcerativas, la enfermedad nodular generalizada (Rigal et al., 1983) y la
dermatitis pustular (Ferrer et al., 1988). La forma mds frecuente es la dermatitis
exfoliativa localizada alrededor de los ojos, nariz y boca (Kontos y Koutinas, 1993;
Koutinas et al., 1993). La inflamacién de la matriz ungueal produce el crecimiento
exagerado de las ufias (ornicogriposis) (Slappendel, 1988) y un 10% de los animales

presentan epistaxis (Yamaguchi et al., 1983; Slappendel, 1988; Ferrer, 1992).

Los ganglios periféricos y el bazo suelen aparecer aumentados de tamafio (Rafyi
et al., 1968; Cabassu et al., 1988; Lennox et al., 1972; Anosa e Idown, 1983) siendo un
signo constante en esta enfermedad (Lennox et al.,1972; Tryphona et al., 1977,
Rodriguez et al., 1981). El higado también puede estar aumentado de volumen (Turrel
y Pool, 1982; Bettini y Gradoni, 1986) debido a la existencia de una hepatitis cronica
(Gonzdlez et al., 1988) que presenta un proceso inflamatorio granulomatoso de moderado

a severo (Binhazim et al., 1993).

La alteracién mds constante es la disproteinemia caracterizada por un aumento de
las proteinas séricas totales (Keenan et al., 1984; Cabassu et al., 1988; Groulade, 1988;
Slappendel, 1988; Ceci et al., 1989).

Se observa una hipoalbuminemia producida en las fases tardfas por la pérdida
renal de proteinas como consecuencia de la alteracién renal. La hiperglobulinemia se

produce en respuesta a la hiperestimulacién de los linfocitos B (Ceci et al., 1989). Existe
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también un incremento de la fraccion beta y gamma particularmente de 1gG e IgM
(Groulaude, 1988; Bizzeti et al., 1989)

En el curso de esta enfermedad, la sintomatologia digestiva no es constante pero,
cuando aparece, el signo mds frecuente es una diarrea cronica, tipica de intestino grueso
(Anosa e Idowu, 1983; Longstaffe y Guy, 1985 y 1986; Slappendel, 1988; Gonzilez et
al., 1990; Ferrer et al., 1991; Cairo y Font, 1991), caracterizada porque la frecuencia
estd aumentada, es de escaso volumen, presenta tenesmo y las heces estan semiformadas
y tienen moco (Gonzdlez et al., 1990). Suelen ser diarreas intermitentes (Corbeil et al.,
1976) y algunas veces son hemorrdgicas, dando lugar a heces con melena (Muscarella et
al., 1981; Rodriguez et al., 1981; Cabassu et al., 1988; Cairo y Font, 1991) produciendo
en el animal una llamativa perdida de peso (Corbeil et al., 1976; Thryphonas et al.,
1977; Rodriguez et al., 1981; Simpson et al., 1982; Turrel y Pool, 1982; Longstaffe et
al., 1983; Slappendel., 1988). En ocasiones se ha descrito una afectacion del estémago

que origina una gastritis hemorrégica (Dedet, 1970; Anosa e Idowu, 1983).

Otras manifestaciones digestivas, que pueden acompanar a esta enfermedad, son
la anorexia (Corbeil et al., 1976; Thryphonas et al., 1977; Slappendel, 1988), el apetito
variable, (Muscarella et al., 1981; Longstaffe et al., 1983) que varfa de anoréxico
(Slappendel y Greene, 1990) a voraz (Slappendel, 1988; Kontos y Koutinas, 1993), la
relajacion del abdomen (Rodriguez et al., 1981) y en algunos casos incluso voémitos

(Thryphonas et al., 1977) y polifagia (Slappendel, 1988).

La ausencia de otro tipo de sintomas no quiere decir que el resto de los drganos
no estén afectados, asi se han visto pardsitos en el pulmén (Anderson et al., 1980;
Rodriguez et al., 1981; Swenson et al., 1988), meninges (Longstaffe et al., 1983),
testiculos (Rodriguez et al., 1981; Pizarro et al., 1989; Cairo y Font, 1991), glindulas
adrenales (Ferrer et al., 1991), pancreas (Ferrer, 1991; Rollan 1994) y médula dsea
(George et al., 1976; Ferrer et al,, 1991).
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2.2.2.2. ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

Son pocas las descripciones que se conocen relativas a las alteraciones en el
intestino de los perros diagnosticados de leishmaniosis, tanto en la infeccion natural
(Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Tryphonas et al., 1977; Anderson et ai., 1980;
Muscarella et al., 1981; Rodriguez et al., 1981; Longstaffe et al., 1983; Anosa e Idown,
1983; Longstaffe y Guy, 1985 y 1986; Macri et al., 1987; Ferrer et al., 1988, Cairoy
Font, 1991; Ferrer et al., 1991), como en la experimental (Keenan, et al., 1984;
Gonzdlez et al., 1990). Ademads, se ha observado que no existe relacién entre el nimero
de pardsitos encontrados con la severidad de las lesiones y/o sintomas (Pampiglione et
al., 1974), ni con el titulo de anticuerpos que presentan (Keenan, et al., 1984; Broderson
et al., 1986).

Macroscopicamente la serosa puede presentar una coloracién pdlida (Rodriguez
et al., 1981) y es muy llamativa la lesién que aparece a nivel de la mucosa, la cual
presenta un engrosamiento (Huss y Ethinger, 1992) que, en ocasiones, tiene las
caracteristicas de una enteritis seromucosa, fibrinosa, hemorrigica (Rodriguez et al.,
1981), o bien edematosa presentando un exudado catarral (Muscarella et al., 1981) que
puede Ilegar a presentarse incluso de forma asociada dando una gastroenteritis catarral
y hemorrdgica (Macri et al., 1987). En ocasiones también se evidencian ilceras
localizadas en el estémago, intestino delgado y colon (Slappendel y Greene, 1990) y
zonas de peritonitis {Boero, 1974).

Histolégicamente la principal caracteristica es la presencia de macréfagos
cargados de leishmanias (Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Anderson et al., 1980;
Longstaffe et al., 1983; Keenan et al., 1984; Longstaffe y Guy 1985 y 1986, Ferrer et
al., 1988; Gonzdlez et al., 1990), localizados en la lamina propia de la mucosa
(Longstaffe et al., 1983) y en la submucosa (Anderson et al., 1980; Gonzilez et al.,
1990; Ferrer et al., 1991), tanto del intestino delgado (Lennox et al., 1972; Anderson
et al., 1980 Keenan et al., 1984), como del intestino grueso (Anderson et al., 1980;
Keenan et al., 1984; Gonzdlez et al., 1990; Ferrer et al., 1991). Estos macréfagos
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aparecen acompafados de células plasmaticas (Lennox et al., 1972; Longstaffe et al.,
1983; Keenan et al., 1984; Longstaffe y Guy, 1985; Gonzdlez et al., 1990; Ferrer ¢t al.,
1991), linfocitos (Lennox et al., 1972; Keenan et al., 1984; Longstaffe y Guy, 1985;
Gonzdlez et al., 1990; Ferrer et al., 1991}, algunos eosindfilos (Keenan et al., 1984;
Gonzdlez et al., 1990) y escasos neutréfilos (Gonzélez et al., 1990; Ferrer et al., 1991).

En el intestino delgado las vellosidades estdn hiperpldsicas (Lennox et al., 1972;
Keenan et al., 1984) y presentan un gran ndimero de macrdéfagos, cargados de
leishmanias, que se localizan, fundamentalmente, en el extremo apical de ésta, dando
lugar a pequefios focos de necrosis (Boero, 1974). La muscular de la mucosa y la
submucosa también aparecen afectadas (Ferrer et al.,1991) y los vasos sanguineos de la
submucosa y de la capa mucosa presentan una vasculitis (Pumarola et al., 1991).
Mientras que, en otros 6rganos, se ha demostrado la existencia de un deposito amiloide
(George et al., 1976), en el caso del intestino del perro esto no estd descrito, si bien si

se ha encontrado en estudios experimentales con cricetos (Gonzdlez et al., 1986).

El tejido linfoide asociado al intestino delgado y grueso presenta, una hiperplasia
de las placas de Peyer (del yeyuno, ileon y ciego) las cuales aparecen con un gran centro
germinal, repleto de un gran nimero de linfoblastos, figuras mitdticas, células
plasmdticas con evidentes cuerpos de Russell, macréfagos repletos de material de desecho
y alrededor un estrecho anillo de linfocitos pequefios y medianos, que es indicativo de
una respuesta activada de células B (Keenan et al., 1984) y una reduccién de linfocitos
en las dreas de las células T (Weissman et al., 1978; Slappendel, 1988). Estos cambios
estdn relacionados con el aumento de y globulinas, observado clinicamente (Rezai et al.,
1978).

Las lesiones multifocales granulomatosas originan una enteritis granulomatosa

(Longstaffe et al., 1983; Cairo y Font, 1991) o diseminada (Longstaffe y Guy, 1986).

El intestino grueso presenta en la mucosa una degeneracion del epitelio de

revestimiento, con erosiones en la parte mds superficial y una disminucion en el niimero
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de las criptas (Gonzdlez et al., 1990) las cuales, a veces, estdn hiperémicas (Ferrer et al.,
1991).

En todos los casos en los que la lesidn afecta sélo al intestino grueso, el proceso
tiene una imagen de inflamacion crénica difusa, denominada colitis erosiva (Gonzdlez et
al., 1990), o colitis ulcerativa, que presenta una inflamacién granulomatosa de la mucosa
intestinal, la cual, aparece con numerosos pardsitos (Ferrer, 1992) y que puede ser
confundida con una colitis linfocitico-plasmocitica 0 con una histiocitica ulcerativa

(Ferrer, 1991).
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Material y métodos

3.1. ANIMALES

Para la realizacién de este experimento, basado en el estudio de las lesiones
intestinales en el curso de la infeccidn experimental por Leishmania infantum, hemos
utilizado ocho perros de raza beagle, de los cuales €l 50% eran machos y el otro 50%
hembras. Su edad, al comienzo del experimento, era de dos meses. Estos animales
procedian de un animalario privado dedicado a la cria de animales para la

experimentacion (Biocenter, Barcelona).

Se establecié un periodo de observacién y adaptacién de dos meses, durante el
cual se signié un programa standard de vacunacién. Asi, los perros que previamente
habfan sido desparasitados frente a vermes gastrointestinales, fueron vacunados de

parvovirosis, moquillo, hepatitis y leptospirosis.

Los animales permanecieron en alojamientos individuales. La alimentacién
consistié en un pienso compuesto comercial para perros Lab. Canine Diet®; PANLAB

S.A. y el agua de bebida se suministré ad libitum.

3.2. MATERIAL INFECTANTE E INOCULACION

3.2.1. INOCULO

El indculo se preparé mediante un homogeneizado, en una solucidn isoténica de
CINa al 0,9%, de dos bazos de criceto dorado (Mesocricetus aurarus), infectados con
Leishmania infantum, cepa aislada de un perro previamente diagnosticado positivo a
leishmania (aislado FVM 1001 JL) y mantenida en nuestro iaboratorio mediante pases

sucesivos en cricetos.
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3.2.2, CANTIDAD INFECTANTE

El mimero total de pardsitos (NTP) del inéculo se determind utilizando el método
de Smrkowski y Larson (1977).

Esta valoracién fue estimada mediante la férmula siguiente:
NTP= (n° de amastigotes/n° de células nucleadas) x peso del érgano x 200.000

Esta relacion, n° de parasitos/ n° de células nucleadas, se obtuvo tan pronto como

uno de los recuentos alcanzé el valor de mil.

3.2.3. INOCULACION DE LOS GRUPOS DE ANIMALES

La inoculacién se llevé a cabo a los cuatro meses de edad, utilizando el método

que se describe a continuacion (tabla 3.1):

- grupo A: formado por tres animales que fueron inoculados intraperitonealmente con 5

ml de material infectante con una concentracién de 2x10° amastigotes.

- grupo B: constituido por tres animales a los que se les administré por via intravenosa

5 ml del inéculo a una concentracién de 5x10° amastigotes.

- grupo C (control): formado por dos perros que recibieron uno por via intraperitoneal

y al otro por via intravenosa, 5 ml de un homogeneizado de bazo de un criceto sano.
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e ———+] ——
GRUPO PERRO SEXO | VIADE - NUMERO DE DIAS DE
{INOCULACION | AMASTIGOTES /5 | SACRIFICIO
. B ml PE INOCULO

1 macho intraperitoneal 2x 108 109

A 2 macho intraperitoneal 2x 10° 433

3 hembra intraperitoneal 2x 10} 592

4 hembra intravenosa 5x 10 109

B 5 macho intravenosa 5x 10° 171

6 hembra | intravenosa _ 5x 10° 334

C 7 macho intraperitoneal - 210

{control} 8 hembra intravenosa --- 600

Tabla 3.1: modelo experimental.

3.3. SEGUIMIENTO CLINICO

Estos perros fueron controlados mediante un exhaustivo seguimiento clinico con
el fin de evaluar la enfermedad, desde el momento de su inoculacién hasta el dfa del
sacrificio. Se les sometio a un examen diario y una exploracion fisica cada dos semanas,
obteniendo muestras de sangre 14 dias antes de su inoculacién y posteriormente cada dos
semanas incluyendo el dia del sacrificio. Estas muestras se congelaron a menos veinte
grados centigrados hasta el momento de determinar el titulo sérico de anticuerpos anti-

Leishmania infantum.

Se realizé un perfil bioquimico que comprendia: proteinas totales, urea,
creatinina, bilirrubina total, alanina aminotransferasa (ALT) y y-glutamiltransferasa
(GGT).

La tasa de anticuerpos anti-Leishmania infantum se determind mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI), empleando como antigeno promastigotes de

Leishmania infantum, de acuerdo con la técnica descrita por Tesouro (1984).

68




Material y métodos

Las proteinas totales se valoraron por refractometria y los restantes parimetros
del perfil bioquimico se determinaron, mediantc métodos de quimica seca con

espectrofotometria de reflexién (Reflotron®, Boehringer Mannheim).

3.4. SACRIFICIO Y TOMA DE MUESTRAS

Los perros se sacrificaron periédicamente, segin la tabla 3.1, mediante inyeccién
intravenosa de 200 mg / kg p. v. de pentobarbital sddico (Eutal-Lender®, Normon S.A.)
realizando la necropsia, inmediatamente después del sacrificio de los mismos, de una

manera ordenada, completa y sistemdtica, segin la técnica convencional.

Inmediatamente después de la realizacion de la necropsia, se tomaron muestras
de los distintos tramos de intestino delgado (duodeno, yeyuno e fleon) y de intestino

grueso (ciego, colon y recto).

Para el estudio con microscopia Gptica se obtuvieron muestras con un grosor
aproximado de 0,5 x 1 x | cm y para el estudio ultraestructural se tomaron muestras con

un tamafio mucho mds reducido, aproximadamente de 1 mm de espesor.

3.5. PROCESADO DE MUESTRAS

3.5.1. FIJACION

Las piezas destinadas a microscopia éptica se fijaron en formol al 10% en Buffer

fosfato salino (P.B.S.) durante 24 horas, a temperatura ambiente.

L.as muestras para microscopia electrénica se fijaron en Buffer-Millonig
Glutaraldehido al 3%, durante 2 horas a 4° C. Después se realizaron varios lavados en

tampoén Millonig Ph 7,3 permaneciendo alli durante 24 horas. Posteriormente, se
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retallaron en pequeiios cubos de 1 mm de arista y se procedié a realizar una postfijacion

en tetréxido de osmio al 1%, segiin la técnica convencional.

3.5.2. INCLUSION

Para microscopia dptica las piezas se incluyeron en parafina sintética "Histosec®
pastillas Merk", con punto de fusién entre 56°C y 57°C, utilizdndose un procesador
automadtico de tejidos, Sandon-ELLiot, modelo Bench SCE O 400, con un programa de

cambios automdticos de alcoholes etilicos de creciente graduacion y bencenos.

Una vez finalizado este proceso se realizaron los bloques en una unidad formadora
de bloques, consola Tissue-Tek (dispensador de parafina, consola térmica y crioconsola),

Miles Scientific.

Para microscopia electrénica las muestras se deshidrataron en una bateria de
alcoholes crecientes. Posteriormente se realizaron dos lavados en 6xido de propileno, uno
en 6xido de propileno-Epon en proporcién 1/1 y finalmente se incluyeron en epoxi Epon

812, segln la técnica convencional.

3.5.3. OBTENCION DE CORTES

Los cortes para microscopia éptica se obtuvieron con un microtomo de rotacién
Minot LEITZ 1516, siendo el grosor de los mismos de 5 micras. Seguidamente se
Hevaron a un baifio de agua a 37°C y fueron montados sobre portaobjetos tratados con

poli-L-Lisina Agarosa (MN:4,000-15,000 Sigma Chemical Company).

Para microscopia electrénica se realizaron cortes semifinos de 1-2 um de grosor,

en un ultramicrotomo modelc LKB III y cortes ultrafinos de un grosor entre 40-50 nm,
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3.5.4. TINCION

Para microscopia dptica las secciones se desparafinaron en xilol e hidrataron en

una serie decreciente de alcoholes.
Como métodos de tincién generales se emplearon las técnicas de:
~ Hematoxilina-eosina
- Método de Gallego (IV variante)
- Método de Masson
- Método de PAS (reaccién Schiff-dcido periddico).

Después de colorear las preparaciones se deshidrataron en una serie creciente de

alcoholes y se montaron con medio de montaje (DPX®, Nustain).

Se realizé un estudio inmunocitoquimico para la identificacién y distribucién de
diferentes tipos celulares utilizando las técnicas de IFI y PAP (peroxidasa-antiperoxidasa)

a) [nmunofluorescencia indirecta. En esta técnica hemos seguido el método de

Coons et al. {1955), visualizando la reaccidn mediante suero anti-IgG de conejo

preparado en cabra y conjugado con fluoresceina (Nordia labs.).

b) Peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). Para la realizacion de esta técnica hemos

seguido el método de Sternberger (1979), visualizando la reaccién final mediante 3-3-
Diamino-bencidine tetrachloride (Sigma Immuno Chemicals D5903), utilizando como
tincién de contraste la hematoxilina de Harris. A continuacién pasamos a detallar los

pasos principales de esta técnica:

1. Desparafinado y rehidratacion de las muestras
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. Inhibicién de la peroxidasa enddgena mediante una solucién de perdxido de hidrégeno
3% en P.B.S.(Buffer fosfato salino con Ph=7,2), durante 30 minutos a temperatura

ambiente.
. Lavado en PBS 5 minutos, 3 veces.

. Blogueo de la tincidn inespecifica de fondo, con suero normal de cerdo (Dakopatts
901) durante 30 minutos a temperatura ambiente. La dilucién de trabajo empleada fue
1/30.

. Incubacion con el anticuerpo primario correspondiente, durante 18-24 horasa 4°C a

una dilucién previamente determinada.
. Lavado en PBS 5 minutos, 3 veces.

. Incubacidn con la capa puente: suero anti-inmunoglobulina de conejo obtenida en
cerdo  (Dakopatts Z196) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Dilucién de

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

. Incubacién con el complejo PAP, obtenido en conejo (Dakopatts Z113), durante 30

minutos a temperatura ambiente. Dilucién de trabajo 1/64.

10. Lavado en PBS, 5 minutos, 3 veces.

11. Revelado con D.A.B. (3,3-diamino-bencidine tetrachloride, SIGMA Inmuno

Chemicals D5905) a temperatura ambiente y en tiempos variables.

12. Lavado en agua corriente durante 10 minutos,

13. Tincién de contraste con hematoxilina, lavado, deshidratacién y montaje.

Se emplearon tanto controles positivos como negativos:
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’ Controles positivos: IgA, 1gG, IgM y CD, con ganglio de perro

. Controles negativos; omisién de la primera capa.
Sueros Diluciones
I —_
Anticuerpos primarios:
Sugero anti-IgG de perro, obtenido en conejo (ICN Immunobiologicals n® 65-117) 1:100
Suero anti-IgA de perro, abtenido en congjo (ICN Immunobiologicals n° 64-372) 1:100
Suero anti-IgM de perro, obtenido en concjo (ICN Immuncbiclogicals n® 64-371) 1:100
Suero anti-células T ¢d3 humano, obtenido en conegjo (DAKO n® A452) (*) 1:100
Suero bloqueante, puente y complejo en técnica de PAP:
Suero normal de cerdo (Dukopatts n® X901) 1:30

Suero ant-IgG de conejo obtenido n cerdo (Dakopats n® Z196)

—

(100

Complejo peroxidasa-antiperoxidasa {PAFP) obtendo en congjo (Dakopatts n°® Z113) 1:64

Tabia 3.2: Anticu;pos y diluciones empleados.

(*) cuando utilizamos este suero se realizé una digestion ‘previa con pronasa al 0,1 %

durante 10 minutos, antes de la incubacién con el suero normal de cerdo.

Para microscopia electrdnica los cortes semifinos utilizados como controles

fueron coloreados mediante el método de azul de metileno.

Los cortes ultrafinos fueron contrastados con citrato de plomo y acetato de

uranilo.

73



Material y métodas

3.6. OBSERVACION DE LAS PREPARACIONES

Para el estudio de estas preparaciones hemos utilizado un microscopio dptico
modelo Orthoplan de Leitz con epifluorescencia y dotado de una cdmara fotogrifica
Orthomat.

El microscopio electrénico utilizado fue el modelo Jeol Jem 100 B de 80 Kv del

servicio de microscopia electronica de la Facultad de Veterinaria de Madrid.

3.7. ICONOGRAFIAS

Las fotos macroscopicas se realizaron con una maquina Reflex modelo Minolta

y con luz artificial Osram tipo Nitraphot s (250 w.).

Las electronografias fueron obtenidas mediante un sistema fotografico con placas

de 6,5-9 cm. y pelicula rigida AGFA, especial para microscopia electrdnica.

3.8. ESTUDIO CUANTITATIVO

Para el estudio cuantitativo de los distintos tipos inmunorreactivos de células
plasmadticas realizamos cortes seriados de 5 um. El recuento lo realizamos mediante un
ocular reticulado Olympus WHK 10X/20L previamente calibrado para el objetivo de 40X

mediante un micrémetro Leitz, de 2 mm con intervalos de 0,001 mm.

En nuestro caso la reticula nos define 4 zonas de 0,1 mm de longitud y 0,1 mm

de ancho.

La zona apical (A) comprendfa desde el epitelio de revestimiento hasta 0.1 mm

de profundidad en la ldmina propia de la mucosa. La zona subapical (B) era la porcién
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contigua a la anterior con las mismas medidas. La 32 zona se correspondia con la zona
media de la mucosa (C). Por ultimo la zona basal (D) comprendfa desde 1a muscular de

la mucosa hasta 0,1 mm por encima de esta.

Cada recuento lo realizamos un minimo de 8 veces en cada una de las zonas
escogiendo siempre las zonas de mayor densidad celular. En ningin caso valoramos las

zonas que presentan algiin artefacto o adyacentes a las formaciones linfoides.

El andlisis estadistico lo realizamos mediante €l test de Friedman ejecutado con
el programa BMDP 3S. Este test asigna rangos para cada porcién del intestino
ordendndolos de 1 a 8 teniendo en cuenta su valor en el recuento de las distintas
inmunoglobulinas. Si el sumatorio de rangos no estaba dentro de una distribucién normal

se realizaron comparaciones pareadas en los distintos perros.

3.9. CLASIFICACION DE LAS LESIONES

Las lesiones observadas las clasificamos basdndonos en las alteraciones que vimos
en la mucosa en tres grados: leves, moderadas y severas. Para ello valoramos, el
infiltrado celular, la presencia y grado de cambio en el epitelio de revestimiento, las
alteraciones en la arquitectura de las vellosidades y de las criptas, y el grado de

parasitacion.

Consideramos un grado leve cuando el proceso inflamatorio era discreto y difuso

COn escasa parasitacion.

El grado moderado consistfa en un proceso inflamatorio difuso y moderado de
células inflamatorias y presentaba una mayor parasitacion. En este caso, las vellosidades
mostraban un ligero acortamiento y una mayor separacién entre las bases de las criptas

y la muscular de la mucosa.
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El grado severo consistia en una infiltracién severa y difusa de la lamina propia,
junto a formaciones de aspecto granulomatoso. Se observaba acortamiento de las
vellosidades y perdida del epitelio de revestimiento. Las criptas estaban en menor nimero

y aparecian colapsadas.
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Resultados

La presentacion de los resultados se va a realizar de la siguiente manera: en
primer lugar, se detallard de manera conjunta la evolucién clinica de estos animales.
Posteriormente se describirdn las imagenes observadas en los animales del grupo control
y a continuacién, de forma individualizada, se sefialardn los aspectos macroscopicos y
las lesiones histoldgicas, ultraestructurales e inmunocitoquimicas observadas en los
distintos grupos de animales 1noculados experimentalmente, siguiendo el orden de
sacrificio. Para ello comenzaremos con las lesiones observadas en el intestino delgado
de los animales inoculados por via intraperitoneal y, posteriormente, de los inoculados
por via intravenosa. Asi mismo, a continuacion, se detallardn las lesiones del intestino

grueso utilizando el mismo esquema.
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4.1. ASPECTO CLINICO

Los animales inoculados presentaron a partir de los 55-83 dfas post-inoculacién,
un aumento progresivo de las proteinas séricas totales, llegando a alcanzar, en los

animales de los dos grupos, valores mayores o iguales a 8 g/dl entre los 109 y 139 dias.

l.os perros que mantuvimos durante mds tiempo infectados, presentaron
variaciones de las proteinas totales que, o bien se observaban dentro de unos valores
elevados (8-10 g/dl) hasta el momento del sacrificio (perro 3), bien se mantuvieron
estabies (perro 6), o presentaron oscilaciones moderadas (perro 2) disminuyendo uno o

dos meses antes de la eutanasia.

Entre los 55-97 dias post-inoculacién todos los animales fueron seropositivos

(fluorescencia visible a un titulo mayor 1/100).

Durante todo el periodo experimental los anticuerpos permanecieron elevados.
Cuando los animales se sacrificaron sus titulos variaban de 1/1.600 a 1/6.400. La tasa

de anticuerpos estaba relacionada con la concentracién de proteinas séricas totales.

Los restantes pardmetros bioquimicos no presentaron alteraciones significativas

ni en los perros infectados ni en los animales control.

En ningiin caso se observaron lesiones cutdneas. La lesion mds evidente fue, una
marcada linfadenomegalia generalizada, que aparecié entre los 83 dias (perro 4) y los 125

dias (perro 2) post-inoculacién y que permanecié constante durante todo el estudio.

Entre los 350 (subgrupo A) y 275 (subgrupo B) dfas post-infeccidn, los perros
comenzaron a desarrollar una diarrea que si bien al principio cursé de modo intermitente,
mds tarde se hizo continua. Las caracteristicas de esta diarrea se correspondian con las
propias de intestino grueso (fig. 1): heces semiformadas, que a veces pasaban a ser
liquidas con mucosidad y sangre fresca, aumento de la frecuencia pero con escaso

volumen de heces en cada defecacidn y presencia de tenesmo,
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Los animales sacrificados en las fases finales entre los 334-592 dias presentaron

un adelgazamiento muy marcado (fig. 2).

Los perros control permanecieron clinicamente sanos a lo largo de todo el

experimento.
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4.2. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL INTESTINO
DELGADO

4.2.1. GRUPO CONTROL (perros 7 y 8)

Los animales pertenecientes a este grupo no mostraron alteraciones en el

transcurso del experimento.

4,2.1.1, Duodeno (control)

Histoldgicamente la mucosa presentaba un epitelio de revestimiento cilindrico
simple con algunas células caliciformes, que disminufan en mimero hacia la zona apical

de las vellosidades, y algunos linfocitos que emigraban hacia la luz intestinal.

La ldmina propia estaba integrada por un tejido conjuntivo laxo con un mimero
variable de células libres: células plasmdticas, linfocitos y algunos neutrdfilos. Este tejido
rodeaba a las gldndulas o criptas de Lieberkiihn, que estaban formadas por distintos tipos
de células: las células enteroendocrinas y las células indiferenciadas, siendo éstas ultimas

columnares con un elevado mimero de mitosis.

La zona central de las vellosidades presentaba un vaso linfitico y un discreto
corddn de muisculo liso. Entre la base de las criptas y la muscular de la mucosa el tejido

conjuntivo era escaso y mas denso.

Mediante el estudio inmunocitoquimico pudimos observar la inmunorreaccién de
las céluias plasmaticas a las inmunoglobulinas IgA, IgG e IgM (tabla 4.4.4). Las células
plasmdticas mds numerosas en esta porcion del intestino eran positivas a IgA,
localizdndose en mayor proporcion en la zona subapical de las vellosidades y media de

la mucosa, disminuyendo hacia la zona basal y apical de la mucosa (tabla 4.4.1). El
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nimero de células positivas a [gM fue escaso, predominando fundamentalmente en la
zona media de la mucosa entre las gldndulas de Lieberkiihn (tabla 4.4.3.). Las células
positivas a IgG se distribuyeron de igual forma que las células positivas a IgA, pero en
menor nimero (tabla 4.4.2). Los linfocitos T se localizaban fundamentalmente en la
porcidn apical de las vellosidades, aunque también aparecfan, en escasa cantidad, en la

zona basal de 1a mucosa.

También encontramos inmunorreaccién positiva a IgA y a IgG en las células del
epitelio de revestimiento a lo largo de todo el intestino, y en ocasiones a IgM, aunque
para esta (ltima la inmunorreaccion era mayor en algunas de las células de las criptas de
Lieberkithn, Asi mismo observamos una intensa positividad frente a IgG en toda la

ldmina propia de la mucosa y en menor cantidad a IgA.

La muscular de la mucosa presentaba dos capas bien definidas de musculatura lisa

una interna circular y otra externa longitudinal.

La submucosa mostraba un tejido conjuntivo moderadamente denso. En esta zona
del intestino se observaban las gldndulas de Brunner de tipo mucoso y el plexo nervioso
de Meissner. Se observaban formaciones linfoides aisladas que presentaban forma de pera
y amplias zonas interfoliculares. Estas formaciones estaban constituidas por una
moderada clipula que presentaban invaginaciones intrafoliculares del epitelio de la cipula,
una corona bien delimitada, y un centro germinal en el que se distinguian dos zonas, una
clara central constituida por linfoblastos, células dendriticas y macréfagos y una zona
oscura periférica sobre todo en la zona basal no muy amplia que tenia linfocitos y

linfoblastos.

Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos que la cilipula presentaba un
predominio de células positivas a 1gG y pocas positivas a IgA y a IgM. Los centros
germinales, en 1a zona clara, tenian alguna célula positiva a IgG. Los linfocitos T eran
numerosos en las dreas interfoliculares, su nimero era moderado en la clipula, en la

corona y en la zona clara del centro germinal y escasos en la zona oscura periférica.
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La capa muscular era muy gruesa y estaba formada por tres capas de haces lisos:
una interna oblicua, la intermedia circular y la mds externa longitudinal. Entre estas dos

ultimas se localizaba el plexo nervioso muscular o de Auerbach.

La serosa estaba constituida por una estrecha banda de tejido conjuntivo laxo.

4.2.1.2. Yeyuno (control)

La estructura era similar a la descrita anteriormente en el duodeno. En la mucosa
las vellosidades eran algo mds estrechas y escasas. La lamina propia presentaba el mismo

tipo de células anteriormente descrito.

El estudio inmunocitoquimico nos demostré que las células plasmaticas de la
ldmina propia eran en su mayoria positivas a IgA (tabla 4.4.4), localizdndose en mayor
ndimero en la porcién media de la vellosidad y media de la mucosa, disminuyendo de
forma paulatina hasta la zona basal donde eran escasas (tabla 4.4.1). En menor nimero,
pero con la misma distribucién, se observaron células positivas a IgG (tabla 4.4.2). Los
plasmocitos positivos a IgM aparecieron en menor cantidad y fundamentalmente
distribuidos desde la zona media a la zona basal de la mucosa (tabla 4.4.3). Los linfocitos
T tenian la distribucién anteriormente sefialada, predominando en las porciones apicales

de las vellosidades.

La submucosa presentaba nddulos linfoides que se extendian hasta la mucosa. Las
células inmunoreactivas en estas formaciones eran escasas, encontrando tan solo discreta
positividad frente a IgG en la zona clara de algunos centros germinales y en la zona

periférica de algunos nédulos.
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4.2.1.3. Ileon (control)

La mucosa se caracterizaba por presentar un epitelio con un mayor niimero de

c¢élulas caliciformes que en las porciones anteriores.

En la 14mina propia las células inmunoreactivas a [gA eran las mds abundantes
y se distribufan igual que en las porciones anteriores, aunque en menor cantidad,
observiandose un mayor nimero en la zona subapical de la vellosidad y disminuyendo
hacia la zona basal de la mucosa (tabla 4.4.1). Igual distribucién presentaban las células
positivas a IgG stendo éstas mds escasas (tabla 4.4.2). Los plasmocitos positivos a IgM
eran mucho menos abundantes, localizindose fundamentalmente en la zona media (tabla
4.4.3). Asi mismo encontramos una fuerte inmunorreaccion frente a IgM en algunas de
las células de las criptas. Los linfocitos T predominaban en la zona apical de las

vellosidades igual que en las dos porciones anteriores.

En esta localizacidon del intestino delgado los nddulos linfoides confluian
formando grandes formaciones linfoides o placas de Peyer que ocupaban parte de la
mucosa y de la submucosa. En el epitelio de revestimiento de estas formaciones eran

escasas o inexistentes las células caliciformes.

El tejido linfoide se distribufa en tres zonas: unas ctpulas bien desarrolladas
compuestas por linfocitos y macréfagos, las zonas interfoliculares muy marcadas con
presencia de linfocitos T y los foliculos linfoides en los que se distinguia una amplia zona
central llamada centro germinal y una corona oscura que la rodeaba con linfocitos T. El
centro germinal a su vez estaba constituido por dos zonas, una clara central donde
observdbamos fundamentalmente linfoblastos, algunos macréfagos y algunas células

dendriticas y una zona oscura basal compuesta por linfocitos pequefios y linfoblastos.

Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos c¢omo la cupula de estas
formaciones presentaban fundamentalmente en las zonas més proximas al epitelio de

revestimiento células inmunorreactivas a IgG y algunas a IgA. Algunos de los centros

84



Resultados
germinales de estas formaciones presentaban de 6 a 38 células con llamativos cuerpos de
Russell inmunoreactivos a IgG, aunque también observamos algin centro germinal con

cuerpos de Russell positivos a IgM. Los linfocitos T también aparecian en la zona de la

corona y en la zona oscura de los centros germinales.

Las capas musculares aumentaban de grosor cuando se aproximaban a la zona del

esfinter ileocecal.
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4.2.2. GRUPO A. INTRAPERITONEAL

4.2.2.1. PERRO N°1

El aspecto macroscépico de las distintas porciones del intestino delgado no

mostraba alteraciones con respecto al grupo de los animales control.

4.2,2.1.1. Duodeno (1)

La capa mucosa presentaba un epitelio de revestimiento cilindrico simple sin
alteraciones de interés. En la ldmina propia se observaba un leve infiltrado inflamatorio
compuesto por células plasmdticas, linfocitos y algunos macréfagos que se localizaban
fundamentalmente en la porcién apical de las vellosidades y entre las formaciones
glandulares, sin llegar a la zona basal. Algunos de los macréfagos, localizados en la zona

apical de las vellosidades, tenfan entre 1 y 5 amastigotes de Leishmania en su citoplasma.

Mediante el estudio inmunocitoquimico se observé que las células plasmadticas
positivas a IgA e IgG eran las mds abundantes en las zonas subapical, media y basal de
la mucosa (tablas 4.4.1 y 4.4.2). En las zonas media y basal se localizaban las células
positivas a IgM (en menor cantidad que las positivas IgA e IgG) (tabla 4.4.3). Los

linfocitos T se observan de forma mds abundante en la porcidn apical de las vellosidades.

La submucosa presentaba un leve infiltrado inflamatorio compuesto por el mismo

tipo de células que en la ldmina propia de la mucosa.

Los foliculos linfoides aislados, que se observaban entre la mucosa y la
submucosa, tenian una cipula amplia similar a los perros control. La corona estaba bien

delimitada y el centro germinal era amplio presentando una gran zona clara compuesta
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por linfoblastos, células dendriticas, algunas células en mitosis y restos celulares, y una
zona oscura basal mds evidente que en los animales control, constituida por linfocitos y

linfoblastos.

Mediante ¢l estudio inmunocitoquimico observamos algunas células positivas a
IgA e IgM en la zona oscura de los centros germinales y en la corona, mientras que en
la cipula existia un claro predominio de células positivas a IgG y en menor nimero a
IgA. Los linfocitos T se localizaban fundamentalmente en las zonas interfoliculares y

corona y en menor cantidad en la cipula y la zona clara del centro germinal.

El resto de las capas muscular y serosa no presentaban alteraciones.

4.2.2.1.2. Yeyuno (1)

La mucosa mostraba una imagen similar al duodeno con un epitelio de
revestimiento sin alteraciones. La ldmina propia mostraba un ligero infiltrado
inflamatorio de células plasmaticas, linfocitos y macréfagos, que se extendia desde las
vellosidades hasta 1a zona basal préxima a la muscular de la mucosa. Pocos macréfagos
con escaso numero de pardsitos (de 1 a 5) se localizaban fundamentalmente en las

porciones apicales de las vellosidades.

El estudio inmunocitoquimico nos mostré un mayor nimero de células
inmunorreactivas a IgA localizadas fundamentalmente en la zona media de la mucosa,
que disminufan hacia la porcién apical y profunda (tabla 4.4.1). Las células positivas a
IgM estaban en menor nimero y tenian una localizacién parecida a las células positivas
a IgA. No encontramos ninguna célula positiva a IgM en la porcién apical de las
vellosidades, aunque si observamos positividad en algunas de las células de las criptas
proximas a la zona basal (tabla 4.4.3). Las células positivas a IgG las localizamos en

mayor proporcién en la zona subapical de las vellosidades (tabla 4.4.2),
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Entre las capas mucosa y submucosa se observaron escasos foliculos linfoides de
gran tamano. En la cupula, por debajo del epitelio de revestimiento, se observaban
muchas células positivas a IgG, algunas positivas a IgA y escasas a IgM. La periferia de
los centros germinales se apreciaban algunas células positivas a IgA, mientras que en las

zonas claras de dichos centros germinales se veian células positivas a IgM y a IgG.

L a distribucién de los linfocitos T era similar a Ia descrita anteriormente en el

duodeno.

4.2.2.1.3. Ileon (1)

La ldmina propia presentaba un proceso inflamatorio ligero, similar al de las dos
porciones anteriormente estudiadas. Este infiltrado mostraba un discreto aumento en el
nimero de macréfagos parasitados y algunos neutréfilos que se localizaban en la zona
basal de la mucosa, entre la muscular de la mucosa y las criptas. Estas tltimas no

mostraban ninguna alteracion digna de resefiar.

La distribucién de inmunoglobulinas era similar a los tramos anteriores,
predominando las células positivas a IgA en la zona subapical y media (tabla 4.4.1), y
en menor nimero las células positivas a IgG e IgM que se distribufan por toda la ldmina
propia (tablas 4.4.2 y 4.4.3). No observamos en las muestras analizadas células positivas
a IgM en el extremo apical de las vellosidades (tabla 4.4.3). Las zonas basal y apical

presentaban una ligera infiltracidn de linfocitos T..

En fa submucosa se observé un leve infiltrado inflamatorio compuesto por las
¢élulas anteriormente citadas. En los foliculos linfoides se diferenciaban una zona clara
central muy amplia compuesta por linfoblastos, algunos linfocitos maduros y diversas
mitosis y una zona oscura mds difusa y poco celular. La corona, que separaba el centro
germinal de la ciipula, estaba poco delimitada. En la cipula existia un predominio de

células positivas a IgG y en menor cantidad a IgA e IgM. Los centros germinales
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presentaban numerosos cuerpos de Russell positivos a IgG e IgM. Las dreas
interfoliculares, y en menor cantidad la cipula y la corona, eran los lugares de

asentamiento de los linfocitos T (fig. 3).
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4.2.2.2. PERRO N°2

Macroscépicamente no se ha observado alteraciones en ninguna porcion del

intestino delgado.

4.2.2.2.1. DUODENO (2)

Histoldgicamente el epitelio de revestimiento no mostraba alteraciones, aunque

si observamos un aumento discreto en el mimero de linfocitos intraepiteliales.

La lamina propia de la mucosa presentabé un proceso inflamatorio moderado
compuesto por linfocitos, células plasmdticas y macréfagos a veces parasitados. Algunos
macréfagos presentaban en su citoplasma de 5 a 15 vacuolas, en cuyo interior, mediante
microscopia electrénica, pudimos observar la morfologia caracteristica de los amastigotes
de Leishmania (fig. 4). Este infiltrado se distribuia en el extremo apical de las
vellosidades originando un discreto engrosamiento a este nivel, entre las formaciones
glandulares, y en la zona basal de la mucosa distanciando la muscular de la mucosa de

la base de las gldndulas.

La distribucién de inmunoglobulinas era similar al perro n®1, siendo las células
inmunorreactivas a IgA las més abundantes en la l4mina propia de la mucosa. Estas se
localizaban fundamentalmente en la zona media de la mucosa, entre las formaciones
glandulares, lugar donde predominaba el proceso inflamatorio (tabla 4.4.1). Las células
positivas a IgM eran escasas. Los plasmocitos positivos a IgG se distribufan de forma
similar a los anteriores y en menor cantidad los positivos a IgM (tabla 4.4.3).
Observamos cierta positividad a las distintas inmunoglobulinas en el epitelio de
revestimiento, sin embargo, s6lo mostraron positividad a IgM algunas de las células
basales de las criptas. Los linfocitos T predominaban en las porciones apicales de las

vellosidades (fig. 5), observandose algunos en la zona basal.
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La infiltracién inflamatoria de la submucosa era muy discreta localizdndose
préxima a los vasos y a las terminaciones nerviosas. El infiltrado celular estaba
constituido por linfocitos, macréfagos y células plasmdticas que en su mayoria eran

positivas a IgG.

Los ndédulos linfoides mostraban una discreta involucién presentando menor
tamafio que en los animales control. Estas formaciones linfoides estaban cubiertas por
unas ctpulas pequefias. Los centros germinales tenfan un tamaiio reducido con una zona
clara escasa, una zona oscura discretamente aumentada de grosor con un aumento de

linfocitos y una corona poco delimitada.

Sélo observamos inmunorreaccién positiva frente a IgG en algunas de las células
de las cipulas. Los linfocitos T se distribuian en las dreas interfoliculares y en menor

cantidad en la cipula y la zona oscura del centro germinal.

4.2.2.2.2. Yeyuno (2)

Histol6gicamente no observamos diferencias con respecto al duodeno aunque sf
se aprecié un mayor nimero de parasitos (entre 10 y 20) en algunos de los macrofagos

parasitados.

La distribucién de las células plasmdticas positivas a las distintas
inmunoglobulinas y la presencia de linfocitos T era también similar a la observada en
las distintas zonas de 1a mucosa del duodeno, aunque su mimero era inferior (tablas

4.4.1,4.42,4.43y4.44).
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4.2.2.2.3. Ileon (2)

El epitelio superficial de revestimiento y €l epitelio glandular, no presentaron
procesos degenerativos ni alteraciones de las microvellosidades. La mucosa mostrd un
proceso inflamatorio moderado constituido por linfocitos T, células plasmdticas y
macréfagos parasitados (fig. 6). Este infiltrado se localizé fundamentalmente en la lamina
propia del extremo apical de la vellosidad y en la zona basal de la mucosa, separando
ampliamente la base de las criptas de la capa muscular de la mucosa. Algunas de las
células plasmdticas presentaron los tipicos cuerpos de Russell 2 modo de formaciones
esferoidaies u ovaladas homogéneas y aciddfilas. Ultraestructuralmente, las células con

cuerpos de Russell presentaron dilataciones del reticulo endopldsmico rugoso (fig. 7).

En ocasiones, el proceso inflamatorio llegaba a infiltrar las fibras musculares de
la muscular de la mucosa. El nimero de pardsitos era superior al de las porciones

anteriores observindose de 15 a 25 amastigotes en las zonas de mayor infiltracion celular.

Los plasmocitos inmunorreactivos predominantes eran los positivos a IgG y en
menor nimero a IgA, y ocupaban la zona media de la mucosa (tablas 4.4.1, 4.4.2 y
4.4.4), Las células plasmdticas positivas a IgA se localizaban en las porciones
subapicales de las vellosidades (tabla 4.4.1) junto a los linfocitos T. Las células positivas
a IgM eran escasas, localizdndose fundamentalmente en la zona media y basal de la

mucosa (tabla 4.4.3),

La submucosa presentaba un infiltrado inflamatorio de leve a moderado,
compuesto por el mismo tipc de células que en la mucosa. Las formaciones linfoides
aparecfan disminuidas de tamafio y presentaban unas ctpulas pequefias. Los centros
germinales tenian una zona oscura de gran tamafio que se extendia por los laterales de las
zonas claras llegando hasta la muscular de la mucosa y contactando con los contiguos,
llegando incluse a confundirse. La zona clara de los centros germinales estaba muy

reducida de tamafio con predominio de células dendriticas y escasos linfoblastos.
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Ultraestructuraimente observamos un aumento de linfocitos entre algunos linfoblastos

(fig. 8).

Mediante las técnicas inmunocitoquimicas pudimos comprobar como las células
positivas a IgG eran las mds abundantes en las clipulas, aunque también se vieron algunas
positivas a IgA e IgM en menor cantidad. Las zonas interfoliculares estaban poco
desarrolladas, confundi¢ndose con el proceso inflamatorio. En estas zonas se observaron

algunos linfocitos T.
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4.2.2.3. PERRO N°3

Macroscdpicamente, el intestino delgado de este animal presentaba un

engrosamiento y enrojecimiento difuso de la pared (fig. 9).

4.2.2.3.1. Duodeno (3)

El epitelio de revestimiento no mostraba alteraciones, si bien el de las glindulas
presentd una ligera degeneracion de su citoplasma apareciendo éste discretamente
vacuolizado. La ldmina propia de la mucosa presentaba una infiltracidn difusa severa,
constituida por células plasmdticas, linfocitos, algunos neutrdfilos, un elevado nimero
de macréfagos muy parasitados, y células gigantes multinucleadas con tres o mds nicleos
que contenian numerosas leishmanias (20-30) en su interior. Estas células inflamatorias
se encontraban en toda la mucosa, presentando en las porciones apicales de las
vellosidades una distribucién granulomatosa que originaban un aumento de grosor en esta
zona. Estos granulomas estaban compuestos por macréfagos parasitados en la zona
central, rodeados de plasmocitos y linfocitos T. En la zona media de la mucosa el

infiltrado se localizaba entre las criptas y se extendia hasta la zona basal de [a mucosa.

Mediante el estudio inmunocitoquimico se comprobé que las células plasmadticas
que formaban parte de las formaciones granulomatosas, presentaban mayor positividad
a IgA (fig. 10). En la zona media de la mucosa la inmunorreactividad era discretamente
predominante a IgG (4.4.2) y en menor mimero a IgA (tabla 4.4.1) e IgM (tabla 4.4.3).
La zona basal desde la base de las criptas hasta la muscular de la mucosa tenia un mayor
predominio de células positivas a IgG (tabla 4.4.2). Los linfocitos T eran mds numerosos

en el extremo apical de la vellosidad y en la zona basal de la mucosa.

La submucosa presentaba un infiltrado inflamatorio que variaba de moderado a
severo dependiendo de la zona, y se localizaba, fundamentalmente en las zonas menos

profundas. Estaba constituido por linfocitos, macréfagos y células plasmadticas que eran
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mayoritariamente positivas a IgG aunque también se encontraron algunas positivas a [gA

e IgM. También se observd la presencia de algunas células gigantes (fig. [1).

Los nédulos linfoides mostraban una gran involucién llegando incluso a
confundirse con el infiltrado inflamatorio de la mucosa. Los centros germinales
presentaron un mayor desarrollo de la zona oscura con numerosos linfocitos y una
disminucién de la zona clara donde se apreciaron algunas células dendriticas y linfocitos.
Las células positivas a las distintas inmunoglobulinas eran escasas observiandose algunas
positivas a IgA e IgG. Los linfocitos T eran poco numerosos en las dreas interfoliculares,

observindose en mayor mimero en ¢l infiltrado de la submucosa (fig. 12).

4.2.2.3.2. Yeyuno (3)

En el estudio estructural de esta porcion del intestino delgado, los epitelios de
revestimiento y glandular presentaban las mismas caracteristicas que en la porcidn

anterior.

La mucosa mostraba un infiltrado inflamatorio moderado constituido por células
plasmdticas, algunas con evidentes cuerpos de Russell, linfocitos, macréfagos y células
gigantes, con menor nimero de pardsitos que en el duodeno. En el extremo apical de las
vellosidades el proceso inflamatorio presentaba un aspecto granulomatoso, observandose
los macréfagos parasitados en la zona central rodeados, por células plasmdticas y
numerosos linfocitos T. Como consecuencia de esta disposicion la porcidn apical de las
vellosidades presentaba un mayor grosor. Estas formaciones granulomatosas también las
observamos en porciones mds profundas de la mucosa, entre las formaciones glandulares

e infiltrando la muscular de la mucosa.

Al realizar el estudio inmunocitoquimico encontramos la misma imagen que en
la porcion anterior (tabla 4.4.4). En las formaciones granulomatosas existia un

predominio de células plasmaticas positivas a IgA. El resto de la ldmina propia
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presentaba un mayor predominio de células inmunorreactivas a IgA en la zona media de
la mucosa (tabla 4.4.1). Las células positivas a IgM eran escasas y se localizaban en la
zona media (tabla 4.4.3), mientras que los plasmocitos positivos a IgG estaban en la zona
media y basal (tabla 4.4.2) en mayor proporcion que la IgM. Los linfocitos T se
localizaban, al igual que en las porciones anteriores, en las zonas apicales de las

vellosidades y en la zona basal de la mucosa.

La submucosa presentaba una infiltracién celular moderada y difusa compuesta

por plasmocitos, linfocitos y macréfagos parasitados.

4.2.2.3.3. Tleon (3)

Las lesiones histoldgicas observadas en esta porcion eran similares a las
anteriores. La mucosa presentaba un proceso inflamatorio severo compuesto por el
mismo tipo de células ya citado en las otras porciones. Estas células se distribufan en la
zona apical de las vellosidades, donde presentaban un aspecto granulomatoso, en la zona
media separando las formaciones glandulares y en la zona basal separando las gldndulas

de la muscular de 1a mucosa.

Mediante las técnicas inmunocitoquimicas observamos en la zona media y basal
de la mucosa, un predominio de células positivas a 1gG (tabla 4.4.2). Las células
positivas a IgA, en menor nimero (tabla 4.4.1), se distribuian de igual manera que las
IgG vy las positivas a IgM fueron mds escasas (tabla 4.4.3). Los granulomas presentaron
un claro predominio de células positivas a IgA, asi como de células positivas a IgG, en
mayor nimero que en las porciones anteriores. Los linfocitos T predominaron en las
porciones apicales de las vellosidades aunque también se observaron en la zona basal de

la mucosa y en la submucosa.
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La submucosa, al igual que en el duodeno y yeyuno, mostraba un proceso
inflamatorio moderado localizado fundamentalmente en las zonas préximas a las

formaciones linfoides.

Los nédulos linfoides eran de pequefio tamafio en comparacion con los de los
animales control (fig. 13). Las cupulas, escasamente desarrolladas, presentaron algunas
células positivas a IgG y en menor cantidad a IgA e IgM. En los centros germinales
existfa un predominio de linfocitos. Las formaciones linfoides presentaban linfocitos T
en los espacios interfoliculares e, incluso, ocupando pricticamente nddulos enteros, a

excepcién de la zona clara central de los centros germinales.
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4.2.3. GRUPO B. INTRAVENOSO
4.2.2.4. PERRO N°4

El aspecto macroscépico del intestino delgado de este animal fue normal.

4.2.2.4.1. Duodeno )

En el estudio microscdpico, las lesiones observadas en la mucosa eran semejantes
a las descritas en el perro n°l. No se evidenciaban alteractones en el epitelio de
revestimiento ni en el epitelio de las formaciones glandulares. El infiltrado inflamatorio
era leve y estaba compuesto por el mismo tipo de células, con algunos plasmocitos que
presentaban cuerpos de Russell (fig. 14). La localizacién de este infiltrado era mads
marcada en la zona apical de las vellosidades y entre las formaciones glandulares. La
parasitacién era también escasa, observdndose de 5 a 10 amastigotes en las zonas de

mayor infiltracién celular.

Mediante las técnicas inmunocitoquimicas comprobamos como las células
inmunorreactivas a IgA predominaban en la zona media y basal de las vellosidades (tabla
4.4.1). Igual distribucidn tenfan las células positivas a IgG (tabla 4.4.2). Las células
positivas a IgM eran escasas en toda la mucosa, observandose un ligero aumento en la
zona media (tabla 4.4.3). Los linfocitos T predominaron en la zona apical de las

vellosidades.

4.2.2.4.2. Yeyuno (4)

Se observaron alteraciones similares a las descritas en la porcion anterior. No

presentaba modificaciones en el epitelio de revestimiento ni en el epitelio glandular. El
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infiltrado inflamatorio era leve y estaba compuesto por las mismas células descritas

anteriormente.

La distribucién de las inmunoglobulinas era similar al duodeno, su nimero era
menor, localizdndose las células positivas a IgA en la zona media de la mucosa y
disminuyendo hacia las zonas basal y apical (tabla 4.4.1). Los plasmocitos positivos a
IgM eran mds abundantes en la porcion media (tabla 4.4.3). Las positivas a IgG también
eran escasas predominando en la zona apical y subapical (tabla 4.4.2). Los linfocitos T

presentaron un patrén de distribucién similar a la porcién anterior.

La submucosa no mostro alteraciones.

4.2.2.4.3. Ileon (4)

Mediante el estudio microscdpico observamos un proceso inflamatorio leve en la
mucosa, con el mismo tipo de células ya citado en las porciones anteriores. La imagen
coincidfa con el {leon del perro n°1 observandose un predominio de células inflamatorias
en las zonas apicales de las vellosidades y aumentando discretamente en la zona basal con
respecto a las porciones anteriores. La parasitacion fue leve observandose de 5 a 10

amastigotes en algunos de los macréfagos.

La presencia de células positivas a inmunoglobulinas IgA, IgG e IgM fue mds
significativa en la zona media y basal de la mucosa, predominando las IgA frente a IgG
e IgM (tablas 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3). Los linfocitos T aparecian en mayor cantidad en los

extremos de las vellosidades.

La submucosa no mostraba alteraciones y presentaba grandes formaciones
linfoides con amplias cupulas (fig. 15) donde existia un predominio de células positivas
a IgG, en la porcidn subepitelial, y en menor nimero a IgM e IgA. Algunos centros

germinales estaban muy desarrollados, con zonas claras amplias donde se observaron
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abundantes linfoblastos y mitosis y en ocasiones cuerpos de Russell positivos a IgG e
IgM. La zona oscura de los centros germinales era delgada y estaba formada

principalmente por linfocitos maduros, algunos de 10s cuales eran de tipo T.

160



Resultados

4.2,2,5. PERRO N°5

El intestino delgado no presenté cambios macroscopicos significativos,

4.2.2.5.1. Duodeno (5)

No encontramos alteraciones en el epitelio de revestimiento, si bien el epitelio
glandular presentd, en algunas de sus células, unas vacuolizaciones que originaron una

imagen quistica de estas criptas, con restos celulares en las luces.

La mucosa presentaba un proceso inflamatorio moderado compuesto por
linfocitos, células plasmdticas y macrdfagos. Su distribucion, en la zona basal, era difusa
separando ligeramente la base de las glandulas de la muscular de la mucosa que a veces
se encontraba infiltrada. En ocasiones se observo discretas dilataciones de los vasos
linfticos. La parasitacion no fue muy significativa apreciandose de 5 a 10 amastigotes

en las zonas de mayor infiltracién celular,

Mediante las técnicas inmunocitoquimicas observamos como las células positivas
a IgA predominaban en toda la mucosa, tanto en las porciones apicales y subapicales de
las vellosidades, como en la zona media y basal (tabla 4.4.1). Igual distribucién
presentaron las células positivas a IgG, siendo éstas algo mds escasas (tabla 4.4.2). La
presencia de células positivas a IgM fue mayor en la zona media de la mucosa (tabla
4.4.3). Los linfocitos T predominaron en las porciones apicales de las vellosidades y en

las zonas basales.

La submucosa mostré una inflamacién moderada con algunas células positivas
a IgA e IgG. Los nddulos linfoides eran grandes con una amplia cipula que presentaba
invaginaciones epiteliales de su epitelio y zonas de calcificacién, y otros pequefios

ocupados practicamente por linfocitos T. La corona, en los nédulos grandes, estaba bien
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delimitada y los centros germinales presentaron una zona clara discreta, con mezcla de

linfoblastos y linfocitos, y una zona oscura amplia de linfocitos.

Mediante las técnicas inmunocitoquimicas observamos en la cipula algunas
células positivas a IgA y en menor nimero a IgM. En los centros germinales eran escasas
las células inmunorreactivas. Las células positivas a IgG se observaron en la zona de la
corona y en la zona oscura de los centros germinales. Los linfocitos T se localizaron en
las zonas interfoliculares, y en menor cantidad en la cipula y en la zona clara de los

centros germinales.

4.2.2.5.2. Yeyuno (5)

El proceso inflamatorio era algo menor que el observado en el duodeno. El tipo
de células inflamatorias era similar, si bien se observé un menor mimero de macréfagos.
Su distribucién fue homogénea en toda la ldmina propia y la parasitacién escasa (10-20

amastigotes/célula).

El mimero de células positivas a IgA e IgG era menor que en la porcidn anterior,
predominando en la zona subapical y en la mitad de la mucosa (tablas 4.4.1 y 4.4.2). Las
células positivas a IgM se observaron en la zona media de la mucosa (tabla 4.4.3) aunque
en menor nimero que IgA e IgG. Los linfocitos T se encontraban en menor nimero y

se localizaban en la zona apical de las vellosidades.

No se observaban signos de inflamacién en la submucosa ni en el resto de las

capas.
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4.2.2.5.3. Ileon (5)

Microscdpicamente, observamos c6mo el proceso inflamatorio de la mucosa era
moderado, con la misma composicién celular y grado de parasitacion que en la porcién
anterior, no evidencidndose lesiones en el epitelio de revestimiento ni en el glandular.La
distribucion del proceso inflamatorio era similar a la porcién anterior, con discretas

formaciones granulomatosas en la zona apical de las vellosidades (fig. 16).

El nimero de células positivas a IgA e IgM era bajo (tablas 4.4.1 y 4.4.3),
observindose un considerable aumento de células positivas a IgG que se localizaban en
la zona media de la mucosa (fig. 17) (tabla 4.4.2). Los linfocitos T predominaban en la

porcidn apical de las vellosidades.

La submucosa presentaba una infiltracién celular leve compuesta por linfocitos,

células plasmdticas y macrdéfagos.

Los nédulos linfoides tenian un tamaiio similar a los de los animales control. Las
cipulas estaban bien desarrolladas. La corona linfocitaria y la zona oscura del centro
germinal estaban muy marcadas; la zona clara del centro germinal era algo mayor que

en los animales control, con menor densidad celular y un incremento de restos celulares.

El estudio inmunocitoquimico de estas formaciones nos mostré una escasa
positividad celular frente a IgA, un mayor mimero de células positivas a IgM e IgG. La
mayor inmunorreaccion frente a IgG se observaba en las células de las cuipulas. Las dreas
interfoliculares eran discretamente superiores a las de los animales control mostrando una

intensa reaccion frente a CD,.
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4.2.2.6. PERRO N°6

Las lesiones macroscopicas no fueron muy significativas, observindose un

engrosamiento moderado de la mucosa intestinal.

4.2.2.6.1. Duodeno (6)

El proceso inflamatorio era muy severo a nivel de la mucosa y submucosa, si bien
no se observaron lesiones en el epitelio de revestimiento. Este infiltrado estaba integrado
eran fundamentalmente c€lulas plasmdticas, y en menor nimero linfocitos, macréfagos
y células gigantes multinucieadas que se distribuian por toda la ldmina propia. En la
porcion apical de las vellosidades éste infiltrado se distribufa mostrando una imagen
granulomatosa con los macréfagos parasitados en la zona central, rodeados de linfocitos
y células plasmdticas y originando un engrosamiento del extremo apical de las
vellosidades. En el resto de la mucosa la infiltracién era difusa, separando las
formaciones glandulares en la zona media y distanciando la base de las criptas de la
muscular de la mucosa que, a veces aparecia invadida por células inflamatorias. La
parasitacion en este caso era mds severa, observdndose de 25 a 40 amastigotes/célula en
las zonas de mayor infiltracién celular e incluso en el interior de algunos de los

macroéfagos.

Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos como la inmunorreaccidn
frente a IgA era mayor en las células plasmdticas de la zona subapical de la mucosa (tabla
4.4.1). A lo largo de toda la mucosa el nimero de células positivas a IgG fue mayor en
este animal que en los anteriores con un predominio en la zona media (tabla 4.4.2). En
esta zona se encontraron también células positivas a IgM aunque en menor niimero (tabla
4.4.3). Las formaciones granulomatosas estaban compuestas por plasmocitos positivos
a IgA y linfocitos T, los cuales se localizaban sobre todo en el extremo apical de las

vellosidades (fig. 18) y, en menor cantidad, en la zona basal de la mucosa.
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4.2.2.6. PERRO N°6

Las lesiones macroscopicas no fueron muy significativas, observdndose un

engrosamiento moderado de Ia mucosa intestinal.

4.2.2.6.1, Duodeno (6)

El proceso inflamatorio era muy severo a nivel de la mucosa y submucosa, si bien
no se observaron lesiones en el epitelio de revestimiento. Este infiltrado estaba integrado
eran fundamentalmente células plasmaticas, y en menor nimero linfocitos, macréfagos
y células gigantes multinucleadas que se distribuian por toda la ldmina propia. En la
porcién apical de las vellosidades éste infiltrado se distribuia mostrando una imagen
granulomatosa con los macrofagos parasitados en la zona central, rodeados de linfocitos
y células plasmdticas y originando un engrosamiento del extremo apical de las
vellosidades. En el resto de la mucosa la infiltracién era difusa, separando las
formaciones glandulares en la zona media y distanciando la base de las criptas de la
muscular de la mucosa que, a veces aparecia invadida por células intlamatorias. La
parasitacién en este caso era mds severa, observandose de 25 a 40 amastigotes/célula en
las zonas de mayor infiltracién celular e incluso en el interior de algunos de los

macréfagos.

Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos como la inmunorreaccién
frente a IgA era mayor en las células plasmdticas de Ia zona subapical de la mucosa (tabla
4.4.1). A lo largo de toda la mucosa el mimero de células positivas a [gG fue mayor en
este animal que en los anteriores con un predominio en la zona media (tabla 4.4.2). En
esta zona se encontraron también células positivas a IgM aunque en menor nimero (tabla
4.4.3). Las formaciones granulomatosas estaban compuestas por plasmocitos positivos
a IgA vy linfocitos T, los cuales se localizaban sobre todo en el extremo apical de las

vellosidades (fig. 18) y, en menor cantidad, en la zona basal de la mucosa.
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La submucosa presentaba una severa infiltracion inflamatoria compuesta por el
mismo tipo de células que en la mucosa, con una mayor inmunorreaccion frente a IgA

y a IgG.

Los nddulos linfoides aparecian discretamente disminuidos de tamafio en
comparacion con los de los animales control, con una evidente desorganizacion, por lo
que era diffcil delimitar las distintas zonas. Las zonas interfoliculares llegaban a
confundirse con el proceso inflamatorio. La zona clara de los centros germinales
presentaba pocos linfoblastos y un aumento de linfocitos y de restos celulares. La zona

oscura era algo mds gruesa que en los animales control, con abundantes linfocitos.

En la ciipula se observaban calcificaciones junto a células positivas a IgG y en
menor nimero, a IgA e IgM. Los centros germinales tenian fundamentalmente células
positivas a IgG y escaso nimero de IgA. Los linfocitos T los observamos en las dreas

interfoliculares y formando parte del infiltrado inflamatorio de la submucosa.

4.2.2.6.2. Yeyuno (6)

Histolégicamente la mucosa mostraba un proceso inflamatorio similar al
observado en el duodeno. La zona apical de las vellosidades presentaba los macréfagos
parasitados en la zona central rodeados de linfocitos y de plasmocitos. En la zona media
el infiltrado inflamatorio originaba una gran separacidn entre las formaciones glandulares
que, a veces, incluso aparecian colapsadas y sin luz (fig. 19). En la zona basal de la
mucosa la infiltracién provocaba una gran separacién entre las gldndulas y la muscular

de la mucosa.

Mediante las técnicas inmunocitoquimicas observamos un predominio de células
inmunorreactivas frente a IgA en las zonas subapical y media (tabla 4.4.1). El nimero
de células positivas a IgM era escaso y se localizaban fundamentalmente en la zona media

(tabla 4.4.3). En la zona profunda encontramos preferentemente células positivas a IgA
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e IgG, siendo estas iltimas algo mds escasas (tabla 4.4.2). Las formaciones

granulomatosas estaban formadas por células positivas a IgA y linfocitos T.

La submucosa presentaba una infiltracién celular moderada con predominio de

células positivas a IgA y pocas IgG.

4.2.2.6.3. Ileon (6)

En el estudio histolégico de la mucosa no encontramos alteraciones en el epitelio
de revestimiento. El infiltrado inflamatorio era severo, distribuyéndose en la porcidn
apical de las vellosidades, entre las criptas y separando la muscular de la mucosa de las
formaciones glandulares. La parasitacidn era muy intensa, observindose de 20 a 40

leishmanias/célula en las zonas de mayor infiltracién celular.

El nimero de células positivas a IgA era menor con respecto al yeyuno aunque
su distribucién era similar, predominando en la zona subapical y media de las
vellosidades y disminuyendo hacia la porcidn apical y basal (tabla 4.4.1). Las células
positivas a IgG se observaban en grupos de 3 o 4 células en la zona media y basal (tabla
4.4.2). El mimero de células positivas a IgM en la mucosa era escaso, predominando en
la zona media y no observandose en la zona apical (tabla 4.4.3). Los linfocitos T se

localizaban en mayor cantidad en las porciones apicales y basales (fig. 20).

La submucosa presentaba un moderado proceso inflamatorio algo mds severo en
las zonas préximas a los nddulos linfoides observindose frecuentes células positivas a

IgA y mds escasas a IgM.

Las placas de Peyer eran mds pequefias que las de los animales control (fig. 21).
Estaban rodeadas de gran cantidad de tejido conjuntivo, con unas ctipulas pequefias, una
zona oscura engrosada, una corona poco identificable y un centro germinal claro y algo

menor. En la zona clara de los centros germinales observamos linfocitos, escasos
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linfoblastos y células dendriticas, ademds de restos celulares y células con cuerpos de

Russell {estas formaciones sélo se encontraron en algunos de los centros germinales).

La mayor parte de las células que se localizaban en estos centros germinales eran
inmunorreactivas a IgG y ocasionalmente a IgM e IgA. La mayoria de los cuerpos de
Russell presentaban inmunorreaccion frente a IgG. En las cipulas, también las células
positivas a IgG eran mucho mds numerosas. Los linfocitos T estaban en la submucosa,

en las zonas periféricas y corona de los nédulos linfoides y en las dreas interfoliculares.

4.2.4. VALORACION DEL NUMERO TOTAL DE INMUNOGLOBULINAS

En el estudio inmunocitoquimico de las inmunoglobulinas IgA, IgG e [gM, de los
animales inoculados se observaron variaciones con respecto a los animales control (tablas

4.4.1,4.42y4.4.3).

En cada uno de los perros y, para cada porcion de intestino deigado, se calculd
el valor medio de la suma de las distintas inmunoglobulinas, comprobédndose que existia
un incremento de €ste con respecto a los animales control. Dicho incremento fue mds

marcado, en las fases mds avanzadas de la enfermedad (tabla 4.4.5).

Las proporciones entre la cantidad de células plasmaticas positivas a las distintas

inmunoglobulinas estdn reflejadas en la tabla 4.4.6.
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4.3. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DEL INTESTINO
GRUESO

4.3.1. GRUPO CONTROL (perros 7 y 8)

El aspecto macroscdpico del intestino de estos animales fue normal.

4.3.1.1, Ciego (control)

Las criptas eran paralelas y se presentaban préximas entre si y sin ramificaciones,
abriéndose a la superficie luminal. Estaban recubiertas, en el tercio inferior,
fundamentalmente por células caliciformes y células indiferenciadas, células endocrinas

y algunas células en mitosis.

Los plasmocitos positivos a IgA se distribufan por la zona media, subapical y
basal de la mucosa {tabla 4.4.1) al igual que las células positivas a IgM (tabla 4.4.3); en
menor cantidad se encontraban las células positivas a IgG, predominando en la zona

media (tabla 4.4.2). Un escaso nimero de linfocitos T se distribufa por toda la mucosa.

En la submucosa se podian observar algunos nédulos linfoides aislados, con una
zona central mds laxa formada por linfoblastos, macréfagos y células dendriticas y una
zona mds densa periférica ocupada por linfocitos T y linfoblastos. Las zonas
interfoliculares y la corona presentaban inmunorreaccion frente a CD3, y en la cipula se
observaron algunas células positivas a IgG. La periferia de los foliculos se mostraba

escasas células positivas a IgA.

El resto de las capas presentaron las mismas caracteristicas que las otras porciones

del intestino delgado.
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4.3.1.2. Colon (control)

En el estudio histoldgico la mucosa presentaba un epitelio de revestimiento
compuesto fundamentalmente por células caliciformes. Las criptas eran mds largas que

en el intestino delgado (fig. 22).

La distribucién de plasmocitos era semejante a la del ciego (tabla 4.4.4),
observindose en la zona media y basal una discreta cantidad de cé€lulas positivas a IgA,
IgG e IgM (tablas 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3). Los linfocitos, en escaso nimero, se localizaban

de forma homogénea en la mucosa.

En la submucosa también se podian ver nédulos linfoides aislados. En la cipula,
en la zona oscura de los centros germinales y en la corona se observaban algunas células
positivas a IgG. Los linfocitos se localizaban en la submucosa, formando parte de las

dreas interfoliculares.

4.3.1.3. RECTO (controb

La estructura era similar al colon con un aumento considerable de células

caliciformes tanto en el epitelio de revestimiento como en el glandular.

Las células predominantes en las zonas media y basal de esta porcion fueron las
IgA en la zona media y basal (tabla 4.4.1) y, en menor mimero, las IgG e IgM (tablas
4.42y4.4.3).

Los foliculos linfoides aparecian solitarios, sin células positivas a [gA y con un
pequeiio nimero de células positivas a IgM localizadas en la cdpula. Los linfocitos T se
apreciaron en toda la mucosa, con un discreto aumento en la porcidn apical, en las dreas

interfoliculares, y en la corona de los nédulos linfoides.
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4.3.2. GRUPO A (INTRAPERITONEAL)
4.3.2.1. PERRO N°1

Macroscopicamente, las distintas porciones del intestino grueso de este animal no
mostraban ninguna alteracién, presentando una imagen similar a los animales del grupo

control.

4.3.2.1.1.Ciego (1)

La mucosa presentaba un epitelio de revestimiento inalterado con un leve proceso
inflamatorio compuesto por células plasmadticas, linfocitos y algunos macréfagos, que

tenfan de 5 a 15 amastigotes en el interior de sus citoplasmas.

Las células plasmdticas se disponian en grupos, fundamentalmente en la zona
media de la mucosa, donde existfa un elevado niimero de células positivas a IgA (fig.
23) (tabla 4.4.1). La misma distribucién presentaban las células positivas a IgG (tabla
4.4.2) e IgM (tabla 4.4.3), aunque en menor nimero. Los linfocitos T eran escasos y

presentaban distribucién homogénea por toda la mucosa.

La submucosa presentaba una ligera inflamacidn, compuesta por el mismo tipo

de células anteriormente citadas, con un predominio de c€lulas positivas a IgG.

Se observaban algunos nddulos linfoides amplios, con grandes centros germinales,
cuya zona oscura era delgada y bien delimitada. La corona era muy evidente y por
encima de ésta se observaba la ctipula, que presentaba un predominio de células positivas
a IgM frente a las células positivas a I[gA. La zona clara de los centros germinales estaba
constituida por linfoblastos y células dendriticas. La zona oscura y la corona mostraron
un predominio de linfocitos. Algunos de los centros germinales presentaron en la zona
clara, células inmunorreactivas a IgM. Los linfocitos T estaban rodeando las formaciones

linfoides, sobre todo en las zonas superiores laterales.
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La serosa estaba ligeramente infiltrada por el mismo tipo de células anteriormente

citadas, que se localizaron fundamentalmente entre los vasos y el tejido adiposo.

4.3.2.1.2, Colon (1)

En el estudio histoldgico de la mucosa observamos algunas alteraciones, aun
cuando ¢l epitelio de revestimiento y el glandular permanecieron intactos. El grado de
parasitacién era similar a la porcién anterior (de 5 a 15 amastigotes por célula). Las
¢élulas que componian el infiltrado inflamatorio eran linfocitos, células plasmdticas,
macrofagos y algunos neutréfilos que se encontraban fundamentalmente entre las

formaciones glandulares (fig. 24).

El estudio inmunocitoquimico mostré un escaso niimero de células positivas a las
distintas inmunoglobulinas (tabla 4.4.4) localizadas fundamentalmente en las zonas
profundas de la mucosa (tablas 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3). Los linfocitos T eran escasos y

estaban distribuidos entre las formaciones glandulares.

En la submucosa solo observamos un discreto aumento en el niimero de células

inflamatorias.

4.3.2.1,3. Recto (1)

Esta porcién presentaba una estructura similar a las dos anteriores, La mucosa,
al igual que la porcién anterior, mostraba un epitelio de revestimiento y glandular sin
aiteraciones microscopicas, si bien se observaba, en la ldmina propia, un leve infiltrado
inflamatorio compuesto por las células anteriormente citadas, con escaso nimero de

pardsitos.

111



Resultados

El estudio inmunocitoquimico reflejé una marcada positividad frente a IgG en
algunas células del epitelio de revestimiento asi como en el intersticio. Las células
positivas a IgA se localizaban en las zonas media subapical y basal de la mucosa (tabla
4.4.1). En las mismas localizaciones pero en menor nimero se encontraron las células
plasmaticas inmunoreactivas a IgG e IgM (tablas 4.4.2 y 4.4.3). Los linfocitos T se

distribuian de forma homogénea por toda la mucosa.

La submucosa estaba ligeramente infiltrada con el mismo tipo celular

observindose un predominio de células positivas a IgA.

Las formaciones linfoides aparecian aisladas y de gran tamano, mostrando un
claro centro germinal bien delimitado con una marcada zona oscura periférica y una
corona que lo separaba perfectamente de la zona de la cipula. Las células que componian
la zona clara de los centros germinales, eran principalmente linfoblastos y células
dendriticas, mientras que las de la corona y la zona oscura eran linfocitos maduros y
algin linfoblasto. Se observaban algunas células positivas a IgA en la zona clara del
centro germinal y en mayor cantidad células positivas a IgG que también se localizaron
en la zona de la cdpula. Los linfocitos T aparecian en las zonas laterales de la clipula y

en menor cantidad en la zona oscura de los centros germinales.
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4,3.2.2. PERRO N°2

Macroscdpicamente las distintas porciones del intestino grueso presentaron un

ligero engrosamiento de su pared.

4.3.2.2.1, Ciego (2)

El epitelio glandular aparecfa discretamente degenerado, observandose
vacuolizaciones celulares. Mediante microscopia electrénica, se comprobé que estas
vacuolizaciones eran debidas a dilataciones del reticulo endopldsmico rugoso, como
consecuencia de un proceso de degeneracién hidrépica (fig. 25). L.a mucosa presentaba
en su ldmina propia un proceso inflamatorio moderado compuesto por linfocitos, células
plasmdticas, macrofagos y neutrdfilos, que se distribujan entre las formaciones
glandulares (Fig. 26), llegando en ocasiones a ocluir su luz y a separarlas de la muscular
de la mucosa. La parasitacion era moderada (15 a 20 amastigotes por célula),

distribuyéndose de forma homogénea desde la porcién apical hasta la basal.

Mediante el estudio inmunocitoquimico del proceso inflamatorio observamos
coémo las células plasmdticas que predominaban en esta zona eran las positivas a IgG
(tabla 4.4.4), localizdndose fundamentaimente en la porcién media de la mucosa. En
menor cantidad, y con la misma localizacién, encontramos células positivas a IgA y a
IgM (tablas 4.4.1 y 4.4.3). El nimero de linfocitos estaba aumentado con respecto al

perro n° 1, aunque su distribucién era homogénea.

La submucosa presentaba un leve infiltrado inflamatorio compuesto por el mismo
tipo de células que en 1a mucosa, con algunos eosindfilos localizados fundamentaimente
en las zonas superiores. En esta zona de mayor infiltracién celular también se observaron
leishmanias en algunos macrdéfagos. La inmunorreaccién del proceso inflamatorio de la
capa submucosa fue mayor para las células positivas a IgG, observdndose algunas células
positivas a IgA.
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Las formaciones linfoides aisladas mostraban una discreta involucién y
desorganizacidn, presentando un centro germinal en donde la zona clara era escasa, con
pocas células inmunobldsticas, algunas mitosis y restos celulares. La zona oscura y la
corona estaban muy desarrolladas y tenian numerosos linfocitos. En el interior de los

centros germinales observamos algunos macréfagos que contenian de 5 a {0 leishmanias.

El estudio inmunocitoquimico de estas formaciones mostrd un nimero mayor de
células positivas a IgA en el centro germinal y uno menor de células positivas a IgG,
siendo muy escasas las células inmunorreactivas a IgM. La ciipula de estas formaciones
presentaba un predominio de c€lulas positivas a IgG y un escaso nimero de células
positivas a IgA. Los linfocitos T se distribuian por la periferia, aunque en esta ocasién

se vio un aumento considerable en la zona central del centro germinal,

4.3.2.2.2. Colon (2)

Las lesiones en esta porcién del intestino grueso de este animal eran similares a
las del ciego, observdndose alteraciones degenerativas en las células epiteliales de las
formaciones glandulares. El proceso inflamatorio afectaba en mayor medida a la mucosa,

y se extendia a las zonas superiores de la submucosa.

Este proceso inflamatorio en la ldmina propia de la mucosa estaba compuesto por
un mimero moderado de linfocitos, células plasmaticas, algunas con cuerpos de Russell,

macréfagos, algunas células gigantes multinucleadas y neutréfilos.

La distribucién del infiltrado era homogénea y difusa desde la porcién apical a la
basal, originando una marcada separacion entre las glindulas y distancidndolas de la
muscular de la mucosa. Las células glandulares presentaban un citoplasma vacuolizado
y células descamadas en las luces (fig. 27). Algunas de las estructuras vasculares

aparecian hiperémicas y dilatadas.
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El grado de parasitacién era mayor que en la porcién anterior, observandose de
20 a 30 leishmanias en algunos macrofagos y células gigantes, que se distribuian por toda

la mucosa predominando en la porcidn apical.

Las células plasmaticas inmunorreactivas frente a IgG fueron las mds numerosas
en todas las zonas de la mucosa excepto en la zona apical (fig. 28) (tabla 4.4.2),
observandose menor cantidad de células positivas a IgA que se localizaron en la zona
media (tabla 4.4.19, y escaso mimero de IgM (tabla 4.4.3). Era frecuente observar
reaccion positiva frente a IgM en algunas de las células del epitelio glandular. Los
linfocitos T no eran muy abundantes en esta zona, estando distribuidos de manera

homogénea por toda la ldmina propia.

La submucosa presentaba un moderado proceso inflamatorio compuesto por el
mismo tipo de células que el observado en la mucosa y localizdndose fundamentalmente
en la porcién mds apical. Era frecuente observar algunos macréfagos parasitados, aunque
en menor nimero que en la mucosa. La mayorfa de las células mostraron positividad

frente a IgG y en escaso mimero frente a IgA.

4.3.2.2.3. Recto (2)

La mucosa presentaba una imagen muy parecida a la porcidn anterior, con zonas
de erosién del epitelio de revestimiento, un severo proceso inflamatorio que originaba
una separacién entre las formaciones glandulares, degeneracién de algunas células de las
gldndulas y parasitacién abundante, llegando a observarse mds de 20 /eishmanias en el

interior de algunos macrofagos.

Mediante el estudio inmuhistoquimico observamos un claro predominio de células
positivas a IgG (tabla 4.4.2) y algo menor a IgA (tabla 4.4.1) en la zona media de la

mucosa y escaso nimero de IgM (fig. 29) (tabla 4.4.3). Se observé una discreta
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inmunorreaccién frente a IgM entre algunas de las células de las formaciones glandulares.

Los linfocitos T eran escasos y se distribuian por toda la mucosa.

La submucosa presentaba una moderada inflamacion la cual era mds llamativa en
la zona superior, y estaba compuesta por linfocitos, células plasmadticas y macrofagos,
muchos de ellos parasitados. Se observaron numerosas células positivas a IgG y escasas

frente IgA e IgM.

Los nédulos linfoides aislados presentaban menor involucién que en el ciego y
mostraban un centro germinal poco desarrollado con escasos linfoblastos y un marcado
aumento de las zonas de proliferacion de los linfocitos (manto y corona). En éstas
formaciones las células mds abundantes eran las positivas a IgG, que se localizaban por
todo el nddulo llegando incluso a observarse, en pequefa cantidad, en el centro
germinal. Estas células también las encontramos en la zona de las ciipulas, estando
también presentes en menor cantidad las células positivas a IgA e IgM. Los linfocitos T

se localizaron principalmente en las porciones periféricas de los nédulos.
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4.3.2.3. PERRO N°3

Macroscépicamente se observé un aumento considerable del grosor del intestino,

con pliegues marcados de la mucosa y pequefias zonas erosionadas (fig. 30).

4.3.2.3.1. Ciego (3)

Las lesiones afectaban tanto a la mucosa como a la submucosa. La mucosa
presentaba una atrofia marcada, con zonas de degeneracion, pérdida del epitelio de
revestimiento (fig. 31) y degeneracion del epitelio de las criptas. El proceso inflamatorio
era severo y en €] predominaban las c€lulas plasmaticas y en menor nimero los linfocitos
y macréfagos, acompanados de neutréfilos y eosindfilos y algunas células gigantes

multinucleadas que se localizaban fundamentalmente en la zona basal de la mucosa.

La distribucién de estas células era homogénea por toda la ldmina propia,
separando ampliamente las formaciones glandulares y distancidndolas de 1a muscular de

la mucosa.

Las formaciones glandulares eran escasas y aparecian atrofiadas con las luces
colapsadas. En algunas de ellas se observaban amplias vacuolizaciones de Ia porcidn basal

de su citoplasma.

La parasitacion no era tan marcada como en €l perro n”2, observidndose un

predominio de amastigotes en la submucosa.

Las célutas mds abundantes en la ldmina propia fueron las positivas a IgG (tabla
4.4.2) y en menor cantidad las positivas a IgA (tabla 4.4.1). Las positivas a IgM eran

escasas (tablas 4.4.3 y 4.4.4) y los linfocitos T eran poco numerosos.

La submucosa presentaba un severo proceso inflamatorio con la misma

composicién celular ya descrita anteriormente (fig. 31), que llegaba a afectar a las
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terminaciones nerviosas. La parasitacion era superior en esta capa que en la anterior,
observandose un mayor niimero de células gigantes parasitadas. La inmunorreaccidon mas
abundante la presentaron las células plasmadticas positivas a IgG. Los linfocitos T eran

numerosos en esta capa.

Las formaciones linfoides presentaban un menor tamafio (fig. 31), no tenian una
clara delimitacién entre la zona periférica y el centro germinal, y existian pocos
linfoblastos. La inmunorreaccion en estos nddulos era escasa para todas las
inmunoglobulinas presentando un discreto aumento de células positivas a IgG. Los
linfocitos T eran escasos localizdndose en las zonas periféricas de las formaciones
linfoides de mayor tamafio y ocupando nédulos enteros cuando éstos eran de pequeno

tamano.

4.3.2.3.2. Colon (3)

La imagen observada era similar a la porcién anterior observindose una marcada
atrofia de la mucosa, con zonas de pérdida del epitelio de revestimiento (fig. 32). Una
reduccion en el nimero de formaciones glandulares y un severo proceso inflamatorio
compuesto por células plasmdticas, fundamentalmente, macréfagos, neutrdfilos,
eosindfilos y algunas células gigantes que se distribufan por toda la mucosa, aumentando

entre las formaciones glandulares y en la porcidn basal.

La parasitacién en este animal no fue muy significativa observandose de 5 a 10
amastigotes en las células parasitadas de la capa mucosa, y estando aumentada en la capa

submucosa.

El epitelio de revestimiento y el de las criptas de Lieberkithn mostraban un
proceso degenerativo caracterizado por una vacuolizacion celular. En el epitelio glandular
esta vacuolizacién producia un marcado incremento del volumen celular. Mediante

microscopia electrénica se observé una transformacion vacuolar del reticulo
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endopldsmico y vacuolizacién mitocondrial (fig. 33), un aumento de la matriz
citoplasmdtica y una reduccidon del tamafo y mimero de ias microvellosidades,
observandose diferentes grados de degeneracidn nuclear. Esta lesion en la fase terminal
producia una degeneracién hidrépica y citélisis, lo que originaba en el epitelio de
revestimiento, erosiones multifocales que aparecian cubiertas por una estrecha capa de

tejido conjuntivo sobre la ldmina propia de la mucosa (fig. 34).

Mediante el estudio inmunocitoquimico pudimos comprobar que las células que
predominaban en esta zona eran las positivas a IgG (fig. 35) (tablas 4.4.2 y 4.4.4),
siendo mucho menores las positivas a IgA (fig. 36) (tabla 4.4.1) y escasas a IgM (fig.

37) (tabla 4.4.3). El niimero de linfocitos T era escaso.

La submucosa estaba severamente infiltrada por el mismo componente celular,

con un incremento de células gigantes y predominio de células positivas a IgG.

Las formaciones linfoides estaban tan involucionadas que apenas se distinguian
del proceso inflamatorio, presentando una marcada disminucién de las zonas oscuras y
de la corona, con linfocitos sin apenas representacién de los centros germinales. Era
frecuente observar leishmanias en los macréfagos de estas formaciones. Solo, observamos

reaccidn positiva para IgG, y escasos linfocitos T.

La serosa mostraba un discreto proceso inflamatorio con el mismo tipo de células

ya descrito.

4.3.2.3.3. Recto (3)

La imagen era similar a la descrita en ¢l colon, observiandose un aumento del
proceso inflamatorio en la capa submucosa que llegaba a infiltrar e incluso destruir

algunas terminaciones nerviosas.
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Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos la misma distribucién de las
distintas inmunoglobulinas que en Ia porcién anterior, con un claro predominio de células
positivas a IgG (tablas 4.4.1, 4.4.2, 4.4.3 y 4.4.4).

Los ndédulos linfoides eran algo mayores que en la porcidn anterior, presentando
una discreta zona clara del centro germinal con linfocitos y un aumento de espesor de la
zona oscura que llegaba a contactar con la corona poco desarrollada. Tanto las pequeiias
ciipulas como las zonas periféricas de los foliculos, presentaban células inmunorreactivas
a IgG. Un escaso nimero de linfocitos T se observé en las zonas periféricas de los

centros germinales.
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4.3.3. GRUPO B (INTRAVENOSO)
4.3.3.1. PERRO N°4

El intestino grueso de este animal no presenté ninguna alteracién macroscopica.

4.3.3.1.1. Ciego (4)

La mucosa mostraba un escaso proceso inflamatorio, observandose la misma
distribucion de células inmunorreactivas que los animales del grupo control, con un
predominio de células positivas a IgA en la zona media de la mucosa (tabla 4.4.1) y
escasa cantidad de células reactivas frente a IgG (tabla 4.4.2) e IgM (tabla 4.4.3) enla
zona media. El nimero de pardsitos era escaso (2 a 5 amastigotes en algunos

macrofagos).

La submucosa no presentaba signos de inflamacién. Las formaciones linfoides
aisladas eran amplias y mostraban grandes centros germinales con gran niimero de
linfoblastos, un elevado nimero de mitosis en la zona clara y una delgada zona oscura
con linfocitos y algin linfoblasto. La corona linfocitaria era muy evidente y bien
delimitada. La zona de la clipula presentaba un predominio de células positivas a IgG que
también se localizaban, en escaso nimero, en los centros germinales. No observamos
positividad frente a IgA e IgM en las células plasmaticas de estas localizaciones, Los
linfocitos T eran escasos en la mucosa y abundantes en la periferia de los foliculos

ilinfoides.
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4.3.3.1.2. Colon (4)

La imagen observada era similar a la del ciego, con escasa inflamacién y

parasitacion.

La distribucién de las distintas inmunoglobulinas era similar a la porcién anterior

(tablas 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3).

La submucosa no presentaba alteraciones y las formaciones linfoides eran grandes
con poca inmunorreaccién, evidencidndose alguna célula positiva a IgA. Los linfocitos
T ocupaban las estrechas zonas periféricas de las formaciones linfoides, las zonas

laterales superiores y la cipula.

4.3.3.1.3. Recto (4

La mucosa y la submucosa presentaban una imagen similar a las porciones

anteriores. Los nddulos linfoides observados tenian igual estructura que los del colon.
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4.3.3.2. PERRO N°5

Macroscépicamente el intestino grueso presentaba un engrosamiento muy discreto

de la mucosa.

4.3.3.2.1. Ciego (5)

La mucosa presentaba un leve infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos
(fig. 38), células plasmdticas y algunos macréfagos escasamente parasitados. El epitelio

de revestimiento se conservaba sin alteraciones a lo largo de todo el 1ntestino grueso.

Las células positivas a IgA predominaban en la zona media de la mucosa (tabla
4.4.1), mientras que las células positivas a IgG e IgM eran escasas en toda la mucosa
(tablas 4.4.2 y 4.4.3). Los linfocitos T eran poco numerosos y se distribuian por toda la

lamina propia de la mucosa.

La submucosa tenfa un leve infiltrado inflamatorio con escasas células positivas

a las distintas inmunoglobulinas.

Las formaciones linfoides mostraban una ligera desorganizacién. La zona clara
de los centros germinales tenfan abundantes linfoblastos, mitosis y restos celulares. Las
zonas periféricas oscuras estaban discretamente aumentadas existiendo un escaso nimero
de IgG e IgA y alguna célula positiva a IgM en la zona de la cipula. Los linfocitos T

se localizaban en las zonas periféricas laterales (dreas interfoliculares).
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4.3.3.2.2. Colon (5)
La imagen observada era similar a la porcidn anterior.

Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos un predominio de células
positivas a IgG en las zonas media y basal (fig. 39) (tabla 4.4.2). Las células positivas
a IgA estaban distribuidas de forma similar a las IgG (tabla 4.4.1) pero eran mds escasas.

En menor niimero se observaban células positivas a IgM (tabia 4.4.3).

4.3.3.2.3. Recto (5)

La mucosa, igual que en las otras dos porciones, estaba levemente infiltrada con
el mismo tipo de células y con escaso nimero de pardsitos. El epitelio de revestimiento

y el glandular no presentaba alteraciones histoldgicas.

La distribucién de inmunoglobulinas era parecida a las porciones anteriores, con
un claro predominio de células positivas a [gG (tabla 4.4.2) frente a IgA e [gM (tablas
4.4.1y4.4.3).

La submucosa mostraba una discreta infiltracién celular con un leve predominio

de células positivas a IgG, observindose algunas positivas a IgM e IgA.

Las formaciones linfoides presentaban las mismas caracteristicas morfoidgicas que
las del ciego, existiendo algunas c€lulas positivas a IgM en los centros germinales y en
las zonas periféricas. Las zonas periféricas de las formaciones linfoides presentaban un

mayor nimero de linfocitos T.
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4.3.3.3 PERRO N°6

Macroscépicamente el intestino grueso de este animal presentaba una mucosa

engrosada con pliegues muy marcados.

4.3.3.3.1. Ciego (6)

La mucosa mostraba un proceso inflamatorio moderado, compuesto por células
plasmdticas, linfocitos, macréfagos con escaso mimero de pardsitos (entre 5 y 10) y
algunos neutrdfilos, que se distribuian por toda la lamina propia de la mucosa, separando
las formaciones glandulares y distancidndolas de la muscular de la mucosa. En el epitelio
de revestimiento no se observaban cambios histoldgicos mientras que el glandular

presentaba una degeneracién citopldsmica en algunas céluias.

Mediante el estudio inmunocitoquimico observamos un predominio de células
positivas a IgG (fig. 40) (tabla 4.4.2) y un menor nimero a IgA e IgM (fig. 41) (tablas
4.4.1y4.4.3).

La submucosa presentaba un moderado proceso inflamatorio, también con

predominio de células positivas a IgG y en menor cantidad a IgA e IgM.

Los ndédulos linfoides tenfan una marcada involucién, observdndose una
disminucién de las zonas claras de los centros germinales con escasez de linfoblastos y
predominio de linfocitos. Las células positivas a IgG eran abundantes en la periferia y
no observamos ninguna en los centros germinales. También se evidenciaron células
inmunorreactivas frente a IgA en esta misma localizacién. Algunas de las células del
epitelio glandular mostraron cierta positividad frente a IgM. Los linfocitos T se
distribuyeron rodeando estas formaciones, aumentando el grosor del manto y de la

corona.
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4.3.3.3.2, Colon (6)

El colon presentaba una imagen similar al ciego con el mismo infiltrado celular
y escaso nimero de pardsitos. Existia un predominio de células positivas a IgG que

incluso aparecia en el intersticio de la ldmina propia (tablas 4.4.2 y 4.4 .4).

La submucosa mostraba un moderado proceso inflamatorio con abundantes células

positivas a IgG y escaso nimero de linfocitos.

Los nédulos linfoides estaban involucionados con centros germinales pequefios
escasamente celulares, presentando numerosas células dendriticas y macréfagos, rodeados
de linfocitos algunos de ellos inmunorreactivos frente a CD,. Se observaba una discreta

reaccidn frente a IgG en las células de la periferia.

4.3.3.3.3. Recto (6)

La mucosa mostraba una ligera atrofia. La infiltracidn celular era moderada,
presentando, a veces, un aspecto granulomatoso de distribucién difusa. Las células
plasmdticas predominantes en esta zona eran positivas a IgG (tablas 4.4.2 y 4.4.4) y
también se observd un aumento notable de células positivas a IgA (tablas 4.4.1 y 4.4.4),
Las células positivas a IgM eran mds escasas y presentaban una distribucion similar
(tabla 4.4.3).

La infiltracién de la submucosa era discreta comparandola con la del perro 3, con

un predominio de células positivas a IgG y algunas a IgA.

Los nédulos linfoides estaban también disminuidos de tamafio (no tanto como el
ciego) con un escaso desarrollo del centro germinal, observdndose células positivas a IgG
rodeando estas formaciones en la zona apical y alguna en el centro germinal. También

pudimos observar algunas células positivas a IgA y ninguna a IgM.
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4.3.4. VALORACION DEL NUMERO TOTAL DE INMUNOGLOBULINAS

Al igual que en el intestino delgado, en cada uno de los perros y para cada
porcidn del intestino grueso, se calculd el valor medio de la suma de las distintas
inmunoglobulinas, observandose un incremento de dicho valor con respecto a los
animales control, que también era mayor en las fases finales de la enfermedad (tabla
4.4.5).

Las proporciones entre la cantidad de células plasmdticas positivas a las distintas

inmunoglobulinas estan reflejadas en la tabla 4.4.6.
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4.4 TABLAS

iPromedio de CELULAS .
LOCALIZACION . M : o

478 300 317 ..B0e  §s0 379 280

838 771 850 1371 2156 870 820
______________________ 2440 2314 828 1733 1820 843 780
800 286 957 700 800 850  7.46
'Suma 1.DUCDENO . 4655 3871 2752° 4305 5466 2041 26.36
o3 Ne7 087 24 383 086 210
L3087 371 883 sss 1157 533 4%

871 1087 757 958 1186 818 843
3,43 2,83 1,86 4,14 10,43 2,29 2,57
16:84 18,48 - 1693 2283 3769 16686 1800

o

025 114 133 084 167 080 1,00
1,75 4,00 7,00 3,00 983 5,80 421
11,43 10,43 7,00 2.83 5,57 5,71 5,57

343 425 350 110 530 560 4,92
iSuma SULEON - . 1662 1888 1982 1883 787 2237 1801 1570

0,38 2,11 0,78 0,80 1,20 0,71 0,71

..\38 367 267 18 280 214 202
288 922 675 822 1013 543 554
343 429 229 456 422 200 1.9
iSums 4.CIEGO.. . - 2771 805 1929 1248 1538 1815 1029 1019

.75 289 000 175 084 000 010
L..350 223 000 35 617 000 000

. Bs5e 430 063 65 1272 043 054
2,14 1,00 1,67 2,14 4,38 0,67 0,72
13.95 10,22 ~ 2,29 1395 2411 1,10 1,38

1,00 1,50

443 100 1,38

(933 838 483 371 435 1380 343 295

200 067 1,22 1,00 1,10

138 200 7,22 1,78 1,75

422 1,00 1,71 329 538 144 154
iSuma 8.RECTO' T 776 1460 850 880 1020 2742 765  7.34

Tabla 4.4.1: Promedio del nimero de células plasmdticas positivas a IgA/campo (0,1 x
0,1mm)
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Sﬁinn. GGIEGQ ]

1784 2302 &
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L9802

0,29
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344 . 21,08

Suma 6.RECTO
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0,36 9,86 9,86

0,43
1,50,

8,86 13,71

26,90 36,43

5,00 4,14
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0,25

0,29
039

0,38
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Tabla 4.4.2: Promedio del nimero de células plasmdticas positivas a IgG/campo (0,1 x

0,1mm)
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Promadio de CELULAS
TRAW LOCALIZAC

e ¥3 000 013 000 050 08 070
LB ..557 1150 518 700 633 320 30

2,86 1,50 0,67 1,43 0,86 1,29
Sums 1.OUGDENG .~ 11,70 763 1245 874 7.86 8.45
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038 067 000 038 017 0,00 , ,

8,57 3,00 4.29"“ 1 40 3‘5_7_ 5|29
1,00 0,67 0,13 0,75 0,43 1,33
Suma ZYEYUNO. - © - - 1038 450 474 281 417 662

0,00 0,00 0,29 000 000 000 0,00 0,25
183 029 8,17 0,00 Q17 0,17 0.25
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—
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029 D00 000 100 017 D15
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1,86 2,57 240 4,13 1,20 1,30
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1,56 0,00 1,13 1,59 0.17 0,15
2,70 0,00 3,50 4,29 0,17 c.19
0,67 0,00 1,11 1,38 0,28 0,25

8,37 0;00 5,09 7.79 0,95 0,80

Le25 om 914 017 033 025

075 Bs7 828 100 000 017

............................................. 250 214 100 367 123 12

0,38 0,43 1,00 1,43 0,83 0.86
3,88 . . 807 3,88 3,88 2,43 6,26 2,39 2,50

Suma 6.RECTO

Tabla 4.4.3: Promedio del mimero de células plasmadticas positivas a IgM/campo (0,1

x 0,1mm)
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LI_ILE:N igA OILEONIgS  MILSN IgM:]

Células

QEGO

NOEGOIgA OCEGOIGG  DOJEGCIgM -

COLON

Células

Mmoouonigh  DOOLONIKG ICG.CNIgi]

RECTO

| RECTOIgA  ORECIOIgG  ORECTOIgM -

Tabla 4.4.4: Representacion grafica de las tablas 4.4.1, 4.4.2 y 4.4.3
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pl p2 | p3 | pd p5 p6 p7 p8
21,1 | 18,17 | 22,88 | 1651 | 1848 | 25,22 | 12,88 | 12,13
9,76 | 8,88 | 10,68 | 6,24 | 10,68 | 1831 | 6,60 | 7.35
698 | 12,37 | 1274 | 832 | 9,15 | 12,58 | 7.45 | 6.76
3794 | 39,42 ;_‘f_i_ 31,07 | 38,31 | 56,11 | 27,02 | 26,24
1344 | 9,79 | 1907 5,16 | 816 | 12,94 | 526 | 525
1,72 | 1335 | 32,38 | 0,57 | 1335 | 17,94 | 0,61 | 0,82
626 | 1043 | 176 | 354 | 988 | 17.53 | 3 | 301
: 2142 | 3357 | 69,05 | 927 | 31,39 | 48.41 | 887 | 9.08
59,36 | 7299 | 1153 | 40,34 | 69,7 | 1045 | 35,89 | 35,32

Tabla 4.4.5: Suma de promedios de IgA, IgG e IgM en cada porcion del intestino

Tabla 4.4.6: Promedios de las distintas inmunoglobulinas.
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Resultados

4.5 ESTUDIO ESTADISTICO

Realizamos dos estudios diferentes:
1- Intestino delgado.

El test asignaba un valor segtin el sumatorio de los rangos de las porciones:

duodeno, yeyuno e ileon, para cada animal y en cada inmunoglobulina estudiada.
2- Intestino grueso.

El test asignaba un valor seguin el sumatorio de rangos de las porciones: ciego,

colon y recto, para cada animal y en cada inmunoglobulina estudiada.

En las siguientes tablas se indican los valores estadisticos que asigna el test tras
la comparacién pareada en los casos en los que el valor de p es significativo (p menor
0,1), apareciendo en negrita los valores que son estadisticamente diferentes entre los

perros.

En el estudio del intestino delgado obtuvimos resultados significativos para 1gG
y en la tabla 4.5.1 observamos que existen diferencias entre los animales 2,3,5 y 6 y los
perros controles, lo cual indica un incremento acusado de esta inmunoglobulina en los
estadios avanzados de la enfermedad. El hecho de no encontrar valores significativos de
IgA, en estos animales, puede ser debido a la cantidad inicial de ésta inmunoglobulina
existente en el intestino delgado de los animales control. IgM incrementa, tal como lo

podemos observar en la tabla 4.4.3, pero no muestra significacién estadistica.

En el intestino grueso encontramos valores significativos para IgA entre los perros
1y 6y los controles (tabla 4.5.2), y para IgG entre los perros 3 y 6 y los controles (tabla
4,5.3), lo que indicé un incremento de estas inmunoglobulinas en los animales inoculados
y, en especial, un marcado incremento de IgG, frente a los controles, en los animales que

mostraron un mayor desarrollo de la enfermedad.
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IgG INTESTINO DELGADO

p=0,0421

Tabla 4.5.1: Valores estadisticos tras la comparacién pareada del intestino delgado de
los distintos animales para IgG. Los valores con significacién estadistica

para una p=0,0421 aparecen en negrita.
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IgA INTESTINO GRUESO

p=0,0714

Tabla 4.5.2: Valores estadisticos tras la comparacién pareada del intestino grueso de los

distintos animales para IgA. Los valores con significacion estadistica para

una p=0,0421 aparecen en negrita.
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IgG INTESTINO GRUESO

p=0,0052
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5. ICONOGRAFIA



Fig. 2. Perro 3 (592 dias post-inoculacion). Adelgazamiento muy marcado.
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Fig. 3, Perro | (109 dias post-inoculacion). Formaciones linfoides de gran tamano con cipulas bien
desarrolladas y amplias 4dreas interfoliculares positivas. PAP anti-CD, x 30.
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Fig. 4. Perro 2 (433 dias post-inoculacién). Duodeno. Varios macrofagos con numerosos
amastigotes de Leishmania en su citoplasma (—). x 13.500.
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Fig. 5. Perro 2 (433 dias post-inoculacion). Duodeno. Porcion apical de la vellosidad con numerosos
linfocitos T positivos y presencia de leishmanias (=). PAP anti-CD, x 500.

Fig. 6. Perro 2 (433 dias post-inoculacién). Ileon. Ldmina propia de la vellosidad que presenta un
intiltrado moderado de células plasmdticas, macréfagos parasitados y numerosos linfocitos T
inmunorreactivos. PAP anti-CD, x 500.
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Fig. 7. Perro 2 (433 dias post-inoculacion). lleon. Linfocito y célula plasmdtica con dilataciones
del reticulo endopldsmico rugoso. x 26.500.

Fig. 8. Perro 2 (433 dias post-inoculaci6n). Tleon, Centro germinal con algunos lintohiastos y con
numerosos linfocitos. x 53.500.
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Fig. 9. Perro 3. (592 dias post-inoculacidn). Engrosamiento y enrojecimiento difuso de la mucosa
del intestino delgado.

Fig. 10. Perro 3. (592 dias post-inoculacién). Duodeno. Formacién granulomatosa en [dmina propia.
con macréfagos parasitados rodeados de linfocitos y células plasmdticas positivas a IgA. PAP antj-
igA. x 500.
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Fig. 11. Perro 3 (592 dias post-inoculacién). Duodeno. Ldmina propia basal de la mucosa y
submucosa con infiltrado inflamatorio extenso constituido por células plasmdticas, linfocitos,
macrofagos y células gigantes, que contienen amastigotes de Leishmania. HE x 312.5.
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Fig. 12. Perro 3 (592 dias post-inoculacion). Duodeno. Presencia de numerosos linfocitos T
positivos en la zona basal de la mucosa y en la submucosa. PAP anti-CD,. x 200.
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Fig, 13. Perro 3 (592 dias post-inoculacion). Ileon. Linfocitos T positivos en la zona clara de los
centros germinales y en dreas interfoliculares. PAP anti-CD,. x 50.
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Fig, 14. Perro 4 (109 dias post-inoculacién). Duodeno. Células plasmdtcas con abundantes cuerpos
de Russell PAS positivos. x 1.250.
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Fig. 15. Perro 4 (109 dias post-inoculacién). Ileon. Formaciones linfoides muy desarrolladas con
amplios centros germinales y marcada corona linfocitaria. HE. x 50.
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F:g 16, Perro 5 (171 dias post-inoculacidén). Hleon. Porcidn apical de la vellosidad que presenta
numerosos macrdfagos parasitados rodeados por linfocitos y células plasmdticas. HE. x S00.
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Flg. 17. Perro 5 (17! dias post-inoculacién). Ileon. Células plasmaticas inmunorreactivas frente a
IgG. PAP anti-IgG. x 500
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Fig. 18, Perro 6 (334 dias post-inoculacion). Duodeno. Numerosos linfocitos T positivos en el
extremo apical de la vellosidad y presencia de una célula gigante multinucieada (=), PAP anti CD..
x 500.

Fig. 19. Perro 6 (334 dias post-inoculacién}. Yeyuno. Abundante infiltrado intlamasorio en la limina
propia. Presencia de algunas formaciones glandulares colapsadas y otras dilatadas con restos
celulares en sus luces (=), HE, x 200
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Fig. 20. Perro 6 (334 dias post-inoculacién). Ileon. Numerosos linfocitos T en la porcidn apical de
las vellosidades y en la regidn superficial de la submucosa. PAP ant CD.. x 30.

Fig. 21. Perro 6 (334 dias post-inoculacion). Heon. Depleccién de toliculos linfoides en submucosa.
Numerosos linfocitos T en las zonas de infiltracién intlamatoria. PAP anti-CD.. x 50.
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Fig. 22. Perro 8 (control). Colon. Mucosa superficial. Tricrémice de Masson. x 312.5.
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Fig. 23, Perro | (109 dfas post-inoculacién). Ciego. Zona media de la mucosa con eievado mimero
de células plasmdticas inmunorreactivas frente a IgA. PAP anti-IgA. x 3125,

Fig. 24. Perro | (109 dias post-inoculacién). Colon. Infiltrado inflamatorio discreto en fa ldmina
propia. HE. x 312 5.



Fig. 25, Perro 2 (433 dias post-inoculacién). Ciego. Vacuolizacion del citoplasma del epitelio
glandular (=). Linfocitos, células plasmdticas y macréfagos con amastigotes de Leishmania. x
6.500.
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Fig. 27. Perro 2 (433 dias post-inoculacién), Colon. Vacuolizacién del epitelio glandular (—).
Proceso inflamatorio extenso interglandular. HE. x 500.
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Fig. 28. Perro 2 (433 dias post-inoculacion). Colon. Mucosa con  células plasmdticas
inmunorreactivas frente a IgG. PAP anti I1gG. x 500.
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Fig. 29. Perro 2 (433 dias post-inoculacion). Recto. Escasas células plasmdticas positivas a 1gM
dentro de un infiltrado inflamatorio con abundantes macréfagos con leishmanias. PAP anti-1gM. x
500.
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Fig. 30. Perro 3 (592 dias post-inoculacion). Colon. Mucosa con pliegues muy marcados y pequeias
zonas de erosion.
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Fig. 31. Perro 3 (592 dias post-inoculacion). Ciego. Infiltrado inflamatorio extenso en mucosa y
submucosa. Disminucién en el mimero de formaciones glandulares. Atrofia de formaciones linfoides.
HE. x 50.
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Fig. 32. Perro 3 (592 dias post-inoculacién). Colon. Pérdida del epitelio de revestimiento. Gran
infiltracién de células inflamatorias y degeneracién glandular. Tricrémico de Masson. x 312.5.
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Fig.3 3330 Perro 3 (592 dfas post-inoculacién). Colon. Degeneracidn hidrépica del epirelio glandular,
x 13.500.
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Fig. 34. Perro 3 (592 dfas post-inoculacién). Colon. Perdida del epitelio superticial. Presencia de
fibroblastos, macrdfagos y linfocitos. x 10.500.

Fig. 35. Perro 3 (592 dias post-inoculacién). Colon. Numerosas células plasmdticas positivas a 1gG.
PAP anti 1gG. x 500.
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Fig. 36. Perro 3 (592 dfas post-inoculacién). Colon. Presencia en la mucosa de células positivas a
IgA. PAP Anti IgA. x 500.
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Fig. 37. Perro 3 (592 dfas post-inoculacion), Colon. Proceso inflamatorio en la mucosa ¢on una
¢élula plasmdtica positiva a {gM. . PAP anti-IgM. x 500.
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Fig. 38. Perro 5 (171 dfas post-inoculacién), Ciego. Linfocitos T en la porcidn apical de 1a mucosa.
PAP anti CD,. x 312,5.
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Fig. 39. Perro 5 (171 difas post-inoculacidén). Colon. Células positivas a IgG en la mucosa. PAP anti-
IgG. x 500.
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Fig. 40. Perro 6 (334 dfas post-inocutacion), Ciego. Numerosas coclulas plasmidticas
inmunorreactivas frente a IgG. PAP anti-[gG. x 312,5.
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Fig. 41. Perro 6 (334 dias post-inoculacién). Ciego. Infiltrado inflamatorio de 1a mucosa con una
célula gigante multinucleada y células plasmdticas positivas a IgA. PAP anti-IgA. x 312.5.
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Discusién

La leishmaniosis, como enfermedad que afecta al perro, ha sido extensamente
estudiada por diversos autores (Nicolle y Compte 1908; Corbeil et al., 1976; Bindseil et
al., 1981; Turrel y Pool 1982; Simpson et al., 1982; Veress y El Hassan 1986; Bettini
y Gradoni, 1986; Abranches et al., 1991; Kontos y Koutinas, 1993; Spreng 1993; Bravo
etal., 1993; ...). Sin embargo, son escasos los trabajos cientificos que abordan el estudio
de las lesiones que se producen en el intestino del perro tanto en el proceso natural de la
enfermedad (Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Tryphonas et al., 1977; Anderson et al.,
1980; Muscarella et al.,1981; Rodriguez et al.,1981; Longstaffe et al.,1983; Anosa e
Idown, 1983; Longstaffe y Guy, 1985; Macri et al., 1987; Cairo y Font, 1991; Ferrer
et al., 1991), como en el experimental (Keenan y Hendricks, 1984).

En nuestro trabajo hemos estudiado las alteraciones intestinales que tienen lugar
en esta enfermedad en perros inoculados de forma experimental, comparando si existen
modificaciones entre las distintas vias de inoculacién y variaciones con respecto a la

presentacién natural.

La leishmaniosis puede cursar con una gran diversidad de sintomas que dificultan
el diagndstico, e incluso puede presentarse de manera asintomadtica (Pozio et al., 1981)

al igual que ocurre en el hombre (Pampiglione et al., 1974),

En nuestro estudio, los animales inoculados, tanto por via intraperitoneal como
por via intravenosa, mostraron, a partir de los 55- 83 dias postinoculacién, un marcado
incremento de las proteinas séricas totales, que se mantuve durante todo el experimento.
Ninguno de nuestros animales presenté lesiones en la piel, si bien desarrollaron una
linfadenomegalia generalizada que se mantuvo durante todo el experimento, hecho éste
considerado como un signo constante de la enfermedad (Lennox et al., 1972; Tryphona
et al., 1977; Rodriguez et al., 1988).

En el curso de 1a leishmaniosis canina, la sintomatologia digestiva no es constante
aunque, cuando aparece, €l signo mds frecuente es una diarrea crénica (Anosa e Idowu,

1983; Longstaffe y Guy 1985; Slappendel, 1988; Ferrer et al., 1991; Cairo y Font,
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1991). En nuestro estudio, a partir de los 350 dfas postinoculacion en los animales del
grupo A y 275 dias en los del grupo B, se observé una diarrea que comenzé de forma
intermitente siendo posteriormente continua. Estas heces se caracterizaron por ser de
escaso volumen, semiformadas y, a veces, liquidas con presencia de mucosidad y sangre

fresca.

Este proceso digestivo originé una perdida de peso muy marcada, tal como
sefialan algunos autores en la infeccién natural (Corbeil et al., 1976; Thryphonas et al.,
1977; Rodriguez et al., 1981; Simpson et al., 1982; Turrel y Pool 1982; Longstaffe et
al., 1983; Slappendel., 1988). Sin embargo, en ningin momento se han observado

vomitos, como describen otros autores (Thryphonas et al., 1977 y Slappendel 1988).

Las lesiones macroscépicas en el intestino delgado, tanto de los animales
inoculados por via intravenosa como por via intraperitoneal, no fueron relevantes,
observdndose un ligero engrosamiento de la capa mucosa en las ultimas fases de la
enfermedad, que coincide con lo descrito anteriormente por Huss y Ethinger (1992) en
el curso de la leishmaniosis natural. En ningin caso, (ni en las fases mds avanzadas)
hemos encontrado ilceras tal como describen Slappendel y Greene, (1990), ni focos de
peritonitis como los observados por Boero (1974) en perros. En la especie humana se
describe la presencia de dlceras que originan un proceso inflamatorio ulcerativo difteroide

con presencia de falsas membranas (Veress et al., 1974).

En el estudio de las alteraciones histopatolégicas, el proceso inflamatorio ha sido
1a lesién mds significativa. El infiltrado celular estaba constituido fundamentaimente por
macrdfagos, algunos de ellos parasitados, células plasmdticas y linfocitos, como ya han
observado diversos autores en el perro (Lennox et al., 1972; Boero, 1974; Anderson et
al., 1980; Longstaffe et al., 1983; Keenan et al., 1984; Longstaffe y Guy 1985; Ferrer
et al., 1988) y en el hombre (Andrade y Andrade, 1966 y Muigai et al., 1983). Algunas
células plasmadticas presentaban cuerpos de Russell. Corbeil et al. (1976) relacionan la
aparicién de estos cuerpos de Russell con una disfuncién de las células plasmdticas que

conlleva la sintesis y depdsito de sustancia amiloide. En nuestros animales, sin embargo,
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no hemos encontrado ningiin depdsito de esta sustancia en el intestino durante las distintas
fases de la enfermedad. En ocasiones hemos podido comprobar la presencia de
neutrdfilos, tal como sefialan Ferrer et al. (1991), y eosindfilos, descritos por Keenan et
al (1984), aunque éstos ltimos no son muy numerosos, a diferencia de lo que ocurre en

otros procesos parasitarios (Willard y Leid, 1981).

El infiltrado varié en cuanto a composicién e intensidad, distribucion y
localizacién celular durante el desarrollo de la enfermedad. Asi, con relacion a la
composicién e intensidad del infiltrado, observamos que en los perros 1 y 4 existia un
predominio de linfocitos, células plasmadticas y escaso mimero de macréfagos; en los
animales 2 y 5 el infiltrado fue mayor, existiendo numerosos macréfagos, en su mayoria
parasitados; y en los perros 3 y 6, observamos un elevado nimero de linfocitos y células
plasmdticas, algunas de las cuales presentaban evidentes cuerpos de Russell, gran nimero

de macréfagos y algunas células gigantes multinucleadas con leishmanias en su interior.

Respecto a la distribucién también se observan diferencias dependiendo de la fase
de 1a enfermedad. En las primeras fases (perros 1 y 4) las células inflamatorias estaban
dispersas por toda la mucosa. En las fases intermedias estas células se disponian entre las
formaciones glandulares y entre éstas y la muscular de la mucosa. En las fases finales
(perros 3 y 6) el proceso inflamatorio, infiltraba todas las zonas, incluyendo la zona
apical de las vellosidades, hecho que coincide con la imagen observada por Keenan et al
(1984). En ocasiones, en esta fase el infiltrado presentaba una disposicién granulomatosa
con macréfagos parasitados en la zona central, rodeados de linfocitos y céiulas
plasmdticas. Estos granulomas se apreciaban fundamentaimente en las zonas apicales de
la mucosa, originando una marcada hiperplasia de las vellosidades. Esta hiperplasia, ya
descrita anteriormente en el perro por Lennox et al. (1972) y Keenan et al. (1984) y en
el hombre por Andrade y Andrade (1966); Muigai et al. (1983) y Pumarola (1987), da
lugar a una enteritis granulomatosa multifocal o diseminada (Longstaffe et al., 1983,
Cairo y Font, 1991 y Longstaffe y Guy, 1986).
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Varela (1992) atribuye la aparicion de granulomas, a un conjunto de respuestas
no efectivas del organismo, ya que el pardsito sintetiza enzimas que inactivan los
productos elaborados por 1os macréfagos para destruirlos; la produccién continua de estas
sustancias, mds la liberacién de enzimas lisosémicas que aparecen al destruirse los
macrofagos, tienen un efecto perjudicial sobre las células y tejidos circundantes,

produciendo una destruccién celular y la aparicién de un tejido de granulacidn.

Con relacion a la localizacién del proceso inflamatorio en el curso de la
leishmaniosis natural, 1a mayoria de los autores coinciden en sefialar que éste afecta
tinicamente a la mucosa y solamente Anderson et al. (1980) y Ferrer et al. (1991)
observan lesiones también en la submucosa. Nosotros hemos observado un aumento
progresivo de la lesién en la submucosa, heche que estd relacionado con el grado de
lesidn en la mucosa y que a su vez también depende de la evolucion de 1a enfermedad en
el tiempo. Asi, en los primeros estadios, Unicamente encontramos alteraciones en la
mucosa, en las fases intermedias (perros 2 y 5) observamos un ligero proceso
inflamatorio que ya afectaba a la submucosa, y en las dltimas fases, en las que la mucosa
mostraba una gran infiltracion, la submucosa presentaba una infiltracion difusa mds
marcada que en las fases anteriores. En ningiin caso la lesién observada en la submucosa
llegaba a igualar a la de la mucosa ni mostraba aspecto granulomatoso. Estas lesiones
coinciden con las observadas en el hombre por Daneshbod (1972), que describe una

ligera inflamacién crdnica de la submucosa.

El nimero de leishmanias parece no tener relacién con la intensidad del proceso
inflamatorio (Pampiglione et al., 1974), ni con la produccién de anticuerpos (Keenan y
Hendrick, 1984; Broderson et al,, 1986). Sin embargo, en nuestro caso, en el intestino
delgado, hemos observado un incremento de leishmanias que coincide con un aumento
en el nimero de células inflamatorias; asi en los perros 1 y 4 se observaron entre 1 y 10
leishmanias por célula; en los perros 2 y 5 entre 10 y 20 leishmanias por célula y en los

perros 3 y 6 mds de 20 leishmanias por célula.
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Basdndonos en la cronicidad del proceso inflamatorio, la distribucion del
infiltrado y la importancia de los cambios de la mucosa, en las primeras fases de la
enfermedad (perros 1 y 2) el proceso inflamatorio es caracteristico de una enteritis
linfocitico-plasmocitica, mientras que en las fases finales (perros 3 y 6) se corresponde
en parte con una enteritis granulomatosa, si bien en nuestro caso la lesion no solo asienta
en la capa mucosa como estd descrito en este tipo de enteritis (Sherding y Burrows, 1992
y Barker et al., 1993).

Macroscépicamente, el intestino grueso en estos animales mostré una mayor
afectacion que el intestino delgado. En las fases mas avanzadas de la enfermedad
observamos un moderado engrosamiento de la pared, con pliegues marcados de la
mucosa y pequefias y multiples dreas ulceradas, lo que coincide con la descripcion de

Slappendel y Greene {1990).

En el estudio histoldgico, 1a lesién mds relevante fue la presencia de un infiltrado
inflamatorio crénico, discreto en las primeras fases de la enfermedad (perros 1 y 4), y
muy llamativo en las fases finales, que en todo momento fue mds severo que el observado

en el intestino delgado.

El tipo celular observado fue similar al descrito en el intestino delgado, existiendo
en los perros 1 y 4 un predominio de linfocitos y células plasmdticas y un escaso nimero
de macrdfagos, y en los perros 2, 5 y 6 un infiltrado mds severo compuesto por
linfocitos, células plasmdticas (algunas con los tipicos cuerpos de Russell) y un mayor
nimero de macréfagos. La misma composicién celular ha sido descrita con anterioridad
por diversos autores (Lennox et al., 1972; Anderson et al., 1980; Longstaffe et al.,
1983; Keenan et al., 1984; Longstaffe y Guy 1985; Ferrer et al., 1991). En el perro 3,
ademds de observar un infiltrado mds severo hemos encontrado algunas células gigantes
multinucteadas no descritas hasta el momento por ningun autor en esta localizacién.
Cazal y Pagés (1962) describen en el hombre la presencia de células multinucleadas tipo
Langhans en ganglios linfdticos, formando parte de los procesos inflamatorios que

denominan granuloma tuberculoide. Esta rara reaccién sélo aparece en los estadios
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tardios de la enfermedad y parece estar relacionada con una estrecha inmunizacion

tisular, reaccion andloga a la observada en la tuberculosis y en la lepra.

La presencia de un nimero moderado de neutréfilos ha coincidido, en ocasiones,
con la pérdida del epitelio de revestimiento (Slappendel y Greene 1990; Gonzilez et al.,
1990; Ferrer et al., 1991).

El infiltrado inflamatorio se ha distribuido de forma difusa y homogénea de
manera similar a lo descrito por Anderson et al.(1980), por Keenan et al. (1984), por
Longstaffe y Guy (1985) en el perro y por Veress et al. (1974) en el hombre,
Unicamente hemos observado una discreta lesién granulomatosa en el perro n°6,
constituida por macréfagos parasitados en la zona central rodeados de linfocitos y células

plasmaticas.

Al igual que en el intestino delgado la localizacién de este infiltrado ha sido mds
llamativa en la mucosa, aunque en las fases mds avanzadas ha afectado también la
submucosa (Anderson et al.,1980; Gonzdlez et al., 1990 y Ferrer et al., 1991), 1a cual

ha presentado un proceso inflamatorio leve en los perros [ y 4 y severo en el perro 3.

El epitelio de la mucosa durante Ias primeras fases de ia enfermedad no mostraba
alteraciones. Sin embargo, en los estadios mds avanzados y asociado al proceso
inflamatorio, hemos observado una extensa degeneracion hidrépica del epitelio superficial
y de las criptas de Lieberkiihn, que ha sido mds evidente en el perro 3. Esta degeneracion
consistié en una vacuolizacién del reticulo endopldsmico y de las mitocondrias y un
aumento de la matriz citoplasmdtica que determinaba una citdlisis y el desarrotlo de
microerosiones, viéndose comprometida la absorcién de agua y electrélitos (Argenzio
1978).

Los cambios producidos en la mucosa, unidos al proceso inflamatorio, originaron
una marcada disminucién de grosor de ésta (perro 3 y menor en los perros 2 y 6) y una
disminucién de la longitud de las criptas, llegando a provocar una atrofia con

caracteristicas similares a la colitis atréfica descrita por Barker et al. (1993).
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La parasitacién fue también similar a la del intestino delgado, observindose
leishmanias en el interior de macréfagos y de células gigantes multinucleadas que

aparecian dispersas por la ldmina propia.

Tanto en el intestino delgado como en el intestino grueso la reaccién inflamatoria
mostraba un cardcter crénico y progresivo paralelo a la evolucion de la enfermedad.
Similares procesos inflamatorios han sido descritos con anterioridad en distintos érganos
de animales de experimentacién (Keenan et al., 1984; Pospischil et al., 1987 y Binhazim
et al., 1993),

La presencia de un infiltrado inflamatorio en el intestino conduce a un proceso de
malabsorcion y la consecuente pérdida de peso, hecho éste que demostraron Muigai et
al.(1983) en el curso de la leishmaniosis en el hombre y que hemos observado en

nuestros animales.

No hemos observado, tal como describen Pumarola et al. (1991) en perros y
Veress y El Hassan (1986) en el hombre, hialinosis vasculares, ni depdsitos de
inmunocomplejos en las paredes de los vasos. Tampoco hemos encontrado depdsitos de
amiloide como se ha descrito en el criceto (Gonzdlez et al., 1986) y en el perro (Corbeil
et al., 1976).

Por otra parte, hemos estudiado el tejido linfoide inmunocompetente asociado al
tracto gastrointestinal, que se presenta bien como células sueltas en la ldmina propia, o
bien como formaciones linfoides (Ogra y Morag, 1976). Para ello hemos valorado la
composicion y la distribucién de las inmunoglobulinas mds relevantes mediante técnicas

inmunocitoquimicas.

Pocos son los trabajos publicados sobre la distribucién de inmunoglobulinas en
la ldmina propia del intestino delgado (Willard et al., 1978; Hart 1979; Willard y Leid
1981 y Vibe-Petersen 1991), y del intestino grueso en el perro (Willad y Leid, 1981;
Roth et al., 1992), a pesar de ser considerado un buen modelo experimental para el

hombre. No obstante, existen diferencias con respecto a éste debidas a una mayor
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parasitacion, a la presencia de diversos antigenos en la dieta e incluso a variaciones

propias de la inmunidad gastrointestinal de cada especie (Willad y Leid 1981).

Estas inmunoglobulinas, IgA, IgG, e IgM, las hemos localizado
fundamentalmente en las células inmunocompetentes o células plasmdticas, aunque
también las hemos observado en el citoplasma de algunas células del epitelio de
revestimiento y en el intersticio de la ldmina propia, mostrando en estas dos tltimas
localizaciones, una inmunorreaccién mds débil. Richman y Brown (1977) y Hart (1979)
atribuyen esta inmunorreaccidn a la existencia de inmunoglobulinas secretadas por las
células epiteliales al espacio intersticial y su posterior eliminacidn a la luz intestinal
mediante el componente secretor que participa en el transporte selectivo de
inmunoglobulinas. Tanto la IgA como la IgM utilizan esta via de eliminacién (Brandtzaeg
et al., 1984; Stromberg y Guilford 1991) mientras que la IgG, debido a su escaso

tamaiio, atraviesa pasivamente el epitelio (Stromber y Guilford, 1991).

En nuestros perros hemos observado una fuerte inmunorreaccién frente a IgM en
algunas de las células de las criptas, que segun Mayoral (1992), puede ser debido, a una

localizacion especifica de eliminacién de IgM hacia la luz intestinal.

En el estudio de los animales control hemos encontrado, tal comeo refieren otros
autores (Hart, 1979 y Vibe-Petersen, 1991), una gran variacién en la composicién y
distribucién de las distintas inmunoglobulinas como queda reflejado en las tablas 4.4.1
ad.4.6.

El intestino delgado present6 un mayor niimero de células plasmdticas totales que
el intestino grueso. La cantidad de éstas disminuia desde las porciones iniciales (duodeno)
hacia el final del fleon, hecho también observado por Vibe-Petersen (1991). Observamos
un predominio de células positivas a IgA sobre las positivas a IgG e IgM en todas las
zonas, mostrando unas proporciones de 3:1,5:1 respectivamente (tabla 4.4.6). Esta
relacién es algo superior a la descrita para el perro por Hart en 1979 y por Vibe-Petersen

en 1991 y refleja un predominio de IgA, hecho que también se ha observado en el
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hombre (Brandtzaeg y Baklien 1976; Ogra y Morag 1976; Parrot 1976; Pernlmann et al.,
1976; Paniagua et al., 1985).

Willard y Leid (1981), sefialan que las células positivas a IgA se localizan
preferentemente en la base de las vellosidades, mientras que las positivas a IgG e [gM
se distribuyen en zonas mds profundas. Estas descripciones coinciden con nuestras

observaciones.

En el intestino grueso, el total de células plasmdticas ha sido inferior al observado
en el intestino delgado y, como en éste, existia un predominio de células positivas a IgA.
Las proporciones fueron diferentes con respecto al intestino delgado tal como describen
Roth et al. (1992), localizindose las inmunoglobulinas preferentemente en la zona media

de la mucosa.

En el estudio inmunocitoquimico de la ldmina propia de los animales inoculados
encontramos una gran estimulacion antigénica con respecto a los animales control,
observandose un incremento en el nimero de inmunoglobulinas totales y de cada una en

particular conforme avanzaba Ia enfermedad (tablas 4.4.1 a 4.4.5)

En el estudio particularizado de cada inmunoglobulina hemos observado
diferencias con respecto a los animales control. Asi, ha existido un aumento de células
positivas a IgA en todas las porciones intestinales, sin embargo, al igual que ocurre en
los animales control, hemos observado que se produce una disminucidn progresiva en el
nimero de é&stas, desde los primeros tramos hacia el final, localizindose

fundamentalmente en la zona media de la mucosa.

Teniendo en cuenta las fases de la enfermedad hemos encontrado una respuesta
inmunitaria distinta, variando las proporciones de las diferentes inmunoglobulinas. Asi,
mientras que en ias primeras fases de la enfermedad existfa un predominio de células
positivas a IgA, como también se describe en otros procesos inflamatorios crénicos
(Vibe-Petersen 1991), en fases posteriores, aunque bien también ha existido un

incremento de células positivas a IgA, es mds significativa la respuesta de células
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positivas a IgG, sobre todo en las fases finales y especialmente en el intestino grueso. En
las fases mds avanzadas de la enfermedad, en el duodeno y en el yeyuno se aprecié una
respuesta mayoritariamente de IgA y muy significativa de IgG; en el ileon pricticamente
se igualaron los valores entre IgA e IgG y en todo el intestino grueso la respuesta fue

mayoritariamente de células positivas a IgG.

La desigual respuesta observada el intestino delgado y en el grueso puede ser
debida a la existencia de una respuesta diferente de cada porcién intestinal, a la cantidad
de células positivas a IgA inicial presente en cada tramo o a los diferentes grados de
lesion observados. Inicialmente la respuesta inmunitaria parece ser mayoritariamente de
células positivas a IgA, lo cual indicaria la existencia de una respuesta local y con
posterioridad, cuando la lesién es mds crénica, se produce un incremento de células

positivas a IgG, lo que implicaria una activacion de la respuesta sistémica.

El aumento de células positivas a IgA se describe como un mecanismo de
respuesta inicial del organismo, que puede dafiar al mismo si no consigue eliminar el
antigeno, lo que produce posteriormente una bajada de estas células positivas a IgA en

la mucosa (Nagura, 1992).

Mowat (1987) observé que mientras que las células positivas a IgA e IgM
actuaban como primera linea de defensa proporcionando la secrecién de anticuerpos, las
células positivas a IgG lo hacfan como segunda linea de defensa. Un agravamiento en las
lesiones de la mucosa implica un incremento en la segunda linea de defensa, aumentando
el nimero de células positivas a IgG en la lamina propia y provocando un mayor riesgo
de recaida (Vibe-Petersen 1991).

Las células positivas a IgM no han presentado cambios significativos durante la
evolucién de la enfermedad, hecho que también observa Vibe-Petersen (1991) en las

enteritis linfocitico-plasmociticas.

Segiin la via de inoculacion, hemos observado una respuesta mds pronunciada de

células positivas a IgG en el intestino grueso, lo cual podria indicar una respuesta
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sistémica superior en los animales inoculados intraperitonealmente, aunque también

debemos tener en cuenta que fueron animales que se sacrificaron en fechas mds tardias.

A la vista de estos resultados observamos dos tipos de respuesta: una local, al
comienzo de la enfermedad y otra sistémica, cuando la enfermedad evoluciona con el
tiempo, que parece ser mds acusada en el intestino grueso y que coincide con la

sintomatologia clinica observada.

Similares resultados han sido descritos en las enteritis linfocitico-plasmociticas por
Vibe-Petersen (1991)y en la enfermedad celiaca de los nifios por Scott et al.(1980),
observando una correlacion entre el nimero de células positivas a 1gG vy la severidad de
los sintomas, 1o que sugiere que la produccidn local de anticuerpos de la clase IgG estd

involucrada en la patogénesis de la enfermedad.

En la submucosa de los animales control ha existido una escasa inmunorreacion
de las células inmunocompetentes. Aunque no hemos encontrado referencias de las
valoraciones inmunitarias a este nivel, nosotros hemos observado una correlacion entre
el estado inmunitario de la mucosa y de la submucosa. En las primeras fases las células
positivas a IgA, aunque escasas, predominan sobre las demds. En las fases finales
aumentan las células positivas a IgG. Los linfocitos han sido escasos excepto en las 4reas

interfoliculares.

Se considera que una alteracién de las proporciones entre las distintas
inmunoglobulinas es causa de diarrea en el perro, aunque cursen sin proceso inflamatorio
(Roth et al., 1992).Sin embargo en nuestro caso, ademds de esta alteracién de las

proporciones, también hemos observado una mayor densidad celuiar.

Mediante técnicas inmunocitoquimicas hemos estudiado la distribucién de los
linfocitos T. En el intestino delgado de todos los animales comprobamos su presencia en
la porcidn apical de las vellosidades; en los animales mds afectados también ocupaban la
zona profunda de la mucosa. Asi mismo, se comprobé que é&stos constituian un

componente importante de las lesiones granulomatosas. Para Mc. Elrath et al. (1987) y
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Murray et al. (1987), la activacién de los linfocitos T y su participacién junto a
macréfagos activados en granulomas, forma parte del desarrollo de un mecanismo

efectivo de control de la enfermedad.

En el intestino grueso, €l nimero de linfocitos T era menor y se encontraban
distribuidos por toda la mucosa. Al igual que en el intestino delgado su nimero disminuia

conforme avanzaba la enfermedad.

La respuesta inmunitaria en la patogenia de la leishmaniosis visceral canina, segin
Corbeil et al. (1976), se debe a la estimulacion antigénica por parte de las leishmanias
que origina una hiperactivaciéon de la inmunidad humoral (excesiva formacién de
antigenos) que, no solo, es ineficaz para la protecctdn, sino que perjudica, al actuar

como inhibidor de 1a inmunidad celular (Weissman et al., 1978; Slappendel, 1988).

En el transcurso de la enfermedad hemos observado que se producen
modificaciones en las formaciones linfoides que coinciden con las descritas en humana
por Chadli y Phillippe, (1961) y Mauel y Behin (1982), y en perros por Keenan et al.
(1984).

En general, los cambios observados tanto en el intestino delgado como en el
grueso, han sido bastante similares y no hemos apreciado diferencias en cuanto a la via

de inoculacién,

En un primer estadio de la enfermedad (perros 1 y 4) observamos un marcado
desarrollo de los n6édulos linfoides. Los centros germinales presentaron una amplia zona
clara estaba compuesta por linfoblastos, células dendriticas, células en mitosis, restos
celulares, algunos macréfagos y escasos plasmocitos con cuerpos de Russell (éstos
liltimos mds abundantes en los nédulos linfoides del leon. Estos resultados coinciden con
los observados por Keenan et al. (1984), y con lo descrito en el hombre por Chadli y
Philippe (1961) y Mauel y Behin (1982).
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El desarrollo de los centros germinales y la presencia de numerosos linfoblastos
es indicativo de una respuesta activa por parte de las células B (Weissman et al., 1978),

Y, ademds, estd relacionado con el incremento de gamma-globulinas (Rezai et al., 1978).

En fases mds avanzadas de la enfermedad hemos apreciado una involucién de las
formaciones linfoides, que en los perros 2 y 5 ha sido mds discreta y en los perros 3 y
6 mds llamativa. Esta involucién ha consistido en una disminucion del nimero de
linfoblastos y un aumento de linfocitos maduros en los centros germinales. Estos
resuitados coinciden con los observados por Keenan et al. (1984) en ganglios linfaticos
y formaciones linfoides asociadas al intestino de perros inoculados experimentalmente,
y con los observados por Veress et al. (1977) en el hombre, en pacientes terminales, en
los que se aprecia una marcada escasez de centros germinales de la puipa esplénica. Rezai
et al. (1978) describen una involucién de los ganglios linfaticos en perros inoculados a

partir de los 82 dfas mientras que nosotros la hemos observado mds tardiamente.

La zona oscura de los centros germinales, que en los animales control estaba
constituida por un delgado anillo de linfocitos pequefios y medianos, en los perros
enfermos mostrd, en principio, un mayor desarrollo con proliferacion de linfocitos
maduros, y posteriormente, en las fases en las que ya se vefa una atrofia germinal, estas

porciones una clara involucién.

La corona, que en las primeras fases no mostré cambios, en las fases tardfas
presentd un menor tamaiio y pérdida de delimitacién, probablemente debido a la

involucién linfocitaria que aparece en las Ultimas fases de la enfermedad.

Las dreas interfoliculares de los animales control eran mds evidentes en las placas
de Peyer del duodeno y yeyuno y mostraban un predominio de células T, no s6lo debido
a su mayor tamafo sino también a una mayor densidad celular. Este hecho estd también

descrito en roedores y en el hombre (Ermak y Owen, 1986; Spencer et al., 1986).

Mientras que en las primeras fases de la enfermedad no se han encontrado en estas

dreas cambios muy significativos (perros 1 y 4) en fases mds tardias observamos una
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discreta involucion con gran desorganizacion, y una proliferacién macrofigica, que en
los perros 3 y 6, era mucho mas acusada. Estos datos coinciden con la reduccion
linfocitaria sefialada por Rezai et al.(1978) y Keenan et al. (1984) en dreas

timodependientes de los ganglios y de las tonsilas.

El tamafio de las cipulas va aumentando de duodeno a ileon (HogennEsch y
Felsburg, 1992). En este estudio no se han encontrado diferencias entre los animales
control y los parasitados. Queremos destacar también la presencia de unas calcificaciones
en la ctpula del duodeno de los perros 5 y 6 que podrian corresponder con zonas de

necrosis de tejido mineralizadas.

En los animales inoculados hemos observado la presencia de leishmanias en el
interior de algunos centros germinales (perros 2 y 3). La presencia de estos pardsitos en
los centros germinales de los ganglios y de otras formaciones linfoides ha sido descrita
por Keenan et al. (1984). Taverne (1989) sefiala que la presencia de pardsitos en estas
localizaciones se cree que puede favorecer una estimulacién antigénica prolongada, con
importantes consecuencias inmunorreguladoras, inmunosupresoras e inmunopatoldgicas.
En infecciones experimentales viricas, la presencia antigénica cronica los centros
germinales, origina una deplecciébn muy marcada de algunos tipos de células
inmunocompetentes, conduciendo a una tolerancia, por parte del organismo, debido al

agotamiento de las formaciones linfoides (Moskohidis et al., 1993).

Mediante el estudio inmunocitoquimico hemos comprobado cémo a lo largo de
todo el intestino y durante las distintas fases de la enfermedad, las células positivas a [gG
se han localizado en los foliculos linfoides, tanto de la zona periférica como de la zona
central de los centros germinales. Su presencia ha sido especialmente ljamativa en el
ileon de casi todos los animales, excepto en el perro 1 y 2. Estas c¢élulas mostraron
amplios cuerpos de Russell como respuesta a la activacién celular de las células

plasmaticas.
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Para HogennEsch y Felsburg, (1992) la presencia de células positivas a IgG en
los foliculos puede producirse por Ia diferenciacion de células B dentro de las placas o
por la migracién desde el tejido linfoide no mucosal a las placas de células positivas a

IgG, y su maduracién a células plasmdticas.

En las formaciones linfoides del intestino delgado y grueso de los animales
inoculados, a diferencia de los controles, hemos observado algunas células plasmdticas
positivas a IgA localizadas tanto en la zona periférica como en los centros germinales.
Estas células positivas han sido mds numerosas en los animales que presentaron una

involucion mds marcada de Ias formaciones linfoides.

Las células positivas a IgM han sido las mds escasas en los foliculos linfoides. Se
han localizado en las ctipulas y en los centros germinales, principalmente del intestino
delgado, aumentando hasta el fleon. Hemos encontrado algunas células plasmadticas

positivas con cuerpos de Russell, tanto en los animales control como en los parasitados.

En la cipula ha existido un predominio de células plasmdticas positivas a IgG,
aunque hemos observado también inmunorreaccién positiva frente a IgM e IgA. El
nimero de células positivas a IgG en estas zonas estd en relacién con el tamarno de la
cdpula. Asi, a lo largo del intestino delgado el nimero de estas células va disminuyendo
progresivamente de duodeno a fleon mientras que el intestino grueso, el niimero ha sido
menor. Estos resultados coinciden con los obtenidos por HogennEsch y Felsburg (1992)
en perros y contrastan con las observaciones realizadas en el hombre (Spencer et
al.,1986) y en roedores (Sminia and Plesch, 1982) donde se describen escasas células

positivas a IgG ¢n la cupula.

En el hombre (Spencer et al., 1986) y en el perro (HogennEsch y Felsburg,
1992) la presencia en la ciipula de células positivas a IgA es indicativa de una maduracién
local de algunas células B a diferencia de lo que ocurre en roedores (Crabbe et al., 1970;

Bienenstock and Dolezel, 1971; Sminia and Plesch, 1982). En éstos se aprecia una gran
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produccidn de células B positivas a IgA en las placas de Peyer, y ninguna en las cipulas

lo que indica que no existe una maduracion local.

Las dreas interfoliculares de los animales mds afectados presentaron una marcada
disminucién de linfocitos T. Bryceson (1970) y Slappendel (1988) senalan como causa
de depleccidn de las zonas timo dependientes, la sobrecarga de antigenos de leishmania

que cual interfiere en la respuesta inmune y origina una anergia celular.

La involucidén de las zonas timodependientes en otros organos tanto en perros
(Keenan et al.,1984) como en el hombre (Veress et al.,1977) se debe a una alteracion de

la inmunidad celular provocada por el pardsito (Varela 1992).
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1. Todos los animales infectados con leishmania desarrollaron a partir de los 275 dias
(grupo B) y 350 dias (Grupo A) postinoculacidn, una diarrea de intestino grueso

consecutiva a una colitis crénica erosiva.

2. MacroscOpicamente, en las fases més tardias de la enfermedad, observamos en el
intestino delgado un engrosamiento y enrojecimiento moderado y difuso de la mucosa.
En ¢l intestino grueso la lesién fue mds intensa, y consistié en un aumento del grosor de

la mucosa con pliegues muy marcados y pequefios focos miiltiples de erosion.

3. En todos los animales se produjo una enteritis crénica que afectaba a la mucosa vy
submucosa, constituida por linfocitos, predominantemente de tipo T, células plasmaticas,
en ocasiones con cuerpos de Russell, macréfagos parasitados y células gigantes
multinucleadas. Este proceso aumenté progresivamente durante el desarrollo de la

enfermedad siendo mds extenso a nivel de intestino grueso.

4. En el intestino grueso de los animales mds afectados, el proceso inflamatorio, originé
una degeneracion hidrépica y necrosis del epitelio superficial de revestimiento y del

epitelio glandular, lo que provocé el colapso y la disminucidn en el nimero de criptas.

5. El nimero total de células plasmdticas positivas a las distintas inmunoglobulinas
tocalizadas en 1a ldmina propia de la mucosa aumentd con el curso de la enfermedad. En
las primeras fases existié un mayor incremento de células plasmadticas positivas a IgA y
en las iltimas un predominio de células plasmaticas positivas a 1gG. Esto implica que
inicialmente se produce un incremento de la respuesta inmune local, para posteriormente
con el agravamiento de la enfermedad, adquirir mayor relevancia ia respuesta inmune
sistémica. Las células plasmdticas positivas a IgM, aunque aumentaron con respecto a los

animales control, no representaron significacidn estadistica.
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6. Las formaciones linfoides asociadas al intestino mostraroen, al inicio de la enfermedad,
una marcada hiperplasia con amplios centros germinales integrados por un elevado
nimero de linfoblastos, células dendriticas, células en mitosis y restos celulares, y una
marcada corona linfocitaria con células maduras. En los ultimos estadios se observé una
involucién de los mismos con disminucién del nimero de linfoblastos y aumento del
nimero de linfocitos, unido a una disminucién de linfocitos T en las dreas

interfoliculares.
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Resumen

Se ha realizado un estudio anatomopatoldgico del intestino en perros beagle
infectados experimentalmente con Leishmania infantum. Tres de estos animales (grupo
A) fueron inoculados intraperitonealmente con 5 ml de material infectante que contenia
2 X 10° amastigotes; otros tres, (grupo B), se inocularon intravenosamente con 5 ml de
material infectante a una concentracién de 5 X 10° amastigotes. Dos animales, utilizados
como control (grupo C), fueron inoculados, uno por via intraperitoneal y otro por via
intravenosa con 5 ml de un homogeneizado de bazo procedente de un criceto sano. Los
animales del grupo A se sacrificaron a los 109, 433 y 592 dfas postinoculacién y los del
grupo B a los 109, 171 y 334 dias postinoculacién.

Mediante el estudio macroscépico, unicamente en las ultimas fases de la
enfermedad, se ha observado un engrosamiento moderado de la mucosa del intestino
delgado; dicho engrosamiento fue mads intenso en el intestino grueso, mostrando pliegues

muy marcados y miltiples focos de erosién de pequefio tamafio.

El examen histolégico mostrd la presencia de infiltrados inflamatorios constituidos
por linfocitos, principalmente de tipo T, células plasmdticas, macréfagos y células
gigantes multinucleadas parasitadas, localizadas fundamentalmente en la mucosa. En el
transcurso de la enfermedad, estos infiltrados se hicieron mds intensos, llegando incluso
a afectar a la capa submucosa. Asi mismo hemos observado un proceso degenerativo en
el epitelio de revestimiento y en las formaciones glandulares que, en ocasiones, incluso

aparecian colapsadas, disminuyendo su mimero,

Las lesiones fueron siempre mds significativas en las porciones del intestino
grueso, coincidiendo con la sintomatologia clinica observada e independientemente de la

via de inoculacion,

Mediante técnicas inmunocitoquimicas se ha realizado un recuento de células
plasmaticas positivas a IgA, IgG e IgM en la mucosa, tanto de los animales control como
de los animales inoculados. En el grupo control se aprecié un predominio de células

plasmdticas positivas a IgA, localizadas fundamentalmente en la zona media de 1a ldmina
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propia, siendo éstas mds abundantes en las porciones anteriores del intestino delgado que
en las finales. La superioridad en nimero de estas ¢élulas se ha observado también en el
intestino grueso, aunque la cantidad de todas las inmunoglobulinas era inferior a la del
intestino delgado. En los animales inoculados existid un incremento en el niimero total
de inmunoglobulinas que aumentaba con el curso de la enfermedad. En las primeras fases
de la enfermedad este incremento se debia a un mayor niimero de células plasmadticas
positivas a IgA en todo el intestino, especialmente en las porciones proximales, como en
los animales control. En las ultimas fases, sin embargo, se observé un incremento de
células plasmdticas positivas a IgG localizadas fundamentalmente en las distintas
porciones del intestino grueso. De esto se concluye que, inicialmente, existe una
activacién de la respuesta inmunitaria local que es posteriormente reemplazada por una

activacion de la respuesta sistémica.

Las formaciones linfoides asociadas al intestino, inicialmente, mostraron un
aumento de tamafio debido al desarrollo de los centros germinales, con un mayor nimero
de linfoblastos y mitosis celulares; en las fases mds avanzadas presentaron una notable
involucién con un mayor mimero de células maduras. Las dreas interfoliculares en estas
lltimas fases mostraron una gran disminucién de tamafio y reduccién del nimero de

linfocitos T.
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SUMMARY

A morphological study on intestine of Beagle dogs experimentally infected with
Leishmania infantum has been done. Three of these animals (group A) were inoculated
intraperitoneally with 5 ml of infecting material containing 2x10® amastigotes. Another
three (group B) were inoculated intravenously with 5 ml of infecting material containing
5x10® amastigotes. Two animals were used as controls, inoculated, one intraperitoneally

and the other one intravenously, with 5 ml of healthy hamster spleen homogenate.

Group A animals were sacrificed at 109, 433 and 592 days after inoculation, and
group B animals at 109, 171 and 344 days after inoculation.

In the macroscopic study, a moderate thickening of the small intestine mucosa was
observed only in the late state of the disease, more intense in large intestine, showing

marked folds and multiple small erosion foci.

The histological study showed the presence of inflammatory cells: lymphocytes
mostly T-type, plasma cells, macrophages and parasited multinucleated giant cells
primarily located in. the mucosa, growing in number along with the disease evolution,
reaching even the mucosa. A degenerated process was also seen in the surface epithelium

and glands, which appeared even collapsed, as well as a decrease on the number of

crypt’s.

Macroscopic lesions were always more significative in large intestine portions,
a fact that coincides with the symptoms observed on the animal, and is independent of

the route of inoculation.

Using IHQ, a count of marked plasma cells in differént portions of the lamina
propria was done, using both the control and the inoculated groups. On the first ones, a
dominance of plasma cells positive to IgA was observed, primary in the medium portion
of the lamina propria. In these control animals, a significative decrease of plasma cells

in small intestine was shown, from initial to final portions. In large intestine an IgA
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dominance was also seen, though the total immunoglobulin amount was smaller than the

small intestine’s one.

In inoculated animals, an increase in the total amount of immunoglobulin was

shown, which increased with the diseases evolution.

In the first stages of the disease, this increase was produced by a bigger number
of plasma cells positive to IgA in the whole intesting, and similar to control animals, they
were more numerous in the initial portions of small intestine. Nevertheless, in the final
portions the dominant plasma cells were positive to IgG, a fact that implicates the
existence of an initial activation of the local immune response, which is replaced later by

a systemic response activation.

The intestine mucosa associated lymphoid tissue initially showed an increase in
size, caused by the germinal centers development, which presented more immunoblasts
and cellular mitosis, while more advanced more advanced stages showed a notorious
involution with an increase in more mature cells. The interfollicular areas showed a

considerable size and T-lymphocytes number decrease in the final stages.
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