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ABREVIATURAS

Ac Anticuerpo

ADN Acido desoxirribonucleico

Ag Antigeno

ANA Anticuerpos antinucleares

BPAG 2/BP180 | Antigeno penfigoide bulloso tipo 2

BPAG1/BP230 | Antigeno penfigoide bulloso tipo 1

CD Citotdxico

CMH Complejo mayor de histocompatibilidad

Con A Concavalia ensiformes

CP Complejo pénfigo

DAB Diaminobencidina

DAPI 4°6-diamidino-2-dihidrocloruro fenilindol

DBA Dolichos biflorus

D-E Dermo-epidérmica

DI Dermatosis inmunomediadas

DP Desmoplaquina

Dsc Desmocolina

Dsg Desmogleina

EAL Enfermedad inmunoglobulina A lineal

EASA Enfermedades ampollares subepidérmicas
autoinmunes

EBA Epidermdlisis bullosa adquirida

EAI Enfermedad autoinmune inespecifica

ELISA Ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas

EP Enveloplaquina

Fab Fragmento de union al antigeno

Fc Fragmento cristalizable

HP Histopatologia

IF Inmunofluorescencia

IFD Inmunofluorescencia directa




IFI Inmunofluorescencia indirecta

P Inmunofluorescencia en tejidos fijados y preservados
en parafina

Ig Inmunoglobulinas

IHQ Inmunohistoquimica

IL Interleuquina

LAD-1 Segmento extracelular del colageno tipo XVII

LE Lupus eritematoso

LEC Lupus eritematoso cutaneo

LECE Lupus eritematoso cutaneo exfoliativo

LED Lupus eritematoso discoide

LEMC Lupus eritematoso mucocutaneo

LES Lupus eritematoso sistémico

LESA 1 Lupus eritematoso sistémico ampollar tipo 1

LEVC Lupus eritematoso vesicular cutaneo

LfB Linfocito B

Lf T Linfocito T

LHQ Lectinhistoquimica

NC16A Seccion extracelular del colageno XVII

NK Natural killer

PAMPs Patrones moleculares asociados a patégenos

PB Penfigoide bulloso

PBS Buffer fosfato salino

PE Pénfigo eritematoso

PF Pénfigo foliaceo

Pfi Placofilina

PG Placoglobina

PMM Penfigoide de las membranas mucosas

PN Piel normal

PNA Arachis hypogaea

PP Periplaquina
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PPN Pénfigo paraneoplasico

PRR Receptores de reconocimiento de patrones
PV Pénfigo vulgar

RCA Ricinus communis

SBA Glycine max

TLRs Receptores tipo Toll

TNF Factor de necrosis tumoral

UEA I Ulex europaeus |

WGA Triticum vulgaris
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PALABRAS CLAVES

Enfermedades autoimmune, piel, histopatologia, inmunohistoquimica,
caninos.

RESUMEN

Las dermatosis autoinmunes se dividen en tres grupos: complejo pénfigo,
enfermedades ampollares subepidérmicas autoinmunes y lupus. Como
objetivo se establecieron bases clinicas, histopatolégicas e
inmunohistoquimicas para el diagndstico. Se realiz6 un estudio
retrospectivo (n=74) y prospectivo (n=19). Se consideraron las lesiones
macroscopicas, las lesiones microscopicas y la aplicacion de las técnicas
de inmunohistoquimica, inmunofluorescencia y lectinhistoquimica. Se
observaron diferencias significativas en el complejo pénfigo con relacién a
la localizacion (periorbital y pabellones auriculares), la raza y la presencia
de pustulas y acantdlisis. En el lupus se observo degeneracion vacuolar de
células basales y en las enfermedades ampollares separaciéon
dermoepidérmica. En la aplicacion de la técnica de inmunohistoquimica se
obtuvo un 77,03% de inmunomarcacion. En el 21,05% de los casos
estudiados se pudo, mediante esta técnica, complementar el diagnostico
histopatolégico. Las enfermedades autoinmunes deben ser tenidas en
cuenta en pacientes que presentan pustulas, vesiculas, bullas y, mas
frecuentemente, costras, erosiones y ulceras en el dorso de la nariz, la zona
periocular y los pabellones auriculares. La histopatologia es util en el
diagndstico de estas enfermedades y, en nuestro medio, sigue siendo la

herramienta mas utilizada para arribar a un diagndstico definitivo.
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KEY WORDS

Autoimmune diseases, skin, histopathology, immunohistochemical, canine.
SUMMARY

Autoimmune dermatoses are: the pemphigus complex, the autoimmune
subepidermal bullous diseases and lupus. The aim was to establish clinical,
histopathological and immunohistochemical bases for the diagnosis. A
retrospective (n=74) and prospective (n=19) study was made. In these
studies, the macroscopic and the microscopic lesions and of
immunohistochemical, immunofluorescence and lectinhistochemical
techniques were considered. Significant differences were observed in the
pemphigus complex related to the location (periorbital or auricle), the breed
and the presence of pustules and acantolisis. Regarded to lupus, vacuolar
degeneration of basal cells as well as dermoepidermal separation in
blistering diaseases were observed. In the application of the
immunohistochemical technique, 77.03% immunostaining was obtained. In
21.05% of the cases studied, it was possible, through this technique, to
complement the histopathological diagnosis. Autoimmune diseases should
be taken into account of those patients with skin lesions such as pustules,
vesicles, bullae, or, more frequently, with scabs, erosions and ulcers in
areas such as the back of the nose, the periocular area, the ears.
Histopathological studies are useful methods for the diagnosis and

concluding with a definitive diagnosis in this type of disease.
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Generalidades

El tegumento esta integrado por la piel, la hipodermis y los anexos
cutaneos: foliculos pilosos y pelos, vibrisas, glandulas sudoriparas,
merocrinas y apocrinas, glandulas sebaceas y otras estructuras que
aparecen solo en algunas especies como astas, garras, uias, pezuias,
cascos, etc. La piel estructuralmente esta formada externamente por la
epidermis que es la capa epitelial y a continuacion la dermis que es tejido
conectivo que contiene los anexos. Luego tenemos una capa subyacente
de tejido conectivo mas laxo que es el tejido celular subcutaneo o
hipodermis (Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016;
Krmpotic y col., en prensa).

La piel es limite anatdmico entre el cuerpo y el medioambiente. La
superficie de la piel esta en contacto constante con irritantes ambientales,
contaminantes y diferentes patégenos. A diferencia de las enfermedades
en los érganos internos, las lesiones en la piel son facilmente visibles y, por
lo tanto, son una de las razones mas comunes en la consulta veterinaria.
Las enfermedades de la piel varian desde problemas estéticos menores
hasta condiciones que pueden amenazar la vida del paciente.

La capacidad protectora de la piel es compleja y gran parte de esta funcién
es proporcionada por el estrato cérneo. Esta capa, compuesta por
queratina, mantiene la hidratacion del cuerpo al restringir la pérdida de
agua. Ademas, la constante descamacién y rapida renovacion celular,
contribuyen a la eliminacion de patdgenos en la superficie. En el estrato

corneo hay ademas péptidos antimicrobianos (B-defensinas, catelicidinas)
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y una variedad de lipidos que también ayudan en la defensa frente a
bacterias y sustancias quimicas. El sistema inmune de la piel proporciona
una constante inmunovigilancia que consiste en interacciones orquestadas
entre las células de Langerhans, queratinocitos, linfocitos y las células
dendriticas dérmicas (Yager, 1993).

La piel de los caninos varia en su grosor dependiendo de la ubicacion
anatomica, siendo mas delgada en areas con pelo y mas gruesa en las
almohadillas plantares y el plano nasal. A su vez, el pelaje y la pigmentacién
de la piel, generada por la melanina, le confieren la fotoproteccion, asi es
como proporcionan un mecanismo de termorregulacion, participando en
este ultimo también el flujo sanguineo cutaneo. Asimismo, la piel es un sitio
importante de regulacion de la vitamina D. La luz solar actua sobre la
epidermis para convertir la provitamina D3 (7-deshidrocolesterol) a vitamina
D3 (colecalciferol), que luego en el higado se hidroxila a 25-hidroxi D3, y
formandose finalmente en los rifilones la forma activa: 1,25-vitamina D3. La
vitamina D3 es importante a nivel cutaneo pues regula la diferenciacion y
proliferacion epidérmica. Podemos sefalar entonces que la piel es un
verdadero indicador de salud general del organismo (Hargis y Myers, 2017,
Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

Los casos dermatologicos se presentan con alta frecuencia en la clinica de
pequenos animales. Los médicos veterinarios suelen recurrir, como método
complementario de diagndstico, al examen de la piel mediante la toma de
biopsias, las cuales se han convertido, actualmente, en una herramienta de

diagndstico de rutina. Una comprension de la respuesta de la piel frente a
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las noxas, como en cualquier tejido, requieren conocimiento de su
estructura y funcién normales. Para poder interpretar las biopsias de la piel,
los patologos deben tener una adecuada historia clinica que les permitira,

en conjunto con el clinico, arribar a un diagnostico mas certero del proceso.

Estructura y funciones de la piel

Epidermis

La epidermis, capa mas externa de la piel, es un sistema altamente
organizado que se encuentra en renovacion continua y esta compuesto por
un epitelio escamoso estratificado. Este epitelio tiene diferentes estratos:
basal, espinoso, granuloso y cérneo (Hargis y Myers, 2017; Mauldin y
Peters-Kennedy, 2016). En la epidermis encontramos diferentes tipos
celulares: los queratinocitos que representan el 85% de las células
epidérmicas, los melanocitos (5%), las células de Langerhans (3-8%) y las
células de Merkel (2%) (Lloyd y Garthwaite, 1982; Muller y col., 1997). Los
queratinocitos son sometidos a un proceso de diferenciacion y proliferaciéon
permanente que permite el recambio celular. Esta alta tasa de recambio
celular facilita la reparacion del tejido y proporciona un mecanismo de
defensa frente a las noxas, siendo ademas una verdadera barrera
protectora hidrofébica. Existe en la epidermis un equilibrio entre la
proliferacion, la diferenciacién y descamacion celular. La renovacion esta a
cargo de una pequefa poblacién de células madre de ciclo lento (10% de
las células) en la capa basal que sufre proliferacion en forma transitoria

mediante sefiales de las células amplificadoras. Las células amplificadoras
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proliferan rapidamente luego de salir del ciclo celular y finalmente
experimentan diferenciacion terminal. Al hacerlo, las células marchan hacia
el producto final, que son células totalmente queratinizadas, los
queratinocitos anucleados (corneocitos) que se desprenden en la superficie
de la piel (Campos- Granados, 2014; Hargis y Myers, 2017; Mauldin y
Peters-Kennedy, 2016).

La queratina es un filamento intermedio, cuya principal funcién es la de
proveer la fuerza a las células epiteliales. Esta proteina forma el
citoesqueleto del queratinocito y se conectan a los desmosomas,
participando en las uniones intercelulares. Existen dos tipos de queratina,
tipo | (acida) y tipo Il (basica) que se ensamblan en heterodimeros a través
de enlaces disulfuro. La queratina pertenece a una familia muy diversa de
proteinas, presentando patrones de expresion diferente en los diferentes
epitelios. Existen queratinas duras, ricas en residuos de cisteina, que
forman el pelo y las ufias. Otras, las citoqueratinas, son queratinas suaves,
que se encuentran en las células epiteliales de la epidermis. Los
queratinocitos de la capa basal proliferan, se diferencian y expresan
abundantes citoqueratinas. La queratina 5 (K5) y la queratina 14 (K14)
forman heterodimeros en queratinocitos de la capa basal. Los
queratinocitos suprabasales estan asociados con la induccion de
queratinas 1y 10 (K1 y K10), mientras que la queratina 2 (K2) se expresa
en el estrato granuloso (Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy,

2016).
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El estrato basal es la capa germinativa profunda de la epidermis y se
compone de una sola capa de células cilindricas a columnares bajas, que
descansan sobre una membrana basal. Las células basales estan unidas a
la membrana basal subyacente por los hemidesmosomas y a los
queratinocitos adyacentes y suprayacentes por los desmosomas. Los
desmosomas son estructuras de anclaje que median la adhesion entre las
células (Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016). Estan
conformados por una estructura compleja de proteinas denominadas del
centro y de la placa que se unen a las queratinas intracelulares que le
otorgan mayor fortaleza al epitelio. La ruptura de las conexiones
demosomales intercelulares epidérmicas, por ejemplo, por medio de la
unién de inmunoglobulinas (lgs), origina acantdlisis, caracteristica presente
en gran numero de enfermedades autoinmunes (Miller y col., 2014; Olivry,
2012).

Los desmosomas estan formados por tres grandes familias de proteinas
(figura 1): las cadherinas transmembrana, las proteinas de la familia de
armadillo y las plaquinas. Los miembros de la familia cadherina, las
desmogleinas 1 a 4 (Dsg) y desmocolinas 1 a 3 (Dsc) son parte de la
interfase adhesiva y sus colas citoplasmaticas proporcionan una plataforma
de unidn para la placoglobina (PG) y la placofilina (PFi), proteinas de la
familia armadillo. Los miembros de la familia plaquinas, desmoplaquina 1y
2 (DP), enveloplaquina (EP) y periplaquina (PP), se enlazan con los
filamentos intermedios del citoesqueleto otorgandole mayor rigidez a la

unién (Ellebrecht y Payne, 2014; Green y Simpson, 2007). En la patogenia
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de los diferentes pénfigos la Dsg1, Dsg3 y Dsc1 son los principales
autoantigenos. La Dsg1 y Dsc1 se encuentran en las capas mas
superficiales de la epidermis (estrato granuloso y espinoso), mientras que,
la Dsg3 predomina en las capas basales y suprabasales de la epidermis

(Bizikova y col., 2012; Miragliotta y col., 2005)

Espacio

Citoplasma intercelular

Placoglobina

Desmogleina

Desmoplaquina

Enveloplaguina
¥ periplaguina

o/
.

Placofilina

Filamentos
intermedios
de queratina

Desmocolina

Membrana
plasmatica

Figura 1: estructura y componentes del desmosoma

El estrato espinoso se caracteriza por presentar gran numero de
desmosomas, compuesto al menos por 3-4 capas de células grandes,
poliédricas, con un ligero aplanamiento en las células mas superficiales.
Esta capa es mucho mas gruesa en la piel sin pelo, y puede tener hasta 20
células de espesor en las almohadillas y en el plano nasal. Las células del
estrato espinoso se relacionan entre si por puentes intercelulares formados

por prolongaciones citoplasmaticas que se asemejan a espinas. Las fibrillas
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de queratina son mas numerosas en estas prolongaciones y es alli donde
se anclan los numerosos desmosomas de este estrato. (Hargis y Myers,
2017; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

El estrato granuloso es variablemente mas delgado, siendo en la piel con
pelo de solo 1-2 células de espesor, mientras que, en la piel sin pelo, esta
capa es un poco mas prominente, promediando 4-8 capas. Las células son
aplanadas, con nucleos pequeinos y en su citoplasma se pueden observar
granulos de queratohialina, que le da una coloracién mas azulina con las
tinciones de rutina. Los granulos contienen un precursor de filagrina, una
proteina de matriz interfibrilar rica en histidina que funciona como un
pegamento biolégico que agrega y alinea los filamentos de queratina
(Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

El estrato cdérneo se compone de la superposicion de 20 o mas capas de
células anucleadas, poliédricas a ligeramente aplanadas, intercaladas
entre capas de material lipidico. Esta capa es una barrera hidrofébica activa
y resistente que regula el movimiento del agua dentro y fuera de la piel. En
las biopsias, es posible que gran parte del contenido del estrato corneo se
pierda durante la toma de muestra, o bien durante el procesamiento de la
misma. Muchas veces se observa un patrén de tejido de canasta, el cual
es un artefacto resultante por la pérdida de laminillas lipidicas durante el
procesamiento. El espesor de esta capa varia segun la especie y el sitio,
pero generalmente se adapta al grado de trauma superficial o friccién,
siendo mas gruesa en areas sin pelo, como almohadilla y plano nasal

(Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).
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La cornificaciébn (queratinizacion) es el proceso por el cual los
queratinocitos sufren su diferenciacion terminal desde la capa basal hasta
el corneocito altamente especializado. Al hacerlo, los queratinocitos deben
perder gran cantidad del volumen de agua, siendo del 70% en capas
nucleadas y del 15% en el estrato cérneo. Deben ocurrir varios pasos para
que la cornificacién ocurra normalmente: (1) acumulacién de queratina en
la célula, (2) reemplazo de la membrana celular con formacion de una
envoltura cornificada, (3) formacion de bicapas lipidicas, y (4) descamacion
activa. Las alteraciones en cualquier paso pueden conducir a
hiperqueratosis, descamacion excesiva y funcion disminuida de la barrera.
Los lipidos estan presentes en los organulos llamados cuerpos lamelares,
que también se los denomina cuerpos Odland, granulos de revestimiento
de membrana, granulos lamelares o queratinosomas, los cuales se
sintetizan en el estrato espinoso superior. En el limite entre el estrato
granuloso y el corneo los cuerpos lamelares se fusionan con la membrana
celular y expulsan sus contenidos al espacio intercelular. Estos cuerpos
contienen glucosilceramidas, esfingomielina, glicerofosfolipidos y sulfato de
colesterol, junto con muchas enzimas modificadoras. Durante este
lanzamiento, las enzimas modifican lipidos polares "pro barrera" en lipidos
no polares "barrera". El producto final de las bicapas lipidicas del estrato
corneo contiene una proporcion equimolar de ceramidas, colesterol y
acidos grasos libres que juntos crean un verdadero sello hidrofébico. El
nucleo proteico del corneocito proporciona gran parte de la integridad

estructural del estrato cérneo. La profilagrina, encontrada en los granulos

22



de queratohialina del estrato granuloso, se somete al procesamiento
(protedlisis, desfosforilacion) activo mediante la enzima filagrina, que
combina la queratina citoplasmatica con la queratina filamentosa. Las
transglutaminasas, enzimas que contienen calcio, estan ubicadas dentro de
la epidermis y los foliculos pilosos. Estas proteinas, en particular,
transglutaminasa 1, catalizan la formacién de la envoltura cornificada
mediante la reticulacion de pequefias moléculas de proteinas (por ejemplo,
involucrina, loricrina, cistatina A) que van a reemplazar la membrana
celular. Esta envoltura rodea el nucleo proteico y proporciona una barrera
mecanica, asi como un andamio que organiza los lipidos extracelulares en
membranas lamelares (Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy,
2016).

Otras células que encontramos en la epidermis son los melanocitos. Estos
son derivados embrioldgicamente de las células de la cresta neural, y estan
presentes en las capas inferiores del estrato espinoso y producen un
pigmento “melanina”, que da color a la piel y al pelo. Los granulos
melanociticos se transfieren y se distribuyen entre los queratinocitos para
ayudar a proteger de la luz ultravioleta. Ademas, estan presentes las
células de Langerhans. Estas son células derivadas de la médula ésea del
linaje monocito-macrofago que procesa y presenta antigenos (Ag) a los
linfocitos T (Lf T) sensibilizados, modulando respuestas inmunolégicas de
la piel. Las células de Langerhans estan presentes en los estratos basal,
espinoso y granuloso de la epidermis, pero tienen preferencia por una

posicion suprabasal. Otro tipo celular son las células de Merkel que se
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encuentran en la capa basal, adjuntas a los queratinocitos a través de
uniones desmosomales, y expresan proteinas de queratina 8, 18, 19 y 20.
Las células de Merkel se encuentran en la piel con y sin pelo,
particularmente en regiones del cuerpo con mayor sensibilidad tactil (dedos
y labios), y en la porcion externa de los foliculos pilosos. Cuando las células
de Merkel estan asociadas con un axoén, forman un complejo Merkel célula-
neurita y funciona como un mecanorreceptor de adaptacion lenta. Las
areas especializadas de la piel que contienen estos complejos de Merkel
se conocen como almohadillas de tylotrich (pelos tactiles). Las células de
Merkel tienen granulos con mediadores quimicos (metenquefalina, péptido
intestinal vasoactivo, cromogranina A, acetilcolina, calcitonina, enolasa y
sinaptofisina). Ademas de funcionar como mecanorreceptores, las células
de Merkel también influyen en la proliferacion de los queratinocitos,
estimulan y mantienen células madre del foliculo piloso, y alteran el flujo
sanguineo y la produccion de sudor. Se cree que el origen de las células
de Merkel es una célula madre epidérmica primitiva (Hargis y Myers, 2017;

Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

Unién dermo-epidérmica

La epidermis, al igual que los epitelios de las mucosas, se adhiere al tejido
conectivo subyacente a través de una interaccion compleja entre las
moléculas intra y extracelulares en la zona de la membrana basal. (Olivry y
col., 2010). La unién dermo-epidérmica (D-E) (Figura 2) esta conformada

por los queratinocitos basales, la membrana basal y los hemidesmosomas.

24



Los queratinocitos basales presentan un citoesqueleto con filamentos
intermedios de queratina que se conectan con la membrana basal a través
de los hemidesmosomas. La membrana basal se subdivide en la lamina
basal compuesta por la lamina lucida y la lamina densa, conformada
principalmente por laminina 332 y colageno tipo IV. Ademas, se puede
observar la sublamina densa que se localiza en la interfase entre la lamina
densa y la dermis papilar. Contienen estructuras denominadas fibrillas y
placas de anclaje junto a proteinas fibrilares dérmicas (colageno tipo |, lll y
VIl). Los hemidesmosomas son estructuras con funciéon de anclaje y
sefalizacion celular que estan situados en la membrana plasmatica basal
de los queratinocitos basales. Las proteinas fundamentales del
hemidesmosoma son colageno XVII, plectina, antigeno penfigoide bulloso

tipo 1 (BPAG1/BP230) e integrina a6B4 (Campos Dominguez y col., 2006).
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Figura 2: Estructura de la unién D-E y del hemidesmosoma

Dermis

La dermis (corium) consiste en colageno y fibras elasticas contenidas en
una sustancia de fondo de glucosaminoglicanos. En ella se encuentran los
foliculos pilosos, glandulas, vasos y nervios. Por convencion, la dermis esta
subdividida en capas superficiales y profundas que se mezclan sin una
linea clara de demarcaciéon. La dermis superficial se corresponde con el
contorno de la epidermis y generalmente soporta la porcion superior del
foliculo piloso y las glandulas sebaceas y esta compuesta por fibras finas
de colageno. La dermis profunda soporta la porcién inferior del foliculo
piloso y las glandulas apocrinas y se compone de haces de colageno mas

gruesos que los de la dermis superficial. Las fibras musculares del musculo
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erector del pelo unen el tejido conectivo desde la vaina del foliculo piloso
hasta la epidermis y son responsables del movimiento del mismo. Fibras
musculares esqueléticas del musculo cutaneo se extienden hasta la dermis
inferior y son responsables del movimiento voluntario de la piel. También
encontramos células como mastocitos, linfocitos, células plasmaticas,
macrofagos, y rara vez se pueden encontrar eosinofilos y neutréfilos en la
dermis normal. Estas células son derivadas de la médula ésea y llegan a
través del sistema vascular sanguineo; por lo tanto, se concentran
tipicamente alrededor de pequefios vasos sanguineos superficiales. La
dermis es responsable de la mayor parte de la resistencia a la traccion y la
elasticidad de la piel; participa en la regulacion del crecimiento, la
proliferacion, la adhesién, la migracion y la diferenciacién celular, y modula
la cicatrizacion de heridas (Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-

Kennedy, 2016; Miller y col., 2014).

Hipodermis

La hipodermis o subcutis une la dermis al musculo o hueso subyacente.
Hay algunas excepciones regionales donde el subcutis puede estar
ausente, como en el labio, la mejilla, el parpado, el oido externo y el ano.
Esta formada principalmente por tejido adiposo, fibras colagenas y
elasticas, que proporcionan flexibilidad. El tejido adiposo aisla contra la
variacion de temperatura y en el caso de las almohadillas sirve para la
absorcién de impactos. El tejido adiposo también almacena calorias como

triglicéridos. En recientes estudios se mostré evidencia que las células
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adiposas secretan ya sea por via autocrina, paracrina y/o endocrina, una
variedad de citocinas, quimiocinas, hormonas, y factores como la
adiponectina, leptina, resistina, factor de necrosis tumoral (TNF,
abreviatura del inglés tumor necrosis factor), interleuquina 6 (IL) y también
proteinas de fase aguda. Ademas, tiene una funciéon importante como
reservorio y sitio para el metabolismo de compuestos esteroides y la

produccion de estrégenos (Miller y col., 2014).

La piel y su rol en la inmunidad

El sistema inmunitario se considera un conjunto de redes celulares y
moleculares interactivas en el cual la presencia de invasores extranos
provoca cambios de las actividades celulares y da lugar a una serie
creciente de respuestas celulares y moleculares que culmina en la
eliminacién de los invasores, en el mejor de los casos, y en una mayor
resistencia a la infeccion. El sistema inmune posee tres componentes bien
definidos que interactuan y se interrelacionan entre ellos: las barreras
fisicas, la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (Tizard, 2019).

Las barreras fisicas representan la primera linea de defensa. La piel intacta,
el tracto respiratorio y el gastrointestinal proporcionan una barrera efectiva
frente a la invasion microbiana (Miller y col., 2014; Tizard, 2019). La
epidermis es el primer mecanismo de defensa contra sustancias nocivas
externas, ya sean parasitos, agentes infecciosos como estafilococos y
Malassezia o alérgenos. El estrato corneo es una barrera dificil de penetrar

por la presencia de capas superpuestas de corneocitos aplanados y
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entrelazados muy firmemente. Ademas, la continua descamacién de los
corneocitos, la desecacion, el bajo pH y la microbiota bacteriana residente
contribuyen a formar una barrera fisica potente (Miller y col., 2014; Tizard,
2019). Dentro de la capa cornea, la emulsion intercelular contiene cloruro
de sodio, albumina, complemento, transferrina, interferones, lipidos y
anticuerpos (Ac) que proporcionan proteccion adicional. La epidermis
también puede producir péptidos con funciones antibiéticas como las
defensinas que sufren regulacién positiva en repuesta a citocinas
inflamatorias como la IL 1 y TNF (Miller y col., 2014).

La inmunidad innata es un sistema conformado por diversos subsistemas
que operan a través de muchos mecanismos diferentes y que actuan
cuando las barreras fisicas fallan. En conjunto, todos ellos responden con
rapidez para bloquear la invasion microbiana o parasitaria y minimizar el
dafo tisular (Tizard, 2019). Estda compuesta por enzimas o péptidos
antimicrobianos, proteinas solubles como el complemento, células
fagociticas como macréfagos, neutrédfilos y eosindfilos, linfocitos
intraepiteliales, las células naturales asesinas o como se las denomina
“natural killer” (NK), mastocitos y, ademas la produccion de una gran
variedad de citocinas y quimiocinas. Muchas células situadas cerca de la
superficie del cuerpo poseen receptores de reconocimiento de patrones
(PRR, abreviatura del inglés, Pattern recognition receptor) llamados
receptores tipo Toll (TLRs, abreviatura del inglés, Toll-like receptor) que
reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs,

abreviatura del inglés, Pathogen-associated molecular patterns) comunes
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a la invasion de organismos. Los PAMPs incluyen peptidoglicanos,
lipopolisacaridos, glucolipidos y carbohidratos ricos en manosa. Los TLR
se encuentran en los macréfagos, eosindfilos, mastocitos, células
dendriticas y células epiteliales (Miller y col., 2014). Un rol central en el
sistema inmune innato de la piel lo cumplen los queratinocitos que expresan
multiples PRR, como son los receptores TLR, los receptores de manosa y
las lectinas tipo C, por lo que son capaces de reconocer PAMPs asociados
con la invasion microbiana. Tras su estimulacidon, los queratinocitos
producen la secrecién de una compleja combinacién de IL, interferones,
quimioquinas y otras citocinas, factores de crecimiento y proteinas
antimicrobianas. Los queratinocitos son la principal fuente de catelicidinas
y de B defensinas y expresan moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase I, pudiendo actuar como células
presentadoras de Ag al igual que las células dendriticas y los macréfagos.
Entre los mecanismos de defensa que presenta el sistema inmune innato,
el principal es la inflamacion, la cual involucra aumento de temperatura y
aumento en lairrigacion sanguinea hacia el area afectada, llevando consigo
los diferentes tipos celulares que el organismo produce con este fin. (Ansel,
1990; Gibson, 1991; Tizard, 2019).

Por ultimo, la inmunidad adaptativa, tiene como funcidén reconocer y destruir
a los invasores de forma especifica generando memoria. Es el ultimo nivel
de defensa del organismo. Los invasores pueden dividirse en 2 categorias:
los microorganismos extracelulares (bacterias, hongos, protozoos y

helmintos) y los microorganismos intracelulares (virus, bacterias vy
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protozoos intracelulares). Cada categoria requiere una estrategia defensiva
diferente, por lo que el sistema inmune adaptativo posee dos ramas
principales. Ambas ramas dependen de leucocitos especializados
denominados linfocitos. Los linfocitos B se encargan de Ilos
microorganismos extracelulares produciendo Ac (lgs) que favorecen la
destruccion microbiana. Esta respuesta inmunitaria mediada por linfocitos
B (Lf B) se denomina inmunidad humoral. Luego de la activacion de los Lf
B, estos proliferan y se diferencian a células plasmaticas que secretan
grandes cantidades de Igs. Hay cinco isotipos distintos de Igs: IgM, IgG,
IgA, IgE y IgD, las que participan directa o indirectamente en la eliminacion
o neutralizacion de Ag. Las Igs son glicoproteinas que estan constituidas
por cuatro cadenas peptidicas: un par de cadenas pesadas y un par de
cadenas ligeras unidas entre si por puentes disulfuro de modo que la
molécula completa adopta una forma de Y. La base de la Y, denominada
region Fc (fragmento cristalizable), estd formada por las dos cadenas
pesadas y esta anclada a la superficie del Lf B. Los brazos de la Y,
denominados region Fab (fragmento de unién al antigeno) estan formados
por las parejas de las cadenas ligeras y pesadas y son la zona de union de
los antigenos. (Figura 3). Entre las funciones de las Igs en la fase efectora
de la respuesta inmune se destaca la neutralizacion de toxinas, virus,
bacterias, impidiendo su unién a células u otras estructuras. La inmunidad
frente a invasores intracelulares depende de los Lf T, su funcién es la de
destruir células infectadas o andmalas. Este tipo de respuesta se denomina

inmunidad celular. En funcién de la expresion de las moléculas de CD8 y
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CD4, se distinguen dos subpoblaciones de Lf T: CD8+ y CD4+. Los Lf T
CD8+ intervienen en la destruccion de células infectadas por virus o células
tumorales. Los Lf T CD4+ se diferencian de acuerdo al patrén de citoquinas
que producen:Th1 (producen interferén-Y y activacién de macroéfagos), Th2
(movilizacion de eosindfilos y mastocitos), Th17 (movilizacion de
neutréfilos),  Thf (colaboracion con linfocitos B) y Treg. (median
mecanismos supresores) (Geffner, 2011). Las células dendriticas se
encuentran tanto en la dermis como en la epidermis, son células
presentadoras de antigenos. Las mas conocidas en la piel son las células
de Langerhans que se unen a Ag exégenos y los presentan a los Lf Th. Los
Lf T CD4* y CD8" de la piel sana se localizan principalmente en la capa
basal, asociados a dichas células (Tizard, 2019).

En este sentido queda en claro que el sistema inmune de la piel es un
componente activo del sistema inmunolégico general y ayuda a defender al
hospedador contra muchas agresiones (Tizard, 2019). En dermatologia
veterinaria existen muchas situaciones en las que la activacién del sistema
inmune de la piel produce mas dafnos que beneficios. La piel animal es
constantemente atacada por parasitos, bacterias, hongos, virus vy
alérgenos, todos ellos pueden desencadenar una respuesta inmune
indeseable generando respuestas de hipersensibilidad y autoinmunidad

(Miller y col., 2014).
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Figura 3: esquema de la estructura de una inmunoglobulina

Dermatosis de origen inmune

Si bien el sistema inmune de la piel actia como un mecanismo de
proteccion frente a la invasién de agentes externos, muchas veces puede
ser ineficaz o, en algunos casos, perjudicial generando lesiones
importantes en el propio organismo, como son las dermatosis de origen
inmune (Miller y col., 2014).

Las dermatosis de origen inmune se dividen en dermatosis por
hipersensibilidad, autoinmunes y otras enfermedades inmunes de etiologia
diversa. La hipersensibilidad es una reaccién exagerada del sistema
inmunoldgico, que puede presentarse como lesiones leves a severas,
donde se desarrolla una respuesta a compuestos extrafios pero que son

normalmente inofensivos (antisueros, polen, venenos de insectos, etc.)
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(Hargis y Myers, 2017; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016). En otras
ocasiones el sistema inmune no distingue en forma adecuada entre las
moléculas extrafias y las moléculas propias, dando lugar a una falla de los
mecanismos de tolerancia, que origina una respuesta exagerada que se
manifiesta en forma de enfermedad autoinmune. Estas enfermedades se
desarrollan cuando los Ac o Lf T reaccionan contra las estructuras normales
de la piel generando dafo (Hargis y Myers, 2017; Miller y col., 2014). En el
caso de las enfermedades inmunomediadas de etiologia diversa, el Ag es
ajeno al organismo, como sucede con farmacos, bacterias y virus que
estimulan una reaccion inmunoldgica que redunda en dafo tisular del
hospedador (Lewis y Picut, 1989; Miller y col., 2014).

Las enfermedades autoinmunes de la piel de caninos son poco frecuentes
y, en la gran mayoria de los casos, se desconoce el desencadenante de la
produccion de Lf T o B contra estructuras propias (autoantigenos) (Mauldin
y Peters-Kennedy, 2016).

Las dermatosis autoinmunes se dividen en tres grandes grupos:
enfermedades que componen el complejo pénfigo (CP), enfermedades
ampollares subepidérmicas autoinmunes (EASA) y los diferentes tipos de

lupus.

Complejo pénfigo
El CP abarca un grupo de enfermedades autoinmunes de la piel que ha
sido descripta en diversas especies (perro, gato, caballo, cabra, oveja,

llama y mono), que se caracterizan por la pérdida de cohesién entre las
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células epidérmicas, fendbmeno conocido como acantdlisis. Esto da como
resultado la aparicion de pustulas y/o vesiculas intraepiteliales con
presencia de queratinocitos acantoliticos y, en ocasiones, neutrofilos y
eosindfilos (Figura 4) (Burge y col., 1993; Gross y col., 2005; Hargis y
Myers, 2017; Ide y col., 2010; Peters y col., 2007). Como se dijo con
anterioridad, los desmosomas son estructuras intercelulares complejas
fundamentales en la adhesion entre células y se encuentran en todos los
epitelios (principalmente en epidermis e intestino) aunque también en el
musculo cardiaco (lde y col., 2010; Olivry y Linder, 2009). En el CP se
observa una unién de autoanticuerpos a los diferentes componentes del
desmosoma, no solo en aquellos ya formados, donde ocasiona su ruptura
y da lugar a acantdlisis y desorganizacion del citoesqueleto, sino también
interfieren en el ensamble de los nuevos desmosomas en formacion (Olivry
y Linder, 2009; Spindle y Waschke, 2008).

Las dermatosis acantoliticas epidérmicas no solo tienen un origen
autoinmune, sino que también existen otros mecanismos de desarrollo
lesional como las dermatosis de origen genético y proteolitico. La
degradacion proteolitica desmosdmica puede adicionalmente ser dividida
en causa bacteriana (estafilococica) o fungica (dermatofitosis) (Olivry,
2012). La lesion cutanea es similar en los diferentes procesos, es por esto
que es dificil de diferenciar en la clinica e incluso en la observacioén con el
microscopio Optico, siendo entonces una dificultad para los médicos
veterinarios y dermopatélogos determinar si la acantdlisis es de origen

genético, autoinmune o infeccioso. En caninos se describieron casos
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aislados de dos enfermedades acantoliticas de origen genético, la
enfermedad de Darier canina y la displasia ectodérmica/sindrome de
fragilidad cutanea canina ambas reconocidas también en medicina
humana. Son dermatosis vesiculares acantoliticas autosémicas recesivas
(Olivry y Linder, 2009). En las enfermedades acantoliticas de origen
proteolitico encontramos a los dermatofitos, como Microsporum spp. y
Trichophyton spp. que producen queratinasa y otras enzimas proteoliticas
que pueden inducir acantolisis in vitro (Peters, 2007). En los procesos de
origen infeccioso, las enzimas proteoliticas pueden ser liberadas por los
neutroéfilos, eosindfilos o por los mismos agentes causales. En la foliculitis
bacteriana, los neutrdfilos liberan enzimas hidroliticas que pueden
interrumpir las adhesiones intercelulares resultando también en acantdlisis.
A su vez, la acantdlisis también puede ser una caracteristica de algunas

dermatosis inflamatorias, infecciosas, o inducidas por farmacos. (Peters,

2007)
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Figura 4: proceso de acantdlisis y formacion de una pustula intraepitelial.
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Diferentes tipos
Se han descrito cuatro tipos de pénfigo en perros, los cuales se clasifican
de acuerdo con las manifestaciones clinicas e histopatoldgicas en pénfigo
foliaceo (PF), pénfigo eritematoso (PE), pénfigo vulgar (PV) y pénfigo
paraneoplasico (PPN) (Ide y col., 2010).

» Pénfigo foliaceo
Es la enfermedad autoinmune mas frecuente dentro del CP en caninos
(Bizikovay col., 2012; Ihrke y col., 1985; Olivry, 2006, Olivry y Linder, 2009).
La enfermedad se desarrolla en perros de mediana edad hasta afosos,
pero los signos clinicos pueden comenzar en cualquier momento de la vida.
Los datos sobre predileccion racial varian, aunque algunos autores sefialan
a ciertas razas como las mas predispuestas que incluyen a los Akita, Chow
chow, Dachshund, Cocker Spaniel y Labrador Retriever. No se ha
documentado incidencia por sexo (Miller y col., 2014).
Los primeros estudios reconocieron como Ag a la Dsg1, sin embargo, la
Dsg1 es reconocida en menos del 10% de los pacientes con esta
enfermedad (Olivry y col., 2006; Olivry y col., 2008; Yabuzoe y col., 2009).
Posteriormente, en 2012 se propuso a la Dsc1 como el autoantigeno mas
importante en caninos con PF, observandose Ac contra esta proteina en el
85% de los casos caninos estudiados (Bizikova y col., 2012).
Cuando los autoanticuerpos se unen a la Dsc1, expresada superficialmente
en la epidermis, se produce acantdlisis y se desarrollan lesiones erosivas
poco profundas, con formacién de vesiculas y pustulas (Nishifuji y col.,

2007). Estas lesiones rapidamente evolucionan a erosiones y costras (Kuhl
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y col., 1994; Miller y col., 2014; Olivry y Linder, 2009). Las regiones
anatémicas inicialmente afectadas son la regidon de la cara, principalmente
en dorsal de la nariz, el plano nasal, la regién infraorbitaria o bien en la zona
periocular y en la piel de los pabellones auriculares. En estas areas, la
distribucion es bilateral y simétrica. En algunos casos, menos frecuente, se
presenta una distribucion generalizada, encontrandose lesiones en todo el
cuerpo y en las almohadillas plantares (lhrke y col., 1985; Miller y col., 2014;
Olivry y Chan, 2001; Olivry, 2006; Olivry y Linder, 2009). Se ha asociado
un cuadro clinico de PF con trombocitopenia inmunomediada (Kawarai y
col., 2015).

El principal diagnéstico diferencial clinico es la foliculitis bacteriana
superficial (Gross y col., 2005). ElI PF también puede aparecer visualmente
similar a otras enfermedades exfoliativas de la piel con formacién de
costras o pustulas, como el lupus eritematoso (LE), la demodicosis, la
dermatosis sensible al zinc, la adenitis sebacea, la micosis fungoide y la
dermatofitosis pustulosa superficial acantolitica causada por Trichophyton
spp (Peters y col., 2007).

Microscopicamente se observa espongiosis, acantosis y acantélisis con
presencia de pustulas y vesiculas subcorneales, intraepidérmicas o
suprabasales (Olivry y Linder, 2009; Vaughan y col., 2010), tanto en la
epidermis como en la pared de los foliculos pilosos (Gross y col., 2005). En
su interior, las pustulas, presentan principalmente neutréfilos y en menor
cantidad eosindfilos. También se pueden observar grupos de células

acantoliticas libres o bien formando parte de la pared de las vesiculas
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(Gross y col., 2005; Peters y col., 2007). Es frecuente encontrar abundantes
neutréfilos en intima relacidén con los queratinocitos acantoliticos, o que
sugiere que estos jugarian un papel auxiliar en la disociacion de los
queratinocitos (Yabuzoe y col., 2008). Mediante técnicas de
inmunofluorescencia directa (IFD) e inmunofluorescencia indirecta (IFl) y el
uso de microscopia electrénica en pustulas de la piel de caninos con PF se
puso en evidencia el contacto de los neutréfilos con la membrana de los
queratinocitos y el estrecho contacto con las estructuras desmosomicas
(Yabuzoe y col., 2008). En los puntos de contacto entre los neutrdfilos y los
queratinocitos acantoliticos, se observaron los desmosomas de los
queratinocitos acantoliticos dentro de invaginaciones de los neutrdfilos.
Ademas, sobre la superficie de las células acantoliticas, en el interior de las
pustulas, se observaron los granulos de los neutréfilos, probablemente
responsables de degradar los desmosomas. Los neutréfilos también se
observaron dentro de la epidermis adyacente a la pustula. Estos resultados
en conjunto sugieren que el contacto de neutrofilos con estructuras
desmosomicas parecerian ser los responsables finalmente de la
separacién de los queratinocitos (Yabuzoe y col.,, 2008). En dermis
superficial se observa inflamacion perivascular e intersticial acompafnada
de edema, ectasia vascular y congestidén. El infiltrado inflamatorio esta
compuesto por neutrofilos y eosindfilos, que se entremezclan con un menor
numero de macréfagos, linfocitos y células plasmaticas (Gross y col., 2005).
Los principales diagnésticos diferenciales histopatolégicos para el PF

incluyen todos los otros tipos de pénfigo, el impétigo ampollar, la reaccién
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a farmacos que originen pustulas superficiales, y la dermatofitosis
pustulosa superficial acantolitica (Gross y col., 2005).

» Pénfigo eritematoso
El PE es una enfermedad cutanea que combina lesiones cutaneas
pustulosas superficiales, similares a las del PF, con lesiones cutaneas
nasales ulcerativas profundas que recuerdan a aquellas presentes en
animales con lupus eritematoso discoide (LED) (Bhang y col., 2008; Olivry
y Linder, 2009). En el PE no se han reportado predilecciones por sexo o
por edad. En relacioén a las razas caninas mas afectadas, algunos autores
senalas al Collie y al Pastor Ovejero Aleman como las mas predispuestas
(Gross y col., 2005).
El principal autoantigeno es la Dsg1 y secundariamente se ha reconocido
a la PP (Olivry, 2006).
Las lesiones consisten en pustulas que evolucionan a ulceras, erosiones y
finalmente costras. También pueden observarse areas con
despigmentacién. La localizacion de las lesiones frecuentemente es en la
region de la cara, principalmente en la region de la nariz y en la piel de los
pabellones auriculares (Bedolla y col., 2009; Miller y col., 2014; Olivry,
20006).
Microscopicamente se observa espongiosis, acantosis y acantélisis con
presencia de pustulas acantoliticas neutrofilicas y eosinofilicas,
intraepidérmicas y subcorneales, similares a las observadas en el PF. En
la unién de la dermis con la epidermis se evidencia un infiltrado de células

mononucleares, células plasmaticas, neutréfilos y eosindfilos, que se
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corresponde con lo que se denomina infiltrado liquenoide de interfase. Esta
lesion recuerda a las descriptas en el LED (Gonsalves-Hubers, 2005;
Olivry, 2006).
Los diagnésticos diferenciales clinicos e histopatolégicos del PE son las
mismas enfermedades que las descriptas para el PF, incluyendo también
en este caso al LED.

= Pénfigo vulgar
El PV es una enfermedad autoinmune severa y poco frecuente de la piel de
los caninos. Se caracteriza por la formacion de vesiculas, ampollas v,
posteriormente, ulceras en uniones mucocutaneas o exclusivamente en
membranas mucosas (Gross y col., 2005).
ElI PV tiene una mayor predisposicion a presentarse en machos, superando
en numero a las hembras por aproximadamente dos a tres veces. La edad
media de inicio de sintomas es de 6 afos, aunque se pudo observar
también en animales de tan soélo 1 afo de edad (Gross y col., 2005; Olivry
y col., 2003). Si bien no se han reportado muchas referencias en relacion a
la predisposicidn racial, algunos autores sefialan al Pastor Ovejero Aleman
y al Collie como las razas mas afectadas (Gross y col., 2005).
En el PV de las mucosas, el autoantigeno es la Dsg3 que se encuentra
ubicado en la profundidad del epitelio mucoso (Nishifuji y col., 2007; Olivry
y col., 2003; Waschke J. 2008), mientras que en el PV de ubicacion
mucocutaneo se ha detectado a la Dsg1 en combinacion con Dsg3 (Nishifuji
y col., 2007). Los autoanticuerpos en la epidermis o epitelio de la mucosa

se unen a la Dsg3, originando acantdlisis suprabasal (Gross y col., 2005).
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Otros autores citan también a la PG como participante en la formacion de
las lesiones (Caldelari y col., 2001).

Las lesiones primarias consisten en vesiculas y ampollas que evolucionan
rapidamente a erosiones y ulceras irregulares (Olivry y Linder, 2009). Las
lesiones se presentan inicialmente en la mucosa oral y uniones
mucocutaneas. También se han descrito lesiones en la region axilar e
inguinal (Miller y col., 2014; Olivry y Linder, 2009). El lecho ungueal puede
estar afectado presentando paroniquia ulcerativa y onicomadesis (Gross y
col., 2005; Miller y col., 2014). En los animales afectados suele verse el
signo de Nikolsky positivo (Miller y col., 2014; Olivry y Linder, 2009). Los
pacientes con enfermedad severa pueden presentar signos sistémicos
como letargia, anorexia y pérdida de peso (Olivry y Linder, 2009).

Los principales diagndsticos diferenciales clinicos del PV abarcan el PPN,
el penfigoide de las membranas mucosas (PMM), el penfigoide bulloso
(PB), la epidermdlisis ampollosa adquirida (EBA), el lupus eritematoso
sistémico (LES), el eritema multiforme, la necrdlisis epidérmica toxica, la
reaccion medicamentosa, la candidiasis, el lupus eritematoso vesicular
cutaneo (LEVC), el linfoma epiteliotrépico y la dermatitis ulcerativa.
Microscopicamente, las lesiones mas tempranas consisten en espongiosis
epidérmica y vacuolizacion suprabasal (Olivry y Chan, 2001), mientras que
las lesiones tardias se caracterizan por acantdlisis suprabasal y la
formacion de vesiculas suprabasales (Femiano, 2007) con células
acantoliticas libres (Gross y col., 2005). Las células basales se mantienen

unidas a la zona de membrana basal como una “hilera de lapidas” (Gross
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y col., 2005; Miller y col., 2014). La separacion epitelial también puede
producirse en el infundibulo folicular y sus anexos glandulares (Olivry y
Chan, 2001). Se describe, ademas, una forma alopécica, menos frecuente,
donde la separacion suprabasal se limita al istmo y segmentos inferiores
del foliculo piloso, sin que se observe acantdlisis suprabasal de la epidermis
(Olivry y Jackson, 2001a). El infiltrado inflamatorio en dermis puede ser
perivascular superficial, intersticial o liquenoide (Gross y col., 2005; Olivry
y Jackson, 2001b).
El diagndstico diferencial histopatolégico no es complicado en los casos en
que se ha encontrado en la caracteristica hendidura suprabasal y la tipica
formacion de “hilera de lapidas”. Se debe considerar al PPN como el
principal diagndstico diferencial (Gross y col., 2005; Miller y col., 2014).

» Pénfigo paraneoplasico
El PPN es una enfermedad autoinmune severa y poco frecuente,
caracterizada por la formacion de ampollas asociada a enfermedades
neoplasicas (Elmore y col., 2005; Gross y col., 2005; Olivry y col., 2000a).
La literatura solo reporta tres casos en perros seniles que presentaban
neoplasias, un timoma, un linfoma timico metastatico y un sarcoma
indiferenciado (Olivry y Linder, 2009).
Las pruebas inmunoldgicas revelan autoanticuerpos IgG circulantes contra
la Dsg3 y contra las plaquinas EP, PP y DP 1y 2 (De Bruin y col., 1999;
Elmore y col., 2005).
El PPN se caracteriza por la formacion de ampollas y erosiones localizadas

principalmente en las mucosas o uniones mucocutaneas (Olivry y col.,
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2000a). Los signos sistémicos consisten en hipertermia, letargia y
depresion (Olivry y Linder, 2009).

Los principales diagndsticos diferenciales clinicos incluyen PV, la EBA, el
PMM, el PB, el LEVC, el LES, el eritema multiforme, la necrdlisis epidérmica
téxica, y las erupciones ampollosas por drogas.

Microscopicamente, las lesiones de PPN exhiben una combinacion de
acantolisis suprabasal, como ocurre en el PV, y dermatitis de interfase o
liquenoide con queratinocitos apoptoticos (Elmore y col., 2005; Olivry y col.,
2000a). En menor medida, pustulas intraepidérmicas con queratinocitos
libres como en el PF. La acantdlisis no es siempre suprabasal como en el
PV, sino que afecta también al estrato espinoso inferior, dejando multiples
capas de queratinocitos en el piso de la separacion. Puede haber satelitosis
linfocitica de los queratinocitos apoptoéticos. La dermis contiene un infiltrado
mononuclear mixto de linfocitos, macréfagos, células plasmaticas y
neutroéfilos (Gross y col., 2005).

Los diagndsticos diferenciales histopatologicos incluyen el eritema

multiforme, el PF y el PV (Gross y col., 2005).

Diagnéstico

Tradicionalmente el diagnéstico de las enfermedades autoinmunes de la
piel de caninos se ha realizado en base a los hallazgos clinicos e
histopatoldgicos. En la actualidad, y con el avance de la tecnologia, nuevas
técnicas inmunologicas permiten complementar el diagndstico y, en

muchos casos, confirmarlo. La inmunodermatologia ha experimentado, en
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los ultimos afos, un gran crecimiento. Se han logrado progresos relevantes
en lo que se refiere a nuevos conocimientos y puesta a punto de técnicas
de laboratorio cada vez mas especificas. En Europa y EEUU se han logrado
avances significativos en la patogenia y en el diagndstico de las dermatosis
autoinmunes por medio de la implementacion de técnicas inmunoldgicas
como la IFD y la inmunohistoquimica (IHQ), como asi también otras
técnicas mas complejas como la IFl, el ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA), la inmunoprecipitacion, inmunoblot y western blot. El
uso de nuevas técnicas ha permitido reclasificar estas enfermedades que
son histolégicamente similares pero que tienen una patogénesis diferente.
El diagndstico de las enfermedades del CP en perros se basa en varios
criterios, incluyendo anamnesis, signos clinicos, distribucion de lesiones,
citologia, histopatologia, IFD, IFl e IHQ (Bedolla y col., 2009; Steeves y col.,
2002). En la piel de individuos sanos, la desmogleina se distribuye
uniformemente como un patrén finamente punteado en la periferia de los
queratinocitos. Por el contrario, tanto la piel lesionada y no lesionada de
pacientes con pénfigo puede tener una tincién irregular en la periferia de
los queratinocitos y/o en el interior de las células acantoliticas (Steeves y
col., 2002) La IFD y la IHQ permiten identificar depdsitos intercelulares de
IgG, IgM y, frecuentemente, la fraccion C3 del complemento (Bedolla y col.,
2009). La inmunomarcacion permite visualizar estos depdsitos rodeando
los queratinocitos de las diferentes capas de la epidermis e infundibulo
folicular, como asi también en la zona de interfase entre la epidermis y la

dermis. En los pacientes con PF, los depdsitos se ubican en los estratos
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superficiales de la epidermis. En el PV y PPN, los depdsitos se encuentran
rodeando a los queratinocitos de la capa basal de la epidermis. Finalmente,
en el PE se presenta una combinacion de depdsitos en las capas
superficiales de la epidermis y en la zona de interfase, siendo estas
ubicaciones similares a las observadas en pacientes con PF y LED
respectivamente (Bedolla y col., 2009; Shinya y col., 1996). En un estudio
retrospectivo donde se analizaron muestras de piel que presentaban
lesiones microscopicas sugerentes de enfermedades del CP y lupus
eritematoso (LE), aplicaron técnicas de IHQ, que permitid identificar
depdsitos intercelulares de IgG canina. La distribucion de los depdsitos
intercelulares de IgG en los espacios de la epidermis, asi como de la
membrana basal, fue de ayuda para poder diferenciar entre pénfigo y LE,
como asi también entre las diferentes presentaciones del CP (Bedolla y
col., 2009).

La aplicaciéon de técnicas de IFI son utilizadas para la deteccién de
autoanticuerpos circulantes, ya sea en queratinocitos provenientes de
cultivos celulares o en diferentes sustratos como piel o mucosas normales.
Se ha demostrado que la sensibilidad de la prueba varia segun el sustrato
utilizado (Honda y col., 2004; lwasaki y col., 1996; Olivry y col., 2003 y 2009;
Yabuzoe, 2009). Otras técnicas, como ELISA se utilizan para detectar IgG
circulante frente a Dsg3 en caninos con PF, PV Y PPN (Nishifuji y col.,
2009). Las técnicas de inmunoprecipitacién, inmunoblot y western blot
también han sido utilizadas en el diagndstico de PV y PPN. Los dominios

extracelulares de la Dsg 3 fueron reconocidos por la IgG en el 60% de
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sueros de caninos con PV y PPN. La IgG contra los dominios extracelulares
de la Dsg 1 se detectd exclusivamente en perros que tenian PV con el

fenotipo mucocutaneo (Elmore y col., 2005; Nishifuji y col., 2007 y 2009).

Enfermedades ampollares subepidérmicas autoinmunes

Las EASA son un grupo de enfermedades de la piel que afectan a diversas
especies (caninos, felinos, equinos, porcinos y bovinos) y se encuentran
asociadas con la presencia de autoanticuerpos dirigidos contra los
componentes de la unién D-E (Favot y col., 2003). Abarca un grupo de
entidades que muestran diferencias en los signos clinicos, caracteristicas
microscopicas y respuesta al tratamiento (Olivry y Dunston, 2010). En todas
ellas se producen separaciones o hendiduras, dando lugar a la formacién

de vesiculas o ampollas subepidérmicas (Miller y col., 2014).

Diferentes tipos

Dentro de este grupo de enfermedades se incluyen el penfigoide bulloso,
la epidermdlisis bullosa adquirida, el penfigoide de las membranas
mucosas, y la enfermedad IgA lineal (EAL).

= Penfigoide bulloso o ampollar

El PB es un proceso autoinmune poco frecuente, caracterizado por la
presencia de vesiculas y bullas en piel, mucosas o uniones mucocutaneas
de los caninos, felinos y también se ha reportado en los equinos (Mauldin
y Peters-Kennedy, 2016). En esta enfermedad no se ha descripto

predileccion por sexo (Olivry y Jackson, 2001b). Puede afectar a animales
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de cualquier edad, incluso pueden presentan lesiones cutaneas antes del
primer afo de vida (Olivry y Jackson, 2001b; Olivry y Chan, 2001). Debido
a que los animales jovenes pueden verse afectados, los factores genéticos
estan probablemente involucrados en la patogénesis de la enfermedad
(Olivry y Chan, 2001). Ciertas razas como el Collie, Dachshund y Doberman
Pinchers podrian verse mas afectadas (Gross y col., 2005).

Los autoanticuerpos, en caninos, son IgG dirigidos contra el antigeno
penfigoide bulloso tipo 2 (BPAG2), seccion extracelular no colagena
(NC16A) del colageno XVII o BPAG2 (Figura 5) (Miller y col., 2014; Olivry
y col., 2000b; Olivry y Chan, 2001). Ademas, se produce la liberacion de
citoquinas proinflamatorias: IL 1, IL5, IL6 e IL8 por parte de los
queratinocitos alterados, lo que podria estar relacionado con la separacién
dermoepidérmica (Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

Las lesiones consisten en vesiculas y bullas, que progresan a erosiones,
Ulceras y costras (lwasaki y col., 1995; Olivry y Chan, 2001). Se localizan
en la cabeza, pabellones auriculares y region del dorso y, con menos
frecuencia, en las mucosas o las uniones mucocutaneas. Las lesiones
progresan y se produce la cicatrizacién, aunque con frecuencia, se
desarrollan nuevas vesiculas y ampollas dentro de la cicatriz (Gross y col.,
2005).

Los principales diagndsticos diferenciales clinicos incluyen la EBA, el PMM,
el LEVC, el PV, el eritema multiforme (Gross y col., 2005), como asi también

el LES, la necrosis epidérmica toxica, el linfoma epiteliotropico, la
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candidiasis y numerosas causas de estomatitis ulcerativa canina (Miller y
col., 2014).

Microscopicamente se observan de pequeias a grandes vesiculas o bullas
que se desarrollan en la uniéon D-E con la consiguiente formacion de
hendiduras. Estas lesiones también pueden extenderse al infundibulo
folicular (Gross y col., 2005). En el interior de la bulla se pueden observar
abundantes eosindfilos y neutréfilos, a menudo mezclados con fibrina
(Gross y col., 2005; Olivry y Chan, 2001). En estas lesiones no hay
acantolisis, y el infiltrado inflamatorio en dermis es mixto, compuesto
principalmente por eosindfilos, neutrofilos y células mononucleares,
variando desde leve a marcado y de ubicacion perivascular y/o liquenoide
(Gross y col., 2005; Miller y col., 2014).

Los principales diagnésticos diferenciales histopatolégicos incluyen la EBA,

el PMM, y EAL (Gross y col., 2005, lwasaki y col., 1995).
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Figura 5: esquema de la estructura del colageno tipo XVIlI (BPAG2)

»  Epidermdlisis bullosa o ampollar adquirida

La EBA al igual que otras EASA, fue clasificada como PB hasta 1995 (Hill
y col., 2008). Es una enfermedad que se observa en caninos, se caracteriza
por la formacioén de bullas, con una predisposicidon mayor en machos que
en hembras. La edad media de presentacidon es de 1 afio con un rango de
0,5 a 8 anos (Gross y col., 2005; Miller y col., 2014) Los perros de raza
Gran Danés son los mas afectados, y en algunos estudios se ha sugerido
que la endogamia pudo haber sido la causa de la seleccion de genes que
predisponen a la enfermedad en esta raza (Olivry y Chan 2001).

La formacién de bullas esta asociada con la produccién de autoanticuerpos

dirigidos contra el colageno tipo VII (dominio amino-terminal no colageno
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NC1), componente principal de las fibrillas de anclaje dérmico (Bizikova y
col., 2015) (Figura 3).

La enfermedad en los caninos se puede presentar de forma generalizada,
mas frecuente, o localizada donde sdlo se ha reportado un caso (Gross y
col., 2005; Olivry y Chan, 2001). En la forma generalizada, hay placas
eritematosas ubicadas en la region de la cara, la region axilar, abdominal e
inguinal. Estas lesiones eritematosas progresan a vesiculas que se rompen
y provocan ulceracion. Se observa, ademas, erosiones en la mucosa oral y
en las uniones mucocutaneas (Gross y col., 2005; Olivry y Chan, 2001;
Olivry y Jackson, 2001b). El cuadro se acompana de hipertermia, letargo,
y depresion (Olivry y Chan, 2001; Olivry y Jackson, 2001b). Presenta
bacteriemia estafilocécica, anemia y trombocitopenia (Miller y col., 2014;
Olivry y Chan, 2001). En la presentacion localizada, las lesiones se limitan
a la region de la cabeza y el dorso, presentando similares caracteristicas
morfoldgicas (Olivry y Chan, 2001; Olivry y Jackson, 2001b).

Los principales diagnésticos diferenciales clinicos para EBA generalizado
incluyen el PB, el PMM, el LEVC, el PV, el eritema multiforme, y el
exantema ampollar (Gross y col., 2005).

Las lesiones microscopicas de EBA son similares en ambas formas de la
enfermedad. Hay presencia de bullas subepidérmicas grandes y planas,
que incluso pueden contener sangre (Bizikova y col., 2015). Los neutrdfilos
se acumulan a lo largo de la base o dentro de la separacién D-E (Gross y
col., 2005). En las lesiones mas antiguas de la epidermis se observan

ulceras (Olivry y Chan, 2001). En la dermis, la inflamacién es de leve a
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moderada con presencia de neutroéfilos, eosindfilos y un menor numero de
linfocitos y células plasmaticas, ubicandose en la dermis superficial o
perianexal (Gross y col., 2005).
Los diagndsticos diferenciales histopatoldgicos incluyen el PB, el PMM,
EAL y el lupus eritematoso sistémico ampollar tipo 1 (LESA 1) (Gross y col.,
2005).

» Penfigoide de las membranas mucosas
El PMM, antes llamado penfigoide cicatricial, es una enfermedad ampollar
poco frecuente, subepidérmica que afecta las membranas mucosas,
uniones mucocutaneas y, con mucho menor frecuencia en zonas de piel
con pelo. Se ha reportado en caninos y felinos. La enfermedad se presenta
tanto en machos como en hembras. La edad de inicio abarca desde el afo
y medio hasta los 15 afios, pero generalmente se ven afectados perros de
edad adulta siendo la edad media para el desarrollo inicial de las lesiones
los 5 anos. Las razas Husky Siberiano y Pastor Ovejero Aleman presentan
una mayor tendencia a padecer PMM (Miller y col., 2014; Olivry y Jackson
2001b; Olivry y col., 2001).
El principal Ag es el BPAG2, adicionalmente BPAG1, integrina o634,
laminina 332 y, raramente, el colageno tipo VII (Miller y col., 2014; Olivry y
col., 2002; Olivry y col., 2010; Tham y col., 2016).
Las lesiones en PMM mas frecuentes son erosiones y ulceras, seguido de
costras, eritema, vesiculas y/o ampollas e hipopigmentacion. La simetria es
un hallazgo frecuente de encontrar. (Tham y col., 2016) Se ubicaron

principalmente en la mucosa de la cavidad oral (encias, paladar duro y
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lengua) y en uniones mucocutaneas de la nariz, de los parpados, de los
conductos auditivos, del ano y de los genitales externos (Olivry y col., 2001;
Olivry y Jackson, 2001b; Tham y col.,, 2016). Inicialmente, algunos
pacientes con PMM pueden presentar despigmentacion de las uniones
mucocutaneas (Olivry y col., 2001). Cuando las lesiones progresan, es
frecuente observar lesiones cicatrizales.

Microscopicamente, las vesiculas se observan en la union D-E, dejando la
epidermis intacta. Las lesiones, al igual que en PB, se caracterizan por
vesiculas con presencia de glébulos rojos en su interior. Las vesiculas o
ampollas se encuentran generalmente desprovistas de células
inflamatorias. En la dermis superficial hay infiltracion de neutrdfilos,
eosindfilos y, con menor frecuencia, linfocitos y células plasmaticas. La
inflamacion se vuelve liquenoide en lesiones cronicas (Gross y col., 2005).
Los principales diagnosticos diferenciales clinicos e histopatologicos
incluyen la EBA, PB, y EAL (Gross y col., 2005).

» Enfermedad IgA lineal

La EAL es una dermatosis autoinmune ampollosa subepidérmica poco
frecuente, que ha sido descripta en caninos y humanos. La predileccion
racial, sexual o etaria no ha sido descripta, aunque los escasos reportes
dan cuenta de dos casos en caninos, uno macho y otro hembra, de 4 y 3
anos de edad, de razas Pastor de Brie y Labrador Retriever

respectivamente (Olivry y col., 2000b).
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Los autoanticuerpos IgG e IgA se dirigen contra el autoantigeno el
segmento extracelular del colageno XVII procesado (LAD-1) (Figura 5)
(Olivry y col., 2000b).

Los caninos con EAL presentan lesiones ulcerativas en la mucosa oral, en
la region de la cara y en las almohadillas plantares (Olivry y Chan, 2001).
Se afectan también zonas de friccidn como la regién axilar e inguinal (Gross
y col., 2005).

Los diagnosticos diferenciales clinicos incluyen el PMM, el PB, la EBA, el
LEVC, el PV, el LES, el eritema multiforme, la necrdlisis epidérmica toxica,
y otras erupciones ampollosas a drogas.

En la evaluacion microscopica se observan vesiculas subepidérmicas, con
ausencia de células inflamatorias o con escasos neutréfilos (Olivry y Chan,
2001) y, en ocasiones, presencia de exudado fibrinoso. La inflamacién
dérmica por debajo de las ampollas es leve e incluye neutrodfilos, linfocitos,
células plasmaticas y macréfagos (Gross y col., 2005).

Los diagnésticos diferenciales histopatolégicos incluyen el PB, el PMM, la

EBA (Gross y col., 2005).

Diagnéstico

Para el diagndstico de las EASA se utiliza la histopatologia (Miller y col.,
2014). Como técnicas complementarias se utiliza la IHQ que permite
detectar la ubicacion del colageno tipo IV. La inmunotincién del colageno
IV sobre la unién D-E puede realizarse sobre muestras de piel con lesiones

vesiculares. En estos casos es posible visualizar el colageno tipo IV en
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relacion a la hendidura presente, de esta manera se puede determinar el
tipo de EASA dependiendo se la localizacion (Campos Dominguez y col.,
2006).

Para la deteccion de uniones Ag-Ac pueden emplearse las técnicas de IFD
e IHQ, que ponen en evidencia depdsitos de 1gG, IgM o fraccion C3 del
complemento, los cuales tiene una distribucion de tipo lineal en la union D-
E para todas las EASA (Bizikova y col., 2015; Favrot y col., 2003; lwasaki
y col., 1995; Olivry y col., 1999b). Asimismo, en la EAL se observan
depdsitos de IgA, lo que puede permitir diferenciarla de las otras
enfermedades (Olivry y col., 2000b; Olivry y Chan, 2001). Otra técnica que
puede utilizarse para la diferenciacién de las EASA es la IFI sobre muestras
de piel o mucosa normales sometidas a un tratamiento previo con sal
(cloruro de sodio) lo que genera una hendidura artificial a nivel de la lamina
lucida. La técnica consiste en enfrentar el tejido con el suero problema a fin
de poner en evidencia la localizacién de los depédsitos de autoanticuerpos.
Estos se van a unir a la parte superior (lado epidérmico y lamina lucida), o
a la parte inferior (lado dérmico y lamina densa), o bien combinados a
ambos lados cuando hay varios antigenos presentes (Hill y col., 2008;
Iwasaki y col., 1997; Miller y col., 2014; Olivry y col., 2000b; Olivry y
Dunston, 2010). Por ultimo, pueden detectarse autoanticuerpos no solo en
piel, sino también en suero y orina, a través de técnicas de IFI, ELISA,
immunoblot e inmunoprecipitacion (Campos Dominguez y col., 2006). Las

pruebas de anticuerpos antinucleares (ANA) y de Coombs también han sido
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utilizadas en el diagnéstico de EBA y LESA 1 (Olivry y col., 1999a; Olivry y

col., 2001).

Lupus eritematoso

El lupus eritematoso (LE) representa un espectro de trastornos
inflamatorios que varia desde afecciones leves limitadas a la piel hasta
enfermedades sistémicas potencialmente mortales como el lupus
eritematoso sistémico (LES). El lupus eritematoso cutaneo (LEC) se refiere
a los efectos especificos en la piel del LE, independientemente de si existe
una afectacion sistémica (es decir, poliartritis, glomerulonefritis,
trombocitopenia, etc.) (Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

La inmunopatogénesis de este grupo de enfermedades no se conoce con
claridad. Se sabe que hay formacion de complejos Ag-Ac que se adhieren
a las células endoteliales de vasos sanguineos de pequefio calibre
(mecanismo de hipersensibilidad tipo Ill) y a la membrana basal de la piel
(LES y LEC) y varios 6rganos internos (LES). También se han relacionado,
en la patogénesis de estas enfermedades, a factores ambientales, agentes
virales, factores genéticos, defectos de las células T, hiperactividad de las
células B y/o alteraciones hormonales (Balazs Mayanz y Nolasco Espinosa,

2017).

Diferentes tipos

En medicina veterinaria se puede clasificar al LE en: LES y LEC. EI LEC

incluye el lupus eritematoso discoide LED (con una forma localizada de
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ubicacion nasal y una forma diseminada), el lupus eritematoso vesicular
cutaneo (LEVC), el lupus eritematoso cutaneo exfoliativo (LECE) y el lupus
eritematoso mucocutaneo (LEMC) (Mauldin y Peters-Kennedy, 2016; Miller
y col., 2014).
» Lupus eritematoso sistémico

El LES es una enfermedad autoinmune multisistémica y poco comun,
informada en perros y gatos. El dafio tisular puede deberse a depdsitos de
complejos inmunitarios (hipersensibilidad tipo Ill), accion citotoxica directa
(hipersensibilidad tipo 1) o incluso inmunidad mediada por células
(hipersensibilidad tipo IV) (Gross y col., 2005).

La enfermedad no presenta predileccion sexual ni etarea. Hay una
predisposicién racial hacia el Pastor Ovejero Aleman (Mdller y col., 1997).
Las anomalias notificadas en el perro incluyen fiebre de origen
desconocido, poliartritis, glomerulonefritis y proteinuria, como asi también
anemia, trombocitopenia, enfermedad de la piel, neutropenia y enfermedad
del sistema nervioso central (Gross y col., 2005). La incidencia de los
diferentes signos clinicos es altamente variable (Mduller, 1989). Las
manifestaciones cutaneas del LES son raras. Las lesiones macroscoépicas
descriptas son extremadamente variables, y van desde una dermatitis
seborreica pruriginosa a una lesion de tipo ulcerativa en zonas
mucocutaneas. Puede observarse despigmentacion, eritema, descamaciéon
y alopecia. Las lesiones ocurren mas frecuentemente en las regiones
expuestas al sol como la cara, las orejas, la nariz y los labios, aunque

también pueden observarse lesiones en la piel delgada, ligeramente
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pigmentada y con poco pelo, de otras regiones del cuerpo (Mauldin y
Peters-Kennedy, 2016; Miller y col., 2014). Generalmente las lesiones
observadas presentan simetria. En la bibliografia se reporta un caso de un
canino, Bichon Frise, con vesiculas y ulceras, asociadas a anemia,
trombocitopenia, neuritis, hepatitis y proteinuria sugestiva de
glomerulonefritis. En este estudio, se observd circulacion de Ac anti-
membrana basal, que tenian como blanco el dominio NC1 del colageno tipo
VII (Miller y col., 2014; Olivry y col., 1999a).
Los principales diagnésticos clinicos diferenciales, en relacion a los signos
dermatoldgicos del LES, son el LED, las EASA, los trastornos de la
cornificacién, las vasculitis y la paniculitis nodular estéril idiopatica.
La histopatologia del LES consiste en una dermatitis de interfase liquenoide
caracterizada por un infiltrado linfohistiocitico en la union D-E vy
degeneracion hidropica de células del estrato basal, y que en ocasiones
estos cambios pueden presentarse también en el foliculo piloso (Mauldin y
Peters-Kennedy, 2016; Miller y col., 2014). Asimismo, es frecuente
observar apoptosis de los queratinocitos basales, incontinencia pigmentaria
y degeneracion vacuolar subepidérmica. (Mauldin y Peters-Kennedy, 2016;
Olivry y col., 1999a).
Los principales diagnosticos diferenciales histopatoldégicos son los
diferentes tipos de lupus y el eritema multiforme (Gross y col., 2005).

» [upus eritematoso cutaneo

Lupus eritematoso discoide

58



El LED es frecuente en caninos y raramente descripto en equinos. Puede
tener una forma localizada, que se observa en el plano nasal y una forma
diseminada (Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

La forma localizada que se observa en caninos, es una enfermedad
cutdanea autoinmune benigna en la cual las manifestaciones sistémicas
estan ausentes. Se ha observado que esta afeccion es mas comun en los
climas soleados y calidos, lo que refleja la posibilidad de que la exposiciéon
a la luz ultravioleta agrave o desencadene la enfermedad (Miller y col.,
2014). Es probable que algunos perros diagnosticados previamente con
dermatitis solar nasal o "nariz de collie" en realidad podrian haber estado
cursando un LED (Gross y col., 2005).

En el LED no se ha reportado predileccion sexual. Puede afectar a perros
entre los 2,5 y 11 afos de edad. Afecta con mayor frecuencia a razas
dolicocéfalas como el Collie de pelo largo, Pastor de Shetland, Husky
Siberiano, Pastor Australiano, Pastor Ovejero Aleman y sus cruzas, lo que
podria sugerir una predisposicion genética (Balazs Mayanz y Nolasco
Espinosa y col., 2017; Gross y col., 2005).

Inicialmente se presenta despigmentacion, eritema, descamacion y una
pérdida de la arquitectura normal de la nariz. Con la cronicidad, las lesiones
pueden extenderse hacia el puente de la nariz, haciéndose mas profundas
para incluir erosién, ulceracion y formacion de costras. Las lesiones pueden
observarse, con menos frecuencia, en las regiones perioculares, los
pabellones auriculares o la zona de los genitales externos (Wiemelt y col.,

2004).
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Los principales diagndsticos diferenciales clinicos son el LES, la piodermia
mucocutanea, las dermatofitosis, el PF, el PE, el vitiligo y el sindrome Vogt-
Koyanagi-Harada. (Gross y col., 2005).

Los hallazgos histopatologicos presentes en el LED canino consisten en
una dermatitis de interfase rica en linfocitos todo a lo largo de la unién D-E,
en los foliculos pilosos y en las glandulas anexas. Sin embargo, este
infiltrado puede variar de ser principalmente linfocitico a linfoplasmocitario
y, en algunos casos principalmente plasmocitario. (Wiemelt y col., 2004).
Cuando la inflamacién oscurece la union D-E, se la denomina "interfase
liquenoide" y a menudo se acompana de degeneracién vacuolar de células
basales (Gross y col., 2005). Puede observarse apoptosis de queratinocitos
basales (cuerpos de Civatte) como asi también, en las células del estrato
espinoso, sateliosis linfocitica (Gross y col., 2005). A menudo hay marcada
incontinencia pigmentaria, exocitosis linfocitica y engrosamiento focal de la
membrana basal (Wiemelt y col., 2004). Puede observarse una separacion
dérmica-epidérmica “artificial” en los margenes de las muestras
histopatoldgicas. Este artefacto es debido a que el tejido debilitado, a través
de la unién D-E, se separa de esta manera durante el procesamiento y, en
consecuencia, resulta en un "artefacto util de Stannard" evidenciando el
dafio en la interfase (Gross y col., 2005). La epidermis suele estar
hiperplasica, pero puede tener areas focales de atrofia. Puede haber
mucinosis dérmica y epidérmica (Wiemelt y col., 2004), observandose, en
casos severos, erosion o ulceracidn secundaria, pustulas superficiales,

costras y acantosis moderada (Gross y col., 2005).
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Los principales diagndsticos diferenciales histopatoldgicos incluyen a los
otros tipos de LE y la piodermia mucocutanea, principalmente cuando el
cuadro de LED es croénico (Gross y col., 2005).

La forma diseminada de lupus eritematoso discoide ha sido descripta en
dos caninos. En ambos casos se observaron lesiones similares a las
descriptas en la forma localizada, pero con un patrén de distribucion
cutdaneo generalizado, con compromiso de la piel y los foliculos pilosos
(Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

Lupus eritematoso vesicular cutaneo

Es un desorden cutaneo comunmente denominado dermatosis ulcerativa
idiopatica, que ha sido reportada en algunas razas caninas. El inicio del
cuadro suele suceder durante los meses de verano o bien exacerbarse
durante estos meses, lo que sugiere también la participacion de los rayos
ultravioleta en su patogenia (Balazs Mayanz y Nolasco Espinosa y col.,
2017; Jackson, 2004; Mdller y col., 1997).

El LEVC se ha reportado tanto en machos como en hembras, y tiende a
afectar a perros adultos (promedio 5 afios). Afecta a ciertas razas caninas
como Pastor de Shetland y Rough Collie. Clinicamente el LEVC se
caracteriza por Uulceras anulares, policiclicas y serpiginosas, que
comprometen las zonas corporales de poco pelo, especificamente se
ubican en el vientre, la ingle, medial de muslos y axilas (Jackson, 2004,
Millery col., 2014). A menudo pueden afectarse las uniones mucocutaneas,
la superficie concava de los pabellones auriculares, la mucosa bucal y las

almohadillas plantares (Balazs Mayanz y Nolasco Espinosa y col., 2017).
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Los diagnosticos diferenciales clinicos son el PB, la hidradenitis supurativa,
eritema multiforme, LES y PV (Gross y col., 2005).

Las caracteristicas histologicas son de una dermatitis de interfase linfocitica
con degeneracion hidrépica de células basales, apoptosis de queratinocitos
y extensas vesiculas y bullas a lo largo de la unién D-E que suele terminar
en areas de ulceracion (Balazs Mayanz y Nolasco Espinosa y col., 2017;
Jackson, 2004; Miller y col., 2014).

Los principales diagndsticos diferenciales histopatolégicos incluyen al
eritema multiforme, la dermatomiositis y a los diferentes tipos de lupus
(Gross y col., 2005).

Lupus eritematoso cutaneo exfoliativo

Esta enfermedad se ha reportado solamente en el Braco Aleman de pelo
corto. Inicialmente se fue descripta como dermatosis hereditaria lupoide del
Braco Aleman de pelo corto, pero luego se denominé LECE, por su
semejanza con una forma exfoliativa de lupus eritematoso cutaneo en
humanos, y porque el patrén histopatoldégico predominante es una
dermatitis de interfase. A través de estudios genéticos se confirmé la
naturaleza hereditaria de la enfermedad. El LECE se manifiesta en perros
jovenes entre 6 meses y 1 y medio de vida (Wang y col., 2011).

Los perros afectados desarrollan descamacion extensa con alopecia y
presencia de cilindros foliculares, despigmentacién gradual, erosiones vy
Ulceras. Las lesiones se inician generalmente en la cara (hocico),
pabellones auriculares y dorso, y luego se generalizan hasta afectar el

vientre y las extremidades. Los puntos de presion y el escroto pueden verse
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afectados de forma severa y el prurito puede o no estar presente. Se han
descrito casos con linfoadenopatias periféricas y pirexia (Balazs Mayanz y
Nolasco Epinosa y col., 2017; Bryden, 2005; Miller y col., 2014).
Progresivamente los perros demuestran letargia, cojeras y alteraciones
hematolégicas como trombocitopenia y anemia y, en casos avanzados,
nefritis leve a moderada (Bryden, 2005; Wang, 2011).

Los diagndsticos diferenciales clinicos incluyen seborrea primaria, ictiosis y
adenitis sebacea. (Gross y col., 2005).

Las caracteristicas histolégicas son especificas del lupus, se presenta una
dermatitis de interfase linfocitica que suele extenderse hasta el infundibulo
de los foliculos pilosos como una foliculitis mural (Bryden y col., 2005;
Mauldin y Peters-Kennedy, 2016; Miller y col., 2014). Una lesién
caracteristica es la degeneracion vacuolar severa de la epidermis,
acompafada de apoptosis. (Gross y col., 2005). Adicionalmente se pueda
observar una intensa hiperqueratosis ortoqueratética y presencia de
linfocitos alrededor de las glandulas sebaceas que resulta en destruccion
de las mismas (Bryden y col., 2005; Gross y col., 2005; Mauldin y Peters-
Kennedy, 2016; Miller y col., 2014).

Los diagnosticos diferenciales histopatolégicos con la adenitis sebacea,
otras formas de lupus y el eritema multiforme (Gross y col., 2005).

Lupus eritematoso mucocutaneo

En 2015 se describié una nueva variante del LEC, el LEMC. (Olivry y col.,
2015). Se realiz6 un estudio sobre 21 perros que presentaban diagndstico

histopatolégico de LEC. La enfermedad afecto mayormente a hembras y a
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perros de edad adulta. Mas de la mitad de los perros fueron Pastores
Ovejeros Alemanes o sus cruzas. Las lesiones clinicas descriptas fueron
erosiones y ulceras en las zonas genital, perigenital y anal, con menor
frecuencia se vieron afectadas las zonas perioculares y perianales. (Olivry
y col., 2015).

El la histopatologia se observé dermatitis linfocitica de interfase que incluyé
apoptosis de queratinocitos basales y cambios hidrépicos. Se evidencio
engrosamiento de la membrana basal, apoptosis de queratinocitos

suprabasales y sateliosis linfocitica (Olivry y col., 2015).

Diagnostico

El diagndstico de lupus se basa en la anamnesis, el examen clinico y los
resultados histopatoldgicos. En la histopatologia se observa una dermatitis
de interfase en la unién D-E de tipo liquenoide con degeneracién hidropica
y apoptosis de queratinocitos de las capas basales de la epidermis e
incontinencia pigmentaria. En el caso del LES, la variada gama de signos
clinicos puede tener una amplia lista de posibles causas y diagndsticos
diferenciales. Para ello se requiere realizar un perfil bioquimico,
hemograma completo y uroanalisis. La prueba de anticuerpos anti-
nucleares (ANA) por inmunofluorescencia es positiva en el 85% al 90% de
los casos de LES. En el LED la prueba de ANA resulta negativa en el 95%
de los pacientes, y de resultar positiva podria ser indicativo de una potencial
conversién a LES, por lo que se recomienda control y seguimiento del

paciente. En los casos de LECE y LECV donde se aplicé la prueba de ANA
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la misma también resulté negativa (Jackson y col., 2004). La IFD y la IHQ
en el LED revelan depositos lineales de Igs y complemento en la union D-
E conocida como banda de lupus. Las pruebas de IFD e IHQ en pacientes
con LECE revelaron depdsitos de Igs en la unién D-E y, en algunos casos,
en la membrana basal folicular (Balazs Mayanz y Nolasco Espinosa, 2017,
Bryden, 2005). En un estudio realizado en casos de LECV se aplicé una
técnica de IHQ que permitid identificar un infiltrado compuesto
principalmente por linfocitos CD8* en la epidermis y CD4* en la dermis
(Jackson y col., 2004). Conjuntamente se realizé la prueba de IFD, que
resultd positiva en el 50% de los casos estudiados, y puso en evidencia
areas focales o difusas de depdsitos de IgG en la zona de membrana basal.

(Jackson y col., 2004)
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HIPOTESIS DE TRABAJO
a. Laidentificacién de patrones histopatoldgicos, inmunohistoquimicos
y lectinhistoquimicos de lesiones cutaneas permiten establecer el

diagndstico definitivo en las dermatosis inmunomediadas.

b. La identificacion y caracterizacién de los patrones histopatoldgicos,
inmunohistoquimicos y lectinhistoquimicos de lesiones cutaneas
permite establecer relacion con la presentacion clinica en los

diferentes tipos de dermatosis inmunomediadas.

OBJETIVOS GENERALES

a. Establecer bases clinicas, histologicas, histoquimicas e
inmunohistoquimicas para el diagnodstico de las dermatosis caninas

que incluyan mecanismos inmunologicos.

b. Evaluar clinicamente al paciente y establecer relaciones entre la
presentacion clinica, las lesiones histopatolégicas y los resultados
obtenidos en las técnicas de inmunofluorescencia e

inmunohistoquimica
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Objetivos

>

ESTUDIO RETROSPECTIVO

Realizar un relevamiento de las dermatosis inmunomediadas (DlI)
han ingresado al Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria
en los ultimos 10 anos.

Identificar patrones histopatoldgicos y lectinhistoquimicos que
permitan caracterizar las diferentes lesiones cutaneas
inmunomediadas.

Poner a punto y desarrollar técnicas inmunohistoquimicas y de

inmunofluorescencia para el diagndstico de DI.
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Estudio anatomopatolégico

El estudio histopatologico resulta una herramienta de gran utilidad en el
diagnostico de las enfermedades autoinmunes porque permite,
generalmente, arribar a un diagndstico definitivo. Las dermatosis
autoinmunes en caninos comprenden las enfermedades caracterizadas por
pustulas, vesiculas o ampollas como lesion primaria que incluye al CP (PF,
PE, PV y PPN) y las EASA (PMM, PB, EBA y EAL). Asimismo, también se
comprenden los diferentes tipos de LE (LES, LED, LECE, LEVC y LEMC)
que se caracterizan por degeneracion vacuolar del estrato basal e
infiltracion inflamatoria en la unién D-E, entre otras lesiones microscopicas.
En esta primera parte se realizé la descripcidn e interpretacion macro y
microscopica de las lesiones en los casos seleccionados cuyo diagnostico
fue de enfermedad autoinmune. La evaluacién de las historias clinicas
permitio el establecimiento de los patrones de las lesiones macroscopicas
y los patrones de las lesiones microscopicas fueron obtenidos de los

informes histopatoldgicos y reevaluacion de las muestras seleccionadas.

Materiales y métodos

Se evaluaron los registros del Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria
Dr. Bernardo Epstein, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de La Plata, durante un periodo de 10 afos comprendido entre los
afos 2004 y 2014. El material estudiado se corresponde con muestras de
piel de caninos que fueron fijadas en formol al 10% e incluidas en bloques

de parafina, posteriormente cortadas con microtomo (5um de espesor) y
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coloreadas con Hematoxilina & Eosina. Se seleccionaron los casos cuyo
diagndstico histopatoldgico fue de “enfermedad autoinmune”, que incluyd
las diferentes enfermedades descriptas anteriormente. A partir de las
historias clinicas se recopilaron los siguientes datos de los pacientes: raza,
edad, sexo, signos clinicos, lesiones cutaneas y sus ubicaciones
anatémicas especificas. Mediante el analisis de las historias clinicas se
pudieron registrar en planillas de calculo las lesiones primarias y
secundarias. Se realiz6 una nueva observacion de los cortes histolégicos
con el fin de caracterizar, registrar y clasificar las lesiones microscépicas

de la epidermis, la union D-E y la dermis.

Estudio inmunohistoquimico

La IHQ es una herramienta que, al combinar técnicas histopatoldgicas,
inmunoldgicas y bioquimicas, permite localizar componentes tisulares
definidos "in situ", mediante el empleo de anticuerpos especificos y de
moléculas marcadoras. Todos los métodos de IHQ se basan en la
conjugacion de distintos marcadores con moléculas de Igs. Luego de
producida la unién Ag-Ac se coloca el marcador, el cual es localizado de
diversas maneras, generalmente por una reaccion tintorial, y de ese modo
logramos detectar en que estructuras se localiza el Ag problema. En el
presente trabajo, al tratarse de enfermedades autoinmunes en la piel, el Ag
problema es propio siendo la misma IgG el componente a detectar por lo
cual se utilizé una anti-IgG de canino como Ac primario. Mediante el estudio

inmunohistoquimico se logré evaluar los patrones de inmunomarcacion en
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las diferentes dermatosis autoinmunes, como asi también poder
caracterizar el sitio de inmunomarcacion. Ademas, se pudo determinar si
hubo o no diferencias de inmunomarcacion entre las diferentes
enfermedades, siendo este resultado importante a la hora de formular el

diagndstico final.

Materiales y métodos

Del total de casos registrados en el estudio retrospectivo (n=74), la técnica
de IHQ fue aplicada a 61 casos. En los restantes 13 casos la técnica no fue
aplicada porque el material era insuficiente y en muchos casos no se
contaba con material de reserva.

Se le realizaron cortes en vidrios positivados y se aplicé una técnica de IHQ
que fue el método Steptavidina-Biotina-Peroxidasa (LSAB 2HRP®
(DakoCytomation, California, USA). Como anticuerpo primario se utilizé una
anti-lgG canina comercial elaborada en conejo (AffinePure Rabbit Anti-Dog
IgG, FC Fragment Specific. Lab. Jackson immunoresearch céd: 304-005-
008) Como método de revelado se utilizé DAB (DakoCytomation, California,
USA). La técnica completa esta descripta en Anexo I.

Se utilizaron como controles negativos cortes de piel normal, de diferentes
regiones de caninos sin lesiones cutaneas. Las muestras controles fueron
obtenidas a través de punch 6 u 8 mm o bien, por medio de bisturi. Como
control positivo se utilizd un corte de linfonddulo de un canino con
hiperplasia linfoide. El fundamento de utilizar el linfonédulo se basé en que

las células plasmaticas, presentes en gran numero en la médula del
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linfonddulo, contienen abundante cantidad de IgG, resultando positivas a la
inmunomarcacion. Luego de la puesta a punto de la técnica, los controles
positivos fueron los cortes de piel con diagndstico histopatoldgico de LED.
Muchos de los cortes histopatolégicos con LED presentan a nivel de la
union D-E un infiltrado inflamatorio abundante denominado infiltrado
liquenoide. Este infiltrado es principalmente de tipo linfoplasmocitario, que
incluye un gran numero de células plasmaticas. Los cortes con esta
caracteristica fueron incluidos como control positivo durante el desarrollo

de la técnica.

Estudio Lectinhistoquimico

En medicina veterinaria, las técnicas de lectinhistoquimica (LHQ) se han
utilizado a fin de estudiar la variacion en la presentacion y distribucion de
los hidratos de carbono tanto en tejidos animales normales como
patoldgicos, y sus efectos en la fisiologia celular (Massone y col., 1991;
Paolicchi y col., 1995; Suter y col., 1991). Los carbohidratos se hallan
ampliamente distribuidos en los tejidos animales. Las membranas celulares
contienen glicoconjugados en la forma de glucolipidos o glicoproteinas. Los
avances en el conocimiento de la localizacion, sintesis y funciones de los
glicoconjugados se han basado en el desarrollo de técnicas que han
permitido una mejor caracterizacion, purificacion y analisis estructural de
los componentes hidrocarbonatos.

En los caninos, la técnica se ha aplicado en la piel de cachorros y adultos,

asi como también, sobre la piel de las almohadillas plantares (Meyer y

71



Tsukise, 1995; Miyazawa y col., 1994). Los patrones de unién de las
diferentes lectinas a los queratinocitos dependen del estado funcional y del
grado de diferenciacién de las células (Desantis y col., 2003).

Las fracciones de carbohidratos de la membrana celular estan involucradas
en funciones como la interaccion entre células y se cree que son
importantes en una variedad de funciones celulares. Asimismo, las lectinas
biotiniladas y complejo avidina-biotina-peroxidasa se han utilizado para
estudiar la correlacion entre la expresion de glicoconjugados celulares y la
maduraciéon escamosa tanto en la piel normal de caninos, asi como en
diversas neoplasias epiteliales (Castagnaro y Canese, 1991).

En el presente estudio se aplica una técnica LHQ con el fin de evaluar si
hay diferencias en los patrones lectinhistoquimicos hallados en la piel
normal de canino en relacién a los observados en la piel con lesiones
autoinmunes y, a su vez, poder observar si hay diferencias entre las
enfermedades con el fin de poder complementar los patrones de lesién

utiles para el diagndstico.

Materiales y métodos

Se trabajé con muestras de piel normal y con lesion. Se seleccionaron 3
casos de LED, PF y PE y 2 casos de PV. A estos cortes se les aplicé la
técnica de LHQ para la cual se utilizaron 7 lectinas biotiniladas (Vectastain
Elite, Vector Lab Inc., Burlingane, CA, USA) (Tabla 1). En la tabla 1 se
observa el nombre de cada lectina, la abreviacion especifica, el grupo de

los carbohidratos por los que tiene afinidad y la concentracion de trabajo
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utilizadas. Se empled el método de streptavidina-biotina-peroxidasa (LSAB

2HRP® (DakoCytomation, California, USA). Como método de revelado se

utilizé DAB (DakoCytomation, California, USA). y luego se realizé una

coloraciéon de contraste con hematoxilina (Anexo II).

Tabla 1: lectinas utilizadas durante el desarrollo de la técnica.

Lectina Acréonimo Oligosacarido especifico

Concentracion

Grupo I: glucosa/manosa (Glc-Man)

Concavalia ensiformes Con A a-D-Man; a-D-Glc 30um/ml
Grupo lI: N-acetil-glucosamina (GlcNac)
Triticum vulgaris WGA B-D-GIcNAc, NeuNAc 30pm/ml
Grupo llI: N-acetil-galactosamina (GalNAc)
Glycine max SBA a,p-D-GalNAc, a, B-D-Gal 30 um/ml
Dolichos biflorus DBA a-D-GalNAc 30 pm/ml
Arachis hypogaea PNA B-D-Gal, B 1-3-D-GalNAc 10 ym/ml
Ricinus communis RCA B-D-Gal 30 pm/mi
Ulex europaeus UEA | o L-Fuc 30 pm/ml
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ESTUDIO PROSPECTIVO

Objetivo
Evaluar clinicamente al paciente y establecer relaciones entre la
presentacion clinica, las lesiones histopatologicas y los resultados

obtenidos en las técnicas de inmunofluorescencia e inmunohistoquimica.
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Estudio clinico y anatomopatolégico

El estudio clinico consisti6 en el examen fisico y la evaluacién
dermatolégica de los pacientes ingresados al consultorio externo del
Hospital Escuela de la Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP. Luego de
establecido el diagndstico clinico/dermatoldgico y seleccionado los casos,
se procedio a la toma de muestra y evaluacion histopatoldgica de piel de
los animales seleccionados.

El examen fisico y la evaluacion dermatolégica de los pacientes es la parte
del examen que resulta fundamental porque permite arribar a un
diagndstico clinico. En este sentido, nos va orientando en los pasos a seguir
como asi también nos va a permitir llevar a cabo un tratamiento y establecer
un prondstico de la enfermedad. La correcta descripcion de las lesiones
macroscopicas observadas, su extension y ubicacion permiten establecer
una lista de posibles diagndsticos presuntivos y seleccionar el o los
métodos complementarios de diagndstico especificos que podemos aplicar
en cada enfermedad. La evaluacién clinica debe ser precedida por una
correcta resefia y anamnesis. A su vez, en el caso de las dermatosis
autoinmunes, un correcto examen dermatolégico permitird una adecuada
toma de muestras y facilitara el trabajo del patélogo en la descripcién de

las lesiones microscépicas y el arribo a un diagndstico definitivo.

Materiales y métodos

El estudio prospectivo se realiz6 entre los afios 2015 y 2018. Los casos se

obtuvieron del Hospital Escuela Facultad de Ciencias Veterinarias UNLP,
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en el Consultorio Externo Dermatolégico. Se incluyeron en este estudio 19
pacientes con lesiones orientativas de dermatosis autoinmune. Los mismos
se seccionaron por los siguientes datos: resefia, anamnesis y observacion
clinica. Para la identificacion de los pacientes con enfermedad autoinmune
se tuvo en cuenta la presentacion clinica y evolucion del cuadro, las
lesiones primarias y secundarias presentes en la piel, el compromiso de las
uniones mucocutaneas y las mucosas, asi como también la distribucion,
localizacion y extension de las lesiones (Tabla 2).

A los pacientes seleccionados se les realizd6 un examen clinico general y
dermatoldgico. Los datos obtenidos fueron volcados en planillas de calculo
y se realizaron dermogramas con el objetivo de caracterizar a la
enfermedad desde el punto de vista dermatologico (Anexo llI).

A todos los pacientes se les realiz6 una biopsia de piel para el estudio
histopatoldgico, que incluyé zonas con lesion y sin lesion. Las muestras
fueron obtenidas, segun su ubicacion, con anestesia local (Anexo V), en
los casos que fue posible, y por medio de un punch de 6 u 8 mm. En otros
casos se tuvo que realizar anestesia general (Anexo V) y las muestras
fueron obtenidas por medio de bisturi o punch. Las muestras se fijaron en
formol neutro al 10% por un periodo de tiempo no mayor a 48 horas y se
procesaron mediante las técnicas de rutina en el Laboratorio de Patologia
Especial Veterinaria. En todos los casos se arribd a un diagndstico
histopatolégico basado en la interpretacion de las lesiones microscopicas

observadas (Tabla 2).

76



Tabla 2: resefa de los pacientes, tipo y ubicacién de las lesiones. Periodo 2015-

2018.
Ti lesi icacio | ,
Afio Resefia ipo de’ esiones Ublcam.on de las Histopatologia
cutaneas lesiones
Doberman- Ulceras Encia EASA
macho-8 afios
Collie-hembra- Puente nasal,
9 an Papulas, costras cuello, dorso-lomo LED
afnos .
y miembros
Mestizo- Puente nasal, reg.
ko - Costras periocular, torax, PV
s hembra-4 anos .
~ miembros.
Collie-macho-4 Costras, ulceras Puente nasal LED
afos
Eritema, Espacios
Collie-macho-8 hiperqueratosis, . pa
; interdigitales y PF
meses alopecia e
. X ., cara
hiperpigmentacion
Doberman- Costras, Puente nasal y
~ . \ LED
macho-9 afos descamacion reg. periocular
0. belaa- Costras,
- be'ga- descamacion, Puente nasal LED
macho-6 afios .
= ulceras
b Mestizo- Ulceras y .
Q ! . LED
N hembra-5 afos despigmentacion Ollares y labio
Dogo—h~embra—5 UIceras,. costras, Dorso-lomo EASA
anos erosiones
Mestlzo—~ Costras, erosiones Puente nasal LED
hembra-4 afos
Mestizo- Alopecia y ulceras Puente nasal y PE
macho-5 afos reg. periocular
~ Caniche- Ulcera Unién MC de labio EASA
= hembra-3 afos
o .
~  Pitbull-hembra- Alopecia Nariz EASA
5 afios
Mestizo- Despigmentacion y Ollares y union PE
hembra-3 afos descamacion MC, puente nasal
Mestizo- Cavidad. bucal,
. Ulceras parpado, PE
macho-10 afios i
miembros
Mestizo- Puente nasal
macho-1 %2 Ulceras y pustulas : y PF
~ reg. periocular
afos
Erosiones, Ulceras,
& Collie-hembra- eritema, Ollares, puente EASA
S " ) L
~ 4 afios despigmentacion, nasal
costras
. Alopecia,
Welmaran?r- despigmentacion, Puente qasal y EASA
macho-9 afos nariz
costras
Collie-macho-2 Cavidad. bucal.,
Ulceras abdomen, reg. LED

anos

inguinal y axilar
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Estudio inmunohistoquimico

Materiales y métodos

Se aplico la misma técnica de IHQ que en el estudio retrospectivo (ver
Anexo 1) solo que en este caso la técnica se aplico a 13 casos de CP y LE.
En los casos de EASA no se realiz6 la IHQ pues no hay diferencias entre
estas enfermedades y sus patrones de inmunomarcacion ya que en todos

los casos las lesiones microscépicas se ubican en la unién D-E.

Técnica de inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia (IF) utiliza la capacidad de ciertas
sustancias que, al ser excitadas por la luz ultravioleta, emiten un haz de luz
de mayor longitud de onda, que se visualiza con un microscopio de
fluorescencia. Cuando estas sustancias se combinan con Igs (Ac) permiten
detectar la presencia de Ag o Ac en una muestra problema.

La IHQ y la IF son técnicas ampliamente utilizadas en el campo de la
patologia, ya sea para el diagnéstico de enfermedades especificas, o bien
para conocer la expresion de una determinada proteina, por ejemplo, en un
tumor especifico, posibilitando tener un impacto en el prondstico o en la
implementacion de una terapéutica. Tradicionalmente la IF ha sido utilizada
en tejidos criopreservados, mientras que la IHQ en tejidos fijados e
incluidos en parafina. Sin embargo, existe otra técnica poco conocida la
cual combina ambas técnicas y es conocida como inmunofluorescencia en

tejidos fijados y preservados en parafina (IF-P). Esta técnica, al igual que
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la IHQ y la IF, tiene por objetivo, localizar los antigenos a través de la union
Ag-Ac en tejido fijado e incluido en parafina (Parra-Medina y Polo, 2017).

La técnica utilizada en este nuestro trabajo fue la de IF-P directa y se utilizd
como Ac primario una anti-lgG canina marcada con fluoresceina (Anti-Dog
IgG (whole molecule) Sigma®. Cédigo F4012). Al igual que con la técnica
de IHQ, la anti-IgG se une especificamente a la IgG presente en la piel de

caninos con enfermedades autoinmunes.

Materiales y métodos

La técnica de IF-P se aplicdé en casos de: PF, PE, PV y LED, que se
presentaron a consulta en el Hospital Escuela durante el estudio
prospectivo (afio 2015-2018). Los mismos se seleccionaron en base al
examen clinico, al dermograma y el diagndstico histopatolégico. A partir del
material incluido en parafina se realizaron cortes de 5u, y fueron
procesados para realizar la técnica de IF-P que consistié en la aplicacion
de un anticuerpo anti-lgG canina marcada con fluoresceina (Anti-Dog IgG
(whole molecule) Sigma®. Codigo F4012) con una dilucion 1/50 (Anexo VI)
en los cortes de piel. Se utiliz6 como control negativo un corte de piel al que
se le reemplazo la anti-IlgG marcada con fluoresceina por buffer fosfato
salino (PBS, abreviatura del inglés, phosphate buffered saline). Como
control positivo se utilizdé un corte de linfonédulo de canino con hiperplasia
linfoide, resultando positivas las células plasmaticas de la médula.

En simultdneo con la fluoresceina se utilizé el 4'6-diamidino-2-

dihidrocloruro fenilindol (DAPI) (Invitrogen Life Technologies, Eurogene,
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OR, USA) que es un marcador fluorescente que se une fuertemente a
regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de acido
desoxirribonucleico (ADN) permitiendo evidenciar los nucleos celulares. La
utilizacion del DAPI nos permiti6 una mejor localizacion de la
inmunomarcacion con fluoresceina en el tejido. Este marcador se detecta
a través de un filtro de luz azul o cian con el microscopio de fluorescencia

(Microscopio de luz UV Nikon Optiphot® con lampara de luz haldégena).

80



RESULTADOS

Enfermedades de la piel

Las diferentes enfermedades que afectan a la piel de los caninos pueden
clasificarse de acuerdo a su mecanismo patogénico de lesion en:
enfermedades congénitas y hereditarias, desordenes de la diferenciaciéon
epidérmica, desordenes de la pigmentacion, dafios fisicoquimicos,
deficiencias nutricionales, enfermedades endocrinas, dermatosis
inmunomediadas, enfermedades infecciosas (virales, bacterianas,
fungicas, protozoarias, ectoparasitos artrépodos y helmintos), neoplasicas
y miscelaneas. Durante el periodo del estudio retrospectivo y prospectivo
(2004-2018) ingresaron al Laboratorio de Patologia Especial un total de
4829 muestras de piel provenientes de caninos con historia clinica de
enfermedad cutanea. Teniendo en cuenta la clasificacion anteriormente
planteada, del total de muestras ingresadas el mayor porcentaje fue para
las neoplasias cutaneas, con el 74,92% (n=3618). Las DI (n=222) se
dividieron en dos grupos, los trastornos de hipersensibilidad (n=129) y las
enfermedades autoinmunes (n=93) representando estas ultimas el 1,93%

de los casos estudiados (Figura 6).

81



Total de diagnodsticos de las enfemedades cutaneas
en caninos. Periodo 2004-2018
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A: enfermedades neoplasicas, B: enfermedades infecciosas, C: miscelaneas, D:
dermatosis inmunomediadas, E: enfermedades hereditarias y congénitas, F:
enfermedades enddécrinas, G: desordenes en la diferenciacion epidérmica, H:
dermatosis fisicoquimicas, I: dermatosis nutricionales, J: desordenes de la
pigmentacion.

Figura 6: total de diagndsticos histopatologicos de enfermedades cutaneas en

caninos realizadas por el Laboratorio. Periodo 2004-2018.
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Diagndéstico histopatolégico de enfermedades autoinmunes
El diagndstico histopatologico de las enfermedades autoinmunes en piel
obtenidos durante el estudio retrospectivo y prospectivo permitié el analisis
microscopico detallado y posibilitd obtener patrones de lesion comunes a
cada enfermedad. Se utiliz6 como referencia en este analisis el texto:
“Enfermedades de la piel del perro y el gato: diagndstico clinico e
histopatolégico de Gross y col., 2005,
En la figura 7 se presentan las diferentes enfermedades autoinmunes
diagnosticadas mediante el estudio histopatoldgico.
En la Tabla 3, se presentan los casos con diagnostico histopatologico y la
comparacion de los resultados obtenidos mediante la histopatologia (HP)
sola y la HP mas la IHQ (n=93). En la categoria enfermedad autoinmune
inespecifica (EIA), se incluyen todos aquellos casos en los cuales no fue
posible identificar el tipo de enfermedad autoinmune tanto en el estudio
histopatolégico como como asi también cuando se aplico la IHQ. Podemos
observar que en los resultados obtenidos por ambas técnicas el numero de
diagnosticos de EAIl disminuye de 22 a 14 (8.65%).
En el analisis del estudio anatomopatolégico se trabajé con los resultados
obtenidos en la HP y la IHQ combinadas, y se establecieron categorias en
relacion a los diagndsticos obtenidos, siendo n=79 (Tabla 4). De esta
manera, en el andlisis estadistico, se agruparan a las enfermedades de la
siguiente forma:

e CP: PF, PE,PVyPNP

e LUPUS: LED, LECE, LE
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e EASA:PB, EBAYyPMM

DIAGNOSTICO HP 2004-2018

1% 1%

“ = EA (22)
= PF (23)

PE (9)

PPN (

=PV (2)

= EASA (PB, PMM, EBA) (14)

= LED (20)

= LECE (1)

= LE (1)

[N

)

Figura 7: enfermedades autoinmunes diagnosticadas por histopatologia en el

Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria Dr. B Epstein. Periodo 2004-2018

(n=93).

Tabla 3: resultados obtenidos por HP en comparacién con los obtenidos con HP

y la aplicacion de la técnica IHQ (n=93).

Enfermedades

EAI
PF

PE
PPN
PV
EASA
LED
LECE
LE
TOTAL

Diagnéstico HP Diagnéstico HP mas IHQ

2004-2018 2004-2018
22 14
23 24

9 16
1 1
2 3
14 16
20 17
1 1
1 1
93 93
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Tabla 4: enfermedades autoinmunes agrupadas por categorias.

GRUPO
CP
LUPUS
EASA
EAI
TOTAL

HP
35
22
14
22
93

HP mas IHQ
44
19
16
14
93
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Analisis de los datos de la historia clinica

Del analisis de las historias clinicas se evaluaron los datos de la resefia de
los perros afectados con dermatosis autoinmunes. Se obtuvieron registros
clinicos de 93 casos, 91 tenian registro de edad, y los valores se expresaron
en meses. Con los datos obtenidos se realizé un histograma (Figura 8) que
permite observar que los pacientes tenian entre 4 y 156 meses (13 afos),
con una media de 62.81 meses (5,2 anos). El 50% de éstos se encontrd
entre 36 (3 afos) y 84 meses (7 afnos).

En el 33,33% de los casos (31/93) los pacientes eran mestizos y en el
66,67% (62/93) eran de raza pura. En este sentido, se observaron
diferencias significativas entre la frecuencia de presentacion de las
enfermedades autoinmunes entre los mestizos y los animales de raza pura
(p<0.0001) (Figura 9). Las razas mas afectadas fueron el Collie (11/62),
Pastor Aleman (10/62), Cocker Spaniel (6/62) y Labrador Retriever (5/62)
(Tabla 5-Anexo VII). La distribucién de los caninos segun sean de raza o
mestizos se clasifico por grupo de enfermedad. Del total de pacientes
mestizos (n=31), el 51,60% tenian algun tipo de pénfigo (16/31), al igual
que en los caninos de raza Pastor Ovejero Aleman y Labrador Retriever,
donde el 60% se vio afectado por algun tipo de pénfigo (6/10 y 3/5,
respectivamente). En cambio, los caninos de raza Collie se vieron
afectados de igual forma por las enfermedades del CP y Lupus (5/11-
45,45%). No se observaron diferencias significativas entre la frecuencia de
presentacion de los diferentes tipos de enfermedad autoinmune en los

animales mestizos. Sin embargo, si se observaron diferencias significativas
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en la frecuencia de presentaciéon del CP en relacion al Lupus y a las EASA

en los animales de raza pura (Figura 10).

En 88/93 casos fue registrado el sexo, resultando la frecuencia de

presentacion entre machos (46/88) y hembras (42/88) similar y el resultado

estadistico fue no significativo (estadistico: diferencia de proporciones

p=0,5485).

14

= I
5] N

NUmero de casos registrados
(=

25% (Q1)
50% (Q2)
75% (Q3)

91

62.81

60

38.74

4 (4 meses)
156 (13 afos)
5716

36 (3 afios)
60 (5 afios)
84 (7 afos)

Figura 8: histograma que muestra la distribucion de las edades de los pacientes

con enfermedad autoinmune.
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Distribucion de los caninos segun sean mestizos
o de raza pura por grupo de enfermedad

. "
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CP EASA LUPLS EAI TOTAL

mMestizo = Raza pura

Figura 9: distribucion de los caninos con enfermedad autoinmune: mestizos o de
raza pura por grupo de enfermedad. Los (**) indican diferencias significativas entre

los datos analizados.

Razas mas predispuestas clasificadas por
grupo de enfermedad
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Figura 10: distribucion de los caninos por razas mas predispuestas y clasificados

por grupo de enfermedad.
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Lesiones macroscopicas

Se registraron en planillas de calculo los datos del aspecto macroscépico
de la piel obtenidos de las historias clinicas proporcionadas por el
veterinario clinico y de los registros del Laboratorio de Patologia Especial
al momento del ingreso de las muestras. Los datos obtenidos y analizados
provienen del estudio retrospectivos (2004-2014) y del estudio prospectivo
(2015-2018). Los datos fueron clasificados en base a los diagndsticos
obtenidos mediante el estudio histopatoldgico y la IHQ. En este analisis se
trabajo con los 79 casos en los que se pudo determinar el tipo de
enfermedad autoinmune (CP, Lupus y EASA). Las lesiones se clasificaron
segun su tipo y ubicacion anatdmica en el animal. Entre los tipos de
lesiones cutaneas primarias y secundarias observadas, las mas frecuentes
fueron costras (45,57%), ulceras (35,44%) y alopecia (30,38%) (Imagenes
1y 2), mientras que las pustulas y las vesiculas representaron el 7,60% y
el 2,53% respectivamente (Imagenes 3y 4) (Tabla 6-Anexo VII).

También fue analizada la ubicacion anatdmica de las lesiones en la piel, las
cuales tuvieron una frecuencia de presentacion variable con una tendencia
a afectar la regién dorsal de la nariz, denominada comunmente plano nasal
(41,77%), la zona periocular (35,44%) y la nariz u hocico (26,58%) (Imagen
5). Las lesiones ubicadas en las uniones mucocutaneas (labios, nariz y ano)
y en areas de mucosa (oral, conjuntival, nasal y genital) se observaron en

el 39,24% y el 13,92% de los casos respectivamente (Tabla 7-Anexo VII).
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Imagen 2: PV: lesiones alopécicas generalizadas en un canino. Inicio del cuadro

clinico.
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Imagen 3: PF: lesién pustular en el vientre de un canino.

Imagen 4: EASA: lesion vesicular en el vientre de un canino.
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Imagen 5: PE: lesiones costrosas ubicadas en el puente nasal y regién periorbital

de un canino.

92



Del analisis individual de las lesiones en los diferentes grupos de
enfermedades se observé que los caninos con CP presentaron mas
frecuentemente costras y alopecia, en cambio, los caninos con EASA y
lupus presentaron costras y ulceras como lesiones mas frecuentes. En el
analisis estadistico (Test Z) se observé que la presencia de vesiculas tiene
diferencias significativas en los caninos con EASA en comparacion con los
caninos que presentan vesiculas en el CP y lupus (Figura 11). Las zonas
mas afectadas en pacientes con CP fueron el plano nasal y la region
periorbital. En los casos de lupus el plano nasal, las uniones mucocutaneas
(particularmente la unidon mucocutanea nasal) y el hocico o nariz
propiamente dicha fueron las zonas mas comprometidas. Por ultimo, en las
EASA, las zonas mas afectadas fueron el plano nasal y el hocico o nariz.
En el analisis estadistico (Test Z) se observaron diferencias significativas
en la ubicacién de las lesiones en la region periorbital de pacientes con CP
en relacion a los pacientes con EASA. Lo mismo ocurrié con la presencia
de lesiones en los pabellones auriculares de pacientes con CP en relacién

a aquellos que presentaban lupus. (Figura 12).
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Lesiones macroscoépicas mas frecuentes
por grupo de enfermedad
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Figura 11: lesiones macroscépicas mas frecuentes clasificadas por grupo de

enfermedad. Los (**) indican diferencias significativas entre los datos analizados.

Ubicacion de las lesiones macroscopicas mas
frecuentes por grupo de enfermedad
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Figura 12: ubicacion de las lesiones mas frecuentes clasificadas por grupo de

enfermedad. Los (**) indican diferencias significativas entre los datos analizados.
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Lesiones microscopicas

Las lesiones microscopicas se clasificaron segun su ubicacion en la piel en:
epidérmicas, union D-E y dérmicas. El hallazgo mas frecuente en la
epidermis fueron las pustulas (81,01%) Las mismas tenian ubicacién
subcorneal, intragranular, suprabasal y folicular (Imagen 6). Los
queratinocitos acantoliticos se observaron en 19 de los 44 casos de CP que
presentaron pustulas estando siempre acompafados de neutréfilos
(Imagen 7). La espongiosis (60,76%), acantosis (37,97%) (Imagen 8) e
hiperqueratosis (55, 67%) ortoqueratética (Imagen 9) y paraqueratética
también fueron hallazgos frecuentes.

A nivel de la unién D-E el hallazgo mas constante fue la separacién entre
la epidermis y la dermis (44,30%) (Imagen: 10).

En la dermis el infiltrado inflamatorio predominante fue mononuclear
(células plasmaticas, macrofagos y linfocitos) aunque, en ocasiones, se
presento un infiltrado inflamatorio de tipo mixto con presencia agregada de
neutréfilos. Como se observé una gran variacion en la cantidad de células
que infiltraban la dermis se realizé una clasificacion subjetiva en leve (+),
moderado (++), abundante (+++). Se identifico un tipo especial denominado
liquenoide, que se caracterizd por una severa infiltracion inflamatoria mixta
que oscurece la union D-E y que se observa en enfermedades como el LED
y PE. Los infiltrados inflamatorios leve y moderado fueron los mas
frecuentes (29,11%). El infiltrado inflamatorio de tipo liquenoide (Imagen:

11), se observo en el 24,05% de los casos. La incontinencia pigmentaria
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(Imagen: 9), otro hallazgo también frecuente, se encontr6 en el 34,17% de
los casos.

En lo que respecta a las lesiones halladas por grupo de enfermedades, en
el CP, las lesiones microscopicas mas frecuentes se encontraron en la
epidermis y fueron: pustulas y espongiosis. En los pacientes con lupus, los
hallazgos mas constantes fueron la degeneracion de células basales, la
apoptosis y la incontinencia pigmentaria. Por ultimo, los hallazgos mas
frecuentes en las EASA fueron las vesiculas y la separacion D-E. (Tabla 8-
Anexo VII).

En el analisis estadistico (Test Z) de las lesiones microscépicas se
observaron diferencias significativas en la presencia de vesiculas en los
pacientes con EASA en relacién a aquellos que tenian CP y lupus. La
presencia de pustulas foliculares, intragranulares y subcorneales fueron
significativamente diferentes en pacientes con CP en comparacion con
aquellos que presentaba lupus y EASA. Lo mismo sucedio con la presencia
de queratinocitos acantoliticos en el interior de las pustulas de pacientes
con CP. La espongiosis fue identificada en el CP y también en los caninos
que presentaron lupus, no asi con aquellos que presentaron EASA. La
degeneracion vacuolar de células basales fue significativamente diferente
en pacientes con lupus en relacion con los que presentaron CP y EASA. La
separaciéon D-E y el desprendimiento de la epidermis fueron hallazgos
significativos en los caninos con EASA en comparacion con aquellos que

presentaron CP y lupus. Por ultimo, la incontinencia pigmentaria fue
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significativa en pacientes con lupus en relacién a los que tenian la misma

lesion en el CP (Figura 13).

Lesiones microscoépicas clasificadas por
50 grupo de enfermedad

45 —

40
35 L
L]
30
25 ——
20 —
15 — —
10—
5 I II| I
A B C D E F G H I
mCP mLUPUS mEASA

A: vesiculas, B: pustulas foliculares, C: pustulas suprabasales, D: pustulas subcorneales

e intragranulares, E: queratinocitos acantoliticos, F: espongiosis, G: degeneracion de

células basales, H: separaciéon dermo-epidérmica, I: incontinencia pigmentaria.

Figura 13: ubicacion de las lesiones microscépicas mas frecuentes clasificadas
por grupo de enfermedad. Los (**) indican diferencias significativas entre los datos

analizados.
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Imagen 6: A: PF: pustula folicular. H&E obj. 40x. B: PV: pustula suprabasal. H&E

obj. 40x. C y D: PF: pustula subcorneal e intragranular respectivamente. H&E obj.
20x.
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Imagen 7: A: PF: pustula intraepidérmica con presencia de queratinocitos
acantoliticos y neutrofilos en su interior. H&E obj 20x. B: queratinocitos

acantoliticos y neutrofilos. H&E obj 60x.

Imagen 8: PE: espongiosis y acantosis. H&E obj 20x.
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Imagen 9: LED: hiperqueratosis ortoqueratética e incontinéncia pigmentaria. H&E
obj 40x.

Imagen 10: A: EASA: separacion D-E. H&E obj 20x. B: LED: separacion D-E e

incontinencia pigmentaria en un canino. H&E obj.40x.
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Imagen 11: LED: infiltrado inflamatorio tipo liquenoide con oscurecimiento de la

union D-E. H&E obj.20x.
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Estudio inmunohistoquimico

De los 93 pacientes evaluados durante el estudio retrospectivo y
prospectivo al 79,57% (74/93) se les aplico la técnica de
inmunohistoquimica.

De las 74 muestras a las cuales se aplicé la técnica de IHQ se obtuvo un
77,03% (57/74) de resultados con inmunomarcacién positiva y un 22,97%
(17/74) de resultados que no presentaron inmunomarcacion o bien esta
resulté difusa o inespecifica. De las 57 muestras positivas a la técnica en
un 21,05% (12/57) se arrib6 a un diagndstico que permitié complementar o
modificar el diagndstico histopatolégico (Tabla 9). En el restante 78,95%, la
técnica IHQ permitié confirmar el diagndstico histopatoldgico previo.

Los patrones de marcacion hallados fueron los siguientes:

1. LED la inmunomarcacion positiva se observé en la union D-E y en la
dermis dependiendo de la intensidad del infiltrado inflamatorio. En
este sentido, en los casos en que se observd un leve infiltrado
inflamatorio en dermis, la marcacion se visualizé como una linea
delgada por debajo de la unién D-E (Imagen 13). No fue asi en los
casos en donde el infiltrado inflamatorio era abundante o bien de tipo
liquenoide, aqui la inmunomarcacién se encontré entre las células
inflamatorias (Imagen 14) y en el interior de las células plasmaticas
(infiltrados linfopasmocitarios) (Imagen 15).

2. PF se observdé inmunomarcacion positiva alrededor de los

queratinocitos de las capas superficiales (estratos corneo, lucido y
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granuloso) (Imagen 12) asi como también se observé depdsito en el
interior de algunos queratinocitos superficiales.

PE, la inmunomarcacion positiva se ubico tanto intercelularmente en
las capas superficiales de la epidermis (Imagen 16) asi como
también por debajo de la unidon D-E y al igual que en los casos de
LED. Esta inmunomarcacion vario desde una linea delgada (Imagen
17) a una zona de mayor tamafio cuando el infiltrado inflamatorio fue
abundante. Los depdsitos intercelulares presentes en el PF y PE se
hallaron también, en algunos casos en el epitelio folicular.

PV, los depdsitos se observaron en los espacios intercelulares de
las capas basales de la epidermis. En las zonas con lesion,
separacion suprabasal, los depdsitos se ubicaron por encima y por

debajo de la separacion.
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Tabla 9: diagndésticos histopatoldgicos que fueron completados o modificados al

aplicar la técnica IHQ.

Diagnéstico Diagnéstico
histopatolégico inmunohistoquimico
EAI PE
EAI PE
EAI PE
LED PE
EAI PV
EAI EASA
EAI PE
EAI PF
EAI PF
PF PE
LED PE
LED EASA
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Imagen 12: PF: inmunomarcacion positiva en los espacios intercelulares del

estrato granuloso en PF. LSAB2, DAB y hematoxilina, obj. 40x.
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Imagen 13: LED: inmunomarcacion positiva en la unién D-E, con un infiltrado leve.
LSAB2, DAB y hematoxilina, obj. 20x.

Imagen 14: LED: imunomarcacion positiva en la union D-E y la dermis superficial,

con un infiltrado tipo liquenoide. LSAB2, DAB y hematoxilina, obj. 40x.
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Imagen 15: LED: el circulo muestra la Inmunomarcacion positiva en el interior de
las células plasmaticas presentes en la dermis. LSAB2, DAB y hematoxilina, obj.
60x.

Imagen 16: PE: imunomarcaciéon positiva en las capas superficiales de la
epidermis y en dermis superficial. LSAB2, DAB y hematoxilina, obj. 40x.
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Imagen 17: PE: inmunomarcaciéon positiva en la union D-E. LSAB2, DAB y
hematoxilina, obj. 40x.
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Estudio lectinhistoquimico

La técnica de LHQ fue aplicada a 11 casos de piel: 3 PF, 3 LED, 3 PE, 2
PV y a un corte de piel normal y se trabajé con 7 lectinas (PNA, Con A, UEA
1, WGA, DBA, SBA, RCA). Los patrones hallados en cada una de las
lectinas variaron entre enfermedades y la piel normal. En las tablas 10, 11,
12 y 13 ubicadas en el Anexo VII se observan los diferentes patrones
hallados en los estratos de la epidermis (tanto en el citoplasma como
intercelularmente), los foliculos pilosos y la dermis, y, la intensidad de
reaccion en cada una de las zonas analizadas. La reaccion se considero
negativa (-) cuando habia ausencia de color, dudosa (+/-) cuando se
observdé una escasa cantidad de color y positiva cuando se observd
marcacion leve (+), moderada (++) e intensa (+++).

Comparacion con la piel normal

El primer analisis se realizé entre cada una de las enfermedades y la piel
considerada normal. Para el caso del PF la lectina UEA 1 presentd
marcacion positiva con intensidad moderada (++) en los estratos
espinoso/granuloso, lucido y foliculos pilosos, en todos los casos se
observo color en el citoplasma e intercelular, siendo negativa para la piel
normal (imagen 18). En el PV la lectina UEA 1 presentd positividad con
intensidad de marcacion moderada en el estrato lucido (citoplasma e
intercelular) y los foliculos pilosos no asi en la piel normal donde solo
presentd marcacion a nivel folicular (imagen 19). La lectina UEA 1 fue
negativa en el PE al igual que en la piel normal (imagen 20). Por ultimo, en

los casos de LED, la lectina UEA 1 fue positiva (++) en el estrato basal
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(citoplasma), lucido (citoplasma e intercelular) y foliculo piloso y negativa
en la piel normal.

La lectina DBA resulté positiva (++) en el estrato lucido (citoplasma) y
foliculos pilosos de la piel con PE y fue negativa en la piel normal.
Comparacion entre las enfermedades

El segundo analisis surge de observar los patrones de marcacion entre
enfermedades con el objetivo de poder encontrar diferencias entre ellas que
puedan contribuir en el diagndstico.

La lectina DBA mostro marcacion moderada en el estrato lucido, granuloso
y espinoso (citoplasma e intercelular) de PE y fue negativa en PF, PV y
LED (imagen 21).

La lectina UEA 1 mostr6 marcacion moderada en los estratos lucido y
granuloso (citoplasma e intercelular) del PF y el LED, pero fue negativa en
el PE.

La lectina SBA mostro positividad en los estratos lucido, granuloso y
espinoso de PE, LED, PF y PV, pero no en las ultimas 4 a 6 capas de
células de PE y LED y en las ultimas 1 0 2 capas de células de la epidermis

de PF y PV (imagen 22).
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Imagen 18: A: PF: Lectina UEA 1y su patrén de distribucion en el epitelio folicular
DAB-hematoxilina, obj. 20x. B: Piel normal: Lecitina UEA 1 con ausencia de

marcacion en el epitelio folicular. DAB-hematoxilina, obj. 20x.

Imagen 19: A: PV: Lectina UEA 1 y su patron de distribucion que incluye toda la
pared del foliculo piloso. DAB-hematoxilina, obj. 20x B: Piel normal (derecha):
lectina UEA 1 con ausencia de marcacion, exceptuando la queratina del foliculo

piloso. DAB-hematoxilina, obj. 40x.
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Imagen 20: A: PE: Lectina UEA 1 con ausencia de marcacion. DAB-hematoxilina,

obj.10x. B: Piel normal: Lectina UEA 1 con ausencia de marcacion. DAB-

hematoxilina, obj.10x.
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Imagen 21: A: PE: Lectina DBA con la presencia de marcacion en estratos lucido,

granuloso y espinoso en la piel de un canino. DAB-hematoxilina, obj. 20x. B, C y
D: PF, PV y LED, respectivamente: Lectina DBA negativa. DAB-hematoxilina, obj.

10x y 20x.
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Imagen 22: Ay B: PE y LED, respectivamente: Lectina SBA con ausencia de

marcacion en las ultimas 4 a 6 capas de células de la epidermis, obj. 40 y 60x. C
y D: PF y PV, respectivamente: ausencia de marcacion en las ultimas 1 a 2 capas

de células de la epidermis. DAB-hematoxilina, obj. 40x.
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Técnica de inmunofluorescencia

Los resultados observados al aplicar la técnica de IF-P directa fueron, en el
caso de PE, inmunomarcacion fluorescente inter e intracelular en el estrato
lucido (imagen 23). En el PV imnumomarcacion positiva en la denominada
hilera de “células en lapida” en la epidermis suprabasal (imagen 24). En el
LED se observo ausencia de marcacion en la epidermis y positividad en la
dermis, en los espacios intercelulares (imagen 25) y en las células
plasmaticas producto de estar cargadas con IgG (imagen 26). En el PF
presentd inmunomarcacion en los estratos superficiales de la epidermis y
foliculos pilosos con ausencia de marcacion en los estratos suprabasal,
basal y dermis (imagen 27). Los nucleos celulares se evidenciaron de color

azul por medio del DAPI en todos los cortes.
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Imagen 23: PE: inmunomarcacion con fluoresceina en un corte de piel, obj. 20x.

Imagen 24: PV: inmunomarcacion con fluoresceina en un corte de piel, obj. 40x.
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Imagen 25: LED: inmunomarcacion con fluoresceina en un corte de piel, obj. 20x.

Imagen x26: LED: en el interior del circulo se observan células plasmaticas

marcadas con fluoresceina en su citoplasma, obj. 40x.

117



Imagen 27: PF: inmunomarcacion con fluoresceina en un corte de piel, obj. 20x.

118



DISCUSION

Las dermatosis autoinmunes en caninos son infrecuentes y de muy baja
presentacion clinica dentro del total de enfermedades que afectan a la piel
(Mauldin y Peters-Kennedy, 2016). Segun la bibliografia consultada se
estima que las dermatosis autoinmunes representan solo el 1,4% de las
dermatosis caninas (Larsson, 2005; Miller y col, 2014). En el presente
trabajo las dermatosis autoinmunes representaron el 1,93% del total de
casos, siendo este valor cercano a los descriptos por los diferentes autores.
Si analizamos la frecuencia de presentacién de casos por afio podemos
observar que tenemos un promedio de 7,75 durante los 12 afios que abarcé
el estudio. Ademas, las enfermedades autoinmunes con la mayor
frecuencia de diagnostico histopatolégico son el PF y el LED,
representando el PF el 0,6% de las dermatosis caninas y el LED el 0,5%
(Bedolla y col.,, 2009). Nuestros resultados se corresponden con la
bibliografia ya que observamos un porcentaje similar para PF (0,48%) y
LED (0,41%).

La aplicacién de la técnica de IHQ en las dermatosis autoinmunes permite
identificar la union Ag-Ac en relacién a los queratinocitos de las diferentes
capas de la epidermis e infundibulo folicular, como asi también en la zona
de interfase entre la epidermis y la dermis. En este sentido, esta técnica
resulté muy util para complementar el diagnéstico HP, y pudimos observar
que el PE se hallaba sub-diagnosticado. El PE es una entidad que combina
lesiones macroscépicas y microscopicas de PF y LED (Miller y col., 2014).

Al aplicar la técnica de IHQ vimos que al total de casos de PE
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diagnosticados por HP (n=9) se le sumaron 7 casos cuyo diagnéstico fue
modificado y finalmente resultaron un total de 16 casos. Asimismo, lo
opuesto ocurrié con las dermatosis inespecificas, denominadas como EAI,
cuyo numero de diagnosticos histopatologicos sumo 22 casos, pero al
complementar la HP con la IHQ el numero de diagnésticos disminuyo a 14.
Estos 8 casos se reclasificaron principalmente como PE (n=4), y los
restantes como PF (n=2), PV (n=1) y EASA (n=1). Cabe resaltar la
importancia de la aplicacion de la técnica de IHQ como complemento
diagndstico de la HP, sobre todo en relacion a los casos con mayor
dificultad diagndstica como es el PE y las EAL.

Del analisis de los datos de las historias clinicas surgié que, al igual que lo
observado por otros autores, no hemos encontrado diferencias
significativas entre la presentacién de la enfermedad en machos y hembras
(Olivry y Chan, 2001; Olivry, 2006).

En este trabajo pudimos observar, al igual que en la bibliografia, que hay
diferencias significativas en la presentacion de estas enfermedades entre
caninos mestizos y aquellos de diferentes razas, siendo mas frecuentes en
las razas puras. Las razas como Akita, Chow Chow, Daschund, Cocker
Spaniel, Pastor Ovejero Aleman y Labrador Retriever mas frecuentemente
desarrollar algun tipo de pénfigo (Miller y col., 2014). Nosotros hemos
observado que razas como el Pastor Ovejero Aleman y el Labrador
Retriever fueron mas frecuentemente afectadas por las enfermedades del
CP. Asimismo, hemos observado que en el Collie la frecuencia de

presentacion de las enfermedades del CP y el lupus fue similar, a diferencia
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de lo repostado en la bibliografia donde describen una mayor frecuencia de
presentacion para el LED (Goo y col., 2009). En este trabajo hemos
observado una mayor presentacién del CP en caninos de raza pura, no asi
en el lupus y las EASA, siendo estas diferencias significativas (Test Z,
diferencia de proporciones). En lo que respecta a las EASA, son un grupo
de enfermedades poco conocidas, no hay muchos reportes, y es
relativamente reciente su incorporacién a los diagnésticos diferenciales en
dermatopatologia. Asimismo, aun resulta complejo realizar el diagndstico
definitivo ya que son muy similares, tanto en su presentacion clinica como
en la manifestacion histopatolégica. Es por ello que se hace necesario
aplicar técnicas adicionales mas complejas para arribar a su diagnéstico.
Ademas, podemos sumar la escasez de datos en la bibliografia en relacion
a predileccion etaria, por raza y sexo (Miller y col., 2014).

En relacion a la edad, la bibliografia consultada establece usualmente un
inicio de las lesiones desde mediana edad, aunque se han reportado casos
en perros anosos, e incluso animales que inician alrededor del ano de edad.
El promedio de inicio de las lesiones es alrededor de los 5 afios, dato que
se corresponde con nuestro analisis estadistico (media: 5,2 afios) (Gross y
col., 2005; Mauldin y Peters-Kennedy, 2016).

Las pustulas y vesiculas son un hallazgo caracteristico de las
enfermedades autoinmunes del CP y las EASA, no asi en los diferentes
tipos de lupus donde las lesiones macroscopicas mas frecuentes son la
despigmentacién seguida de erosiones, ulceras y costras (Miller y col.,

2014). Durante el examen clinico y el registro de las lesiones
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macroscopicas se observo que las pustulas y las vesiculas estaban en un
porcentaje relativamente bajo, menor al 8% y 3%, respectivamente. En el
caso, esto podria explicarse debido a que las mismas tienen un caracter
transitorio producto de su fragilidad y rapida evolucién a lesiones
secundarias como ulceras y costras (Olivry y Linder, 2006; Olivry, 2009).
En nuestro estudio pudimos observar que las costras, ulceras y alopecia
fueron las lesiones macroscépicas mas observadas. Cabe resaltar que, en
la clinica diaria, estas son lesiones muy inespecificas y se corresponden
con mas de una entidad cutanea. No obstante, el test estadistico utilizado
permitié evidenciar que efectivamente las vesiculas son lesiones propias
de las EASA no asi del lupus y CP.

Las zonas anatomicas mas afectadas en caninos con PF son el plano
nasal, la regiéon periocular y los pabellones auriculares hallandose
comprometidos en mas del 80% de los casos. En el caso de los caninos
con PE se suman a las lesiones anteriores, las ubicadas en la nariz. Los
pacientes con PV presentan afectadas con mas frecuencia las uniones
mucocutaneas. En pacientes con lupus las lesiones comienzan en la nariz
pudiendo extenderse a la region dorsal del plano nasal, pabellones
auriculares y zona periocular. El los pacientes con EASA se ven afectadas
tanto la piel con las uniones mucocutaneas de la cabeza y la cara, pero no
de forma exclusiva ya que pueden presentarse lesiones en otras partes del
cuerpo (Miller y col., 2014). Siguiendo con el lineamiento anterior, en
nuestro analisis las zonas mas afectadas fueron la regién dorsal del plano

nasal, la zona periocular y la nariz. El analisis estadistico arroj6é que la zona
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periorbital y los pabellones auriculares estdan mas frecuentemente
afectadas en pacientes con CP a diferencia de aquellos que tienen EASA
y lupus respectivamente.

Los hallazgos microscopicos de acantosis, espongiosis y acantolisis con
formacion de pustulas que contienen queratinocitos acantoliticos en su
interior permiten identificar a las enfermedades del CP. Estos hallazgos se
deben a la falta de adhesién entre los queratinocitos. A diferencia de lo que
sucede con las pustulas macroscopicas, las pustulas microscépicas se
observaron en mas del 80% de los casos, variando su ubicacion en los
diferentes estratos de la epidermis (subcorneal, intragranular, suprabasal y
folicular) segun el tipo de pénfigo. La identificacién y la ubicacién de las
pustulas, y su asociacion con la acantdlisis son hallazgos de importancia
relevante en el diagndstico histopatolégico de estas enfermedades. Las
lesiones microscopicas mas importantes del CP observadas en nuestro
estudio se encontraron en la epidermis y fueron las pustulas, como se
mencionod y la espongiosis. Cabe resaltar que la espongiosis es un hallazgo
microscopico que pudo observarse en el CP y en los casos de lupus, no asi
en los casos de EASA.

En los casos de LED los hallazgos mas frecuentes de caracter diagndstico
son la presencia de queratinocitos apoptéticos, infiltrado inflamatorio de tipo
liquenoide, incontinencia pigmentaria, degeneracién vacuolar de los
estratos granuloso y basal, como asi también areas de separacion dermo-
epidérmica. Estos hallazgos estan relacionados con la formacion de auto-

anticuerpos que, cuando se unen a antigenos, forman inmunocomplejos
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que se depositan en la zona de membrana basal. En nuestro estudio
pudimos observar, entre los hallazgos mas frecuentes en los casos de
lupus, la degeneracion de células basales, la apoptosis y la incontinencia
pigmentaria, siendo estos resultados coincidentes con los descriptos por
los diferentes autores (Gross y col., 2005; Olivry y Linder, 2009). Cabe
resaltar que la degeneracién de las células basales fue un hallazgo
significativamente diferente en el lupus en relacién al CP y a las EASA.
Las EASA se caracterizan microscépicamente por la presencia de
vesiculas subepidérmicas generando extensas areas de separacion
dermo-epidérmicas (Miller y col., 2014). Estos hallazgos se presentaron en
nuestro trabajo tal cual lo cita la bibliografia, pudiendo encontrarse en las
areas de separacion presencia de células inflamatorias. La formacién de
vesiculas y la separacion dermo-epidérmica fue el hallazgo
significativamente diferente en los casos de EASA.

Los resultados se presentan en la tabla 14.

Tabla 14: patrones histopatoldgicos relevantes para el diagnéstico.

CP
PF, PV PE LUPUS EASA
y PPN
Pustulas
Vesiculas

Queratinocitos acantoliticos

Acantosis

Espongiosis

Acantdlisis

Degeneracion vacuolar de cel. basales

Separacion D-E

Infiltrado liquenoide
Apoptosis

Incontinencia pigmentaria

PATRONES HISTOPATOLOGICOS
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En el analisis estadistico se realiz6 la comparacién entre las enfermedades
(CP, lupus y EASA), y se tuvo en cuenta los hallazgos mas frecuentes en
cada una. Se pudieron identificar entonces patrones de lesion para cada
enfermedad que resultan de gran utilidad en el diagndstico histopatoldgico.
Los patrones observados fueron para el CP la presencia de pustulas y
queratinocitos acantoliticos, lesiones que fueron significativamente
diferentes con relacion al lupus y EASA. La espongiosis se observo en el
CP y en el lupus, no asi en las EASA. La degeneracion vacuolar de células
basales fue un hallazgo significativo en los pacientes con lupus, no asi en
los pacientes con CP y EASA y la incontinencia pigmentaria fue
significativamente diferente en el CP vy el lupus en relacion a EASA. Por
ultimo, la presencia de vesiculas y la separacién D-E fue significativamente
diferente en pacientes con EASA en relacién a los pacientes con lupus y
CP.

La presencia de lesiones macroscopicas como pustulas, vesiculas, asi
como erosiones, ulceras y costras debe alertar al clinico sobre la posibilidad
de estar frente a una dermatosis autoinmune. La primera aproximacion al
diagndstico se realiza por medio de la histopatologia, la cual permite
identificar los patrones de lesidon presentes en las muestras y es en muchos
casos el método por el cual se puede arribar a un diagnéstico definitivo. En
las enfermedades que componen el CP las pustulas ubicadas en los
diferentes estratos de la epidermis, junto a la presencia de acantdlisis y
queratinocitos acantoliticos, orientan hacia su diagnostico especifico. A

diferencia de las enfermedades del CP, en las EASA es necesario contar
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con la presencia de vesiculas y separacion a nivel de la unidn D-E,
encontrandose ausente la acantolisis y los queratinocitos acantoliticos. En
los casos de lupus, el diagnostico histopatologico se abre camino con la
presencia de degeneracion vacuolar de células basales, apoptosis,
inflamacion liquenoide en la unién D-E e incontinencia pigmentaria.

En la actualidad resulta indispensable la incorporacion de técnicas
inmunoldgicas que complementen el diagnostico clinico e histopatoldgico
con el fin de lograr una mejor clasificacién y caracterizacion de este grupo
de enfermedades, muchas veces, subdiagnosticadas. Es en este sentido
que el uso de técnicas diagnosticas mas complejas permite poner en
evidencia cuales son los diferentes antigenos hacia los cuales se dirigen
los autoanticuerpos propios de estas enfermedades.

La aplicacion de la técnica IHQ fue un importante eslabén para
complementar el diagnostico histopatoldgico en aquellas enfermedades
con un diagnostico inconcluso como en el caso de las EAI donde se paso
de 22 casos con HP a 14 casos cuando se combin6 la HP mas IHQ.
Asimismo, en otros casos permiti6 modificar el diagnéstico, como asi
también corroborar el diagndstico ya realizado mediante la HP. Los
patrones de inmunomarcacion mediante el uso de una anti-lgG permiten
diferenciar de forma clara y especifica enfermedades como PF, PE, PV y
lupus. Esto no sucede con las enfermedades que se denominan
enfermedades ampollares subepidérmicas autoinmunes, EASA, ya que en
todas ellas el patron de inmunomarcacion es el mismo, siendo un area o

linea a nivel de la unién D-E, no pudiendo observarse diferencias entre este
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grupo de enfermedades. Es necesario entonces para tal fin, la utilizacion
de anticuerpos mas especificos no disponibles en este momento en nuestro
medio.

La aplicacion del estudio lectinhistoquimico tuvo como objetivo principal
aportar hallazgos que complementen el patron de lesion y contribuyan de
alguna manera al diagnéstico. En la epidermis normal se desarrolla el
proceso de diferenciacion de los queratinocitos, en este sentido las
glicoproteinas juegan un papel importante en la regulacion de su
proliferacion y diferenciacion. La expresion de cambios en los
glicoconjugados de la superficie de los queratinocitos podria relacionarse
con la diferencia en la expresion de receptores en la superficie de las
células epidérmicas, entonces las lectinas podrian usarse para identificar
diferentes subpoblaciones de queratinocitos dentro de la epidermis
(Desantis y col., 2003). En nuestro estudio pudimos observar que las
lectinas UEA 1 y DBA mostraron diferentes patrones de marcacion entre la
piel normal y las enfermedades estudiadas (PF, PE, PV y LED). La lectina
UEA 1 resultd negativa en todos los estratos de la piel normal, este hallazgo
fue similar a lo observado por varios autores (Castagnaro y col., 1991;
Desantis y col., 2003; Miyazawa y col., 1994; Suter y col., 1991), mientras
que, si resultd positiva en todos los estratos epidérmicos de la piel con
lesiones de PF, PV y LED. Una diferencia observada entre las
enfermedades fue en el caso de PE, que la UEA 1 resultd negativa.
Asimismo, la lectina DBA solo fue positiva en los casos de PE y negativa

en la piel normal. Este ultimo hallazgo fue ligeramente diferente a lo
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observado por Desantis (2003) y Suter (1991), que identificaron marcacion
del estrato granuloso de la piel normal. Las diferencias observadas en la
marcacion lectinhistoquimica entre la piel normal y con lesion indicaria
cambios en la expresion de las glicoproteinas. Estos resultados podrian ser
de utilidad para complementar el diagndstico histopatologico,
principalmente en fases iniciales de la enfermedad o bien cuando el patrén
histopatolégico es mas inespecifico. Se considera necesario aumentar el
numero de muestras con el fin de determinar un patron de marcacion
lectinhistoquimico que permita establecer diferencias significativas entre la
piel normal y con dermatosis autoinmune como asi también entre las
diferentes enfermedades.

En el presente realizo la técnica de IFD en parafina y so6lo se pudo aplicar
en un numero muy pequefo de casos. Si bien los costos de la IF son
menores, muchas veces la eleccion de aplicar la técnica de IF o la de IHQ
dependera de las posibilidades de cada laboratorio, mas alla de las
ventajas y desventajas de cada una de ellas, por ejemplo, la necesidad de
contar con un microscopio de fluorescencia. En nuestro caso se optd por
utilizar la técnica de inmunofluorescencia en parafina porque la logistica de
obtencién de los cortes frescos y criopreservados resulté mas dificultosa.
Asimismo, pudimos observar que los cortes de tejidos preservados en
parafina conservan muy bien su morfologia y esto nos permitioé relacionar
la inmunomarcacion con las diferentes estructuras histoldgicas. Asi mismo,
otra ventaja que observamos en relacion a la IF convencional, en donde los

tejidos utilizados deben estar criopreservados, es que en los tacos de
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parafina la orientacion de las piezas resulté mucho mas facil. Por ultimo,
los tejidos criopreservados no son de facil acceso para todos los
laboratorios a diferencia de los que sucede con los tejidos conservados en

parafina tal como se plantea en la bibliografia (Parra-Medina y Polo, 2017).
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CONCLUSION

Las dermatosis autoinmunes son de muy baja presentacion dentro del total
de enfermedades que afectan a la piel de los caninos. No obstante, estas
enfermedades deben ser tenidas en cuenta e incluidas entre los
diagnodsticos diferenciales de aquellos pacientes que se presentan a
consulta clinica/dermatolégica con lesiones cutdaneas como pustulas,
vesiculas, bullas y, mas frecuentemente, costras, erosiones y Ulceras en
zonas como el dorso de la nariz, la zona periocular, los pabellones
auriculares y la nariz propiamente dicha. Las lesiones son mas
comunmente observadas en la piel y en las mucosas de la cara y
secundariamente en el resto del cuerpo. Asimismo, es importante resaltar
la existencia de una mayor predisposicion en animales de raza pura, siendo
el Collie, el Pastor Ovejero Aleman, el Cocker Spaniel y el Labrador
Retriever las razas mas predispuestas. La histopatologia es un método muy
util para el diagndstico de estas enfermedades y, en nuestro medio, sigue
siendo la herramienta mas utilizada por los clinicos y dermatdlogos para
arribar a un diagnostico definitivo en este tipo de enfermedades. La
identificacion de patrones de lesién histopatologica en cada enfermedad
permite arribar en numerosos casos a diagnosticos definitivos. No obstante,
nuevas estrategias diagnosticas pueden ser aplicadas como métodos
complementarios, como lo son técnicas de inmunohistoquimica y de
inmunofluorescencia directa e indirecta que permiten evidenciar los
diferentes autoanticuerpos y antigenos presentes en cada enfermedad y su

ubicacion sobre la piel. Estas técnicas son en muchos casos necesarias
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para diferenciar las enfermedades autoinmunes, permitiendo arribar al

diagndstico definitivo.
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PROYECCIONES

Las proyecciones futuras se centran en:

Poder desarrollar el uso de las lectinas y ampliar el estudio con el fin
de complementar el patron de marcacion. Asimismo, ampliar el uso
de esta técnica no solo en las enfermedades autoinmunes sino en
enfermedades cutaneas de diferente origen.

Poder aplicar la IFD a un mayor numero de casos de enfermedades
autoinmunes con el fin de valorar su utilidad como método
complementario. Asimismo, poder aplicar en forma rutinaria la IHQ
en el diagnostico de las enfermedades autoinmunes. Se tiene
previsto la incorporacién de las técnicas de IFD e IHQ como
herramientas complementarias al diagnostico histopatologico de las
enfermedades autoinmunes en el Laboratorio de Patologia Especial
Veterinaria.

Poder conocer y estudiar mas a las enfermedades ampollares
subepidérmicas autoinmunes. Durante el transcurso del desarrollo
de esta tesis, muchos conceptos, conocidos y no tan conocidos
acerca de estas enfermedades fue avanzando debido a los aportes
en el campo de la medicina veterinaria, en particular en la
dermatologia, gracias al trabajo de importantes referentes mundiales

en el tema.

132



ANEXO |

Técnica Inmunohistoquimica

Método de streptavidina-biotina-peroxidasa (LSAB 2HRP®

(DakoCytomation, California, USA).

Procedimiento de marcacioén

1.

Desparafinar: 2 pasajes en xilol durante 15 minutos cada uno a

temperatura ambiente

. Deshidratar: pasajes en alcohol durante 3 minutos cada uno:

100° (2)

96° (2)

80° (1)

70° (1)

Lavar con agua destilada durante 3 minutos

Lavar con PBS durante 5 minutos

Bloqueo de la peroxidasa endogena: solucidon de agua oxigenada al
3% en PBS durante 30 minutos

Lavar en PBS tween 20 (0,05ul tween en 100ml de PBS) pH 7,6
durante 10 minutos.

Recuperacion antigénica: proteinasa K (Sigma Chem. Co®., St.
Louis, MO, USA): dilucion 1/50 en camara humeda a 37° C durante
10 minutos.

Lavar con agua destilada durante 10 minutos

Lavar con PBS tween durante 5 minutos
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10.Bloqueo de las uniones inespecificas: albumina bovina sérica al 1%
durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda.

11.Anticuerpo primario: Anti-lgG canina producida en conejo
(AffinePure Rabit Anti-Dog IgG, FC Fragment Specific. Lab. Jackson
immunoresearch cod: 304-005-008). Dilucion: 1/250 en camara
humeda a 37° C durante 1 hora.

12.Lavar 2 veces con PBS tween durante 5 minutos cada uno

Técnica LSAB:

13. Anticuerpo secundario: Ac biotinilado anti-ratén anti-conejo (LSAB).
en camara humeda a temperatura ambiente durante 30 minutos.

14.Lavar 2 veces con PBS tween durante 10 minutos cada uno

15.Complejo streptavidina-biotina-peroxidasa en camara humeda a
temperatura ambiente durante 30 minutos.

16.Lavar con PBS tween durante 10 minutos

17.Revelar con una solucion de DAB (diaminobencidina)
(DakoCytomation, California, USA).

18.Cortar la reaccion con agua corriente

19.Lavar con PBS tween 10 minutos

20.Lavar con agua destilada

21.Realizar una coloracion de contraste con hematoxilina.

22.Lavar con agua destilada durante 5 minutos.

23.Hidratar con alcohol: 70° (1), 80° (1), 96° (2), 100° (2)

24.Montaje
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ANEXO I

Técnica de Lectinhistoquimica

Método de streptavidina-biotina-peroxidasa: LSAB 2 HRP (LSAB 2HRP®

(DakoCytomation, California, USA).

Procedimiento de marcacion:

1.

Desparafinar: 2 pasajes por xilol durante 15 minutos a temperatura

ambiente

. Deshidratar: pasajes en alcohol durante 3 minutos cada uno:

100° (2)

96° (2)

80° (1)

70° (1)

Lavar con agua destilada durante 5 minutos

Lavar en PBS tween 20 (0,05ul tween en 100ml de PBS) pH 7,6
durante 10 minutos.

Realizar el bloqueo de las uniones inespecificas: solucion de
albumina bovina sérica al 1% en PBS durante 40 minutos a
temperatura ambiente.

Incubacion con las lectinas biotiniladas: (Vectastain Elite, Vector
Lab. Inc., Burlingane, CA, USA) segun concentracion de uso durante
toda la noche a 4° C en camara humeda.

Lavar con PBS tween 20 durante 10 minutos (en este paso se lava

cada lectina por separado)
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8. Técnica LSAB: incubar durante 30 minutos con el complejo
Streptavidina-biotina-peroxidasa.

9. Lavar con PBS tween 20 durante 10 minutos.

10.Revelar con una solucion de DAB (diaminobencidina)
(DakoCytomation, California, USA).

11.Cortar la reaccion con agua corriente

12.Lavar con PBS tween 20 durante 10 minutos

13.Lavar con agua destilada

14.Realizar coloracion de contraste con hematoxilina

15.Lavar con agua destilada durante 5 minutos

16.Hidratar con alcohol: 70° (1), 80° (1), 96° (2), 100° (2) y luego en xilol
2 pasajes.

17.Realizar el montaje.
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Anexo Il

Ficha dermatologica
Hospital Escuela

Facultad de Ciencias Veterinarias - UNLP

Fecha: HC N° Cddigo:

Derivado por: Tel.:

Clinico:

DATOS DEL PROPIETARIO:

APELLIDO:

DIRECCION: CIUDAD: TEL:

DATOS DEL PACIENTE:
ESPECIE: RAZA: SEXO: __ EDAD: PELAJE:
ANTECEDENTES DERMATOLOGICOS:

MOTIVO DE CONSULTA:

FECHA DE APARICION DEL PROBLEMA: EDAD:

,ESTODO EL ANO?SI ___NO___
S| ES ESTACIONAL, EMPEORA EN: PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO

¢, DONDE COMENZO EL PROBLEMA?:

¢HAY OTROS ANIMALES O PERSONAS AFECTADOS?: SI NO

EN CASO AFIRMATIVO DESCRIBIR:

,OBSERVO PULGAS?: S| __NO ___

HABITAT INTERIOR ( %): HABITAT EXTERIOR ( %):

PRURITO: SI __NO _ ;COMO?

¢,CUANDO? CONSTANTEMENTE ESPORADICAMENTE DE NOCHE

DIETA DEL ANIMAL: CASERA BALANCEADO MARCA

SE LE ADMINISTRO ALGUNA MEDICACION ANTES: SI__NO____

DESCRIBA RESULTADOS:
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OTRAS ENFERMEDADES DEL ANIMAL:

DATOS DEL EXAMEN CLINICO:

COMPLEMENTARIOS SOLICITADOS:

DIAGNOSTICO/S PRESUNTIVO/S:

DIAGNOSTICO DEFINITIVO:

TRATAMIENTO SUGERIDO:

PROXIMOS PASOS:
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ANEXO IV

Protocolo de anestesia local para toma de muestras con punch

Las muestras tomadas bajo anestesia local seran de utilidad para zonas
poco irrigadas, de facil acceso o en animales dociles y de buen caracter.
De eleccion cuando las lesiones estan presentes en la region del dorso-
lomo, parrilla costal, region de la grupa y region de la cruz.

Pasos a sequir:

1° Sujecion fisica: al paciente se le colocara bozal y sera sujetado por el
propietario al momento de la toma de muestra. La misma se realiza en
consultorio.

2° Numero de muestras: la cantidad de muestran van de una a tres
dependiendo de la cantidad de lesiones y la extension de las mismas.

3° Medidas de proteccion: la toma de muestra se realiza con guantes de
latex o nitrilo y ropa adecuada (ambo-guardapolvo)

4° Seleccion de la zona de toma de muestra: se toman muestras de
zonas con Y sin lesion. Para ello se rasura la zona si el animal presenta
abundante pelo, se desinfecta la zona con digluconato de clorhexidina
solucion jabonosa al 4% y se realiza un circulo con fibra alrededor de la
lesion.

5° Colocacion del anestésico local: Se utiliza para la aplicacion una
jeringa de 1ml y aguja 21G o 25G. Se administra de forma subcutanea.

(Tabla 15)
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6° Toma de muestra: se utiliza un punch de 6 u 8mm. Las muestras son
colocadas en formol al 10% y remitidas al Laboratorio de Patologia Especial
Veterinaria Dr. B Epstein. Al paciente de le realiza un punto de

aproximacion.

Tabla 15: anestésicos locales comunmente utilizados en la toma de muestra.

Agente a utilizar Dosis Via de Frecuencia de
(mg/kg) administracién administracién
Lidocaina 2% 1-4mg/kg subcutanea Unica dosis
Bupivacaina 0,5% 0,25 mg/kg subcutanea Unica dosis
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ANEXO V
Protocolo de anestesia general para toma de muestras con bisturi o

punch

Las muestras tomadas bajo anestesia general seran de utilidad para zonas
muy irrigadas, dolorosas o cuando el animal sea muy inquieto o agresivo.
De eleccién cuando las lesiones estan presentes en mucosas, uniones
mucocutaneas, miembros, cara (puente nasal, pabellones auriculares,
nariz y regiones perioral y periocular).

1° Sujecion fisica: al paciente se le colocara bozal y sera sujetado por el
propietario para administrar la premedicacion. La misma se realiza en
consultorio o en una sala previa al quiréfano.

2° Numero de muestras: la cantidad de muestran van de una a tres
dependiendo de la cantidad de lesiones y la extension de las mismas.

3° Medidas de proteccién: la toma de muestra se realiza bajo normas de
higiene y antisepsia del quiréfano

4° Seleccion de la zona de toma de muestra: apertura de una via
endovenosa para aplicacion de la anestesia/analgesia.

4° Protocolo anestésico: aplicacion de la medicacidn anestésica. Para
ello se rasura la zona, se desinfecta y se realiza un circulo con fibra
alrededor de la lesion (Tabla 16).

6° Toma de muestra: se toman muestras de zonas con y sin lesién. Se

utiliza un punch de 6 u 8mm. Las muestras son colocadas en formol al 10%
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y remitidas al Laboratorio de Patologia Especial Veterinaria Dr. B Epstein.

Al paciente de le realizaran los puntos de aproximacion necesarios.

Tabla 16: diferentes medicaciones utilizadas durante el periodo anestésico y

posterior al mismo, es decir, en el postquirdrgico.

Agente a
Dosis (mg/kg)
utilizar
Ketamina* 6,6-11mg/kg
Xilacina*® 1,1-2,2mg/kg

Diazepam* 0,1-0,6mg/kg

Propofol* 3-6mg/kg

Tramadol** 1-4mg/kg
Cefalexina ** 20-30mg/kg

Via de
administracion
Intramuscular o

endovenosa
Intramuscular o

endovenosa

endovenosa

endovenosa

via oral

via oral

Frecuencia de
administracion
Segun tiempos
quirargicos
Segun tiempos
quirargicos
Segun tiempos
quirargicos
Segun tiempos
quirdrgicos
8-12hs
12hs

*Drogas a utilizar durante la toma de muestras. ** Drogas a utilizar durante el

postquirurgico. El uso del protocolo combinado de drogas a utilizar por el cirujano

dependera del paciente, tiempos quirdrgicos y extensién de la muestra.
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ANEXO VI

Técnica de inmunofluorescencia directa en parafina

Procedimiento de marcacion

1.

9

Desparafinar: 2 pasajes en xilol durante 15 minutos cada uno a
temperatura ambiente

Deshidratar: pasajes en alcohol durante 3 minutos cada uno:

100° (2)

96° (2)

80° (1)

70° (1)

Lavar 2 veces con PBS tween (solucién de buffer fosfato + tween 20
0,005%: 50ul de tween 20 en 1000ml de PBS) durante 10 minutos
Recuperacion antigénica: tripsina al 1% 45 minutos a 37°C

Lavar 2 veces con PBS tween durante 10 minutos

Bloqueo de las uniones inespecificas: secar los vidrios e incubar con
albumina sérica bovina 1% durante 40 minutos a temperatura
ambiente.

Escurrir y secar los vidrios

Ac primario: anti-lgG canina marcada con isotiocianato de
fluoresceina (Anti-Dog 1gG (whole molecule) Sigma®. Cdédigo
F4012). Dilucién 1/50 en cdmara humeda, Incubar 1 hora a 37° C

Lavar 3 veces con PBS tween 20 durante 10 minutos

10 Escurrir y secar los vidrios
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11 DAPI: Incubar con DAPI (Invitrogen Life Technologies, Eurogene,
OR, USA) (1:1000= 5ul DAPI en 995ul de PBS) en camara humeda
15 minutos.

12 Lavar con PBS tween 3 veces durante 10 minutos

13 Montar en medio de montaje acuoso
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Anexo VII

Tabla 5: razas mas afectadas por grupo de enfermedad.

GRUPO TOTAL
MESTIZOS
cp 16
LUPUS 7
EASA 5
EAI 3
COCKER
CcP 2
LUPUS 1
EASA 0
EAI 3
PASTOR OVEJERO ALEMAN
CcP 6
LUPUS 0
EASA 1
EAI 3
COLLIE
CP 5
LUPUS 5
EASA 0
EAI 1
LABRADOR RETRIEVER
CP 3
LUPUS 1
EASA 1
EAI 0
OTRAS RAZAS
CP 12
LUPUS 5
EASA 9
EIA 4
TOTAL 93
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Tabla 6: lesiones macroscépicas clasificadas por grupo de enfermedad.

TIPO DE LESION CP LUPUS EASA TOTAL
Pustulas 6 0 0 6
Vesiculas 0 0 2 2
Erosiones 3 3 2 8
Ulceras 14 6 8 28
Costras 19 8 9 36
Alopecia 15 4 5 24
Descamacion 6 3 0 9
Despigmentacion 6 3 4 13
Hiperpigmentacion 3 0 1 4
Hiperqueratosis 4 1 0 5
Eritema 5 1 4 10

Tabla 7: ubicaciéon de las lesiones macroscoépicas clasificadas por grupo de

enfermedad.
UBICACION DE
LAS LESIONES ~ ©F LUPUS EASA TOTAL
Hocico/nariz 12 3 6 Y
Plano nasal 22 7 4 33
Region
Periorbital 22 S 1 28
Region
Perilabial 4 1 - 5
Pat_)ellones 10 ) 1 y
auriculares
Uniones MC’ 18 8 5 31
Mucosas™ 9 4 1 r

Uniones MC’= unién mucocutanea: incluye boca, nariz y ano. Mucosa™:
incluye mucosa oral, nasal, anal, conjuntival y genital.
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Tabla 8: lesiones microscoépicas clasificadas por grupo de enfermedad y segun su

ubicacion en la epidermis, unién D-E o dermis.

Lesiones Microscopicas CP LUPUS EASA TOTAL

Pustulas subcorneales e

. 44 - 1 45
intragranulares
Pustulas suprabasales 4 - - 4
Pustulas foliculares 14 - 1 15
Vesiculas - 1 8 9
Queratinocitos acantoliticos 19 - - 19
é’ Acantosis 20 5 5 30
ﬁ Espongiosis 32 8 8 48
2 Acantolisis 6 1 - 7
w Erosiones/ulceras 9 5 2 16
Costras 14 3 - 17
Hiperqueratosis 29 9 6 44
Degeneracion vacuolar de cel. 6 14 3 23
Basales
Exocitosis neutrofilica 3 1 2 6
Hendidura suprabasal 1 - 6
O W | Separacion D-E 17 7 11 35
Z0
D =z Desprendimiento de epidermis 6 4 4 14
Infiltrado inflamatorio leve 14 3 6 23
* Infiltrado inflamatorio moderado 18 3 2 23
E Infiltrado inflamatorio abundante 8 4 2 14
w
(=] Infiltrado liquenoide 7 8 4 19
Apoptosis 6 11 3 20
Incontinencia pigmentaria 11 11 5 27
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Tabla 10: Piel normal: patrén hallado e intensidad de marcacion de las diferentes

lectinas.
Estrato Estrato
Sl loeeel espinoso/granuloso lucido ',:0“0' Dermis
LECTINA ~ C | C | c | | |Plosos

PNA +++ +++ +++ +++ +++ 4+ +++ -
Con A - - - - + - - -
UEA 1 - - - - + - + -
WGA - - - - +/- - - +
DBA - - - - - - + -
SBA = = +++ +++ +++  +++ ++ =
RCA ++ ++ ++ ++ + + ++ +++

C: citoplasma; I: intercelular; S: superficial; P: profunda. -: reacciéon negativa; +/-:
reaccion dudosa; +, ++, +++: reaccion positiva débil, moderada e intensa
respectivamente.

Tabla 11: PE: patron hallado e intensidad de marcacion de las diferentes lectinas.

Estrato Estrato .
Estrato basal . . Folic. .
espinoso/granuloso lucido . Dermis
LECTINA c | c | c | Piosos
PNA +++ +++ +++ +++ ++ + = ++
Con A +/- = + = ++ = = ++
UEA 1 - - - - - - ++ -
WGA - - - + - + - ++
DBA = - +/- ++ +/- + + +/-
SBA - - = +++ = +++ ++ -
RCA ++ ++ ++ ++ + + ++ +++

C: citoplasma; I: intercelular; S: superficial; P: profunda. -: reaccidén negativa; +/-:
reaccion dudosa; +, ++, +++: reaccion positiva débil, moderada e intensa
respectivamente.
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Tabla 12: PF: patron hallado e intensidad de marcacion de las diferentes lectinas.

Estrato Estrato )
Estrato basal . - Folic. .
espinoso/granuloso lucido , Dermis
LECTINA ~ C | C | c | Plosos
PNA ++ +++ ++ +++ +++ 4+ ++ -
Con A - - +/- - + - - +/-
UEA 1 - - ++ ++ ++ 4+ ++ -
WGA - = = = ++ - - i
DBA - - - - + - - -
SBA - = +++ + +++ + ++ =
RCA ++ ++ ++ ++ + + ++ +++

C: citoplasma; I: intercelular; S: superficial; P: profunda. -: reaccidon negativa; +/-:
reaccion dudosa; +, ++, +++: reaccion positiva débil, moderada e intensa
respectivamente.

Tabla 13: LED: patron hallado e intensidad de marcacion de las diferentes
lectinas.

Estrato Estrato ,
Estrato basal . . Folic. .
espinoso/granuloso lucido , Dermis
LECTINA C | C | c | Piosos
PNA +++ +++ +++ +++ +++  +++ ++ -
Con A - - +/- +/- +- +/- - +
UEA 1 ++ - - - ++ o+ ++ -
WGA - - - - - - - +
DBA - - - - - - -
SBA - - +++ +++ +++  +++ +++ ++
RCA ++ ++ ++ ++ + + ++ +++

C: citoplasma; I: intercelular; S: superficial; P: profunda. -: reaccidon negativa; +/-:
reaccion dudosa; +, ++, +++: reaccidon positiva débil, moderada e intensa
respectivamente.
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