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RESUMEN.

Este trabajo fue realizado en conjunto con el laboratorio de diagnostico veterinario
DIVET y la unidad de investigaciéon multidisciplinaria en salud animal, (UIMSA) de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Campo IV, bajo la direccion del Dr. Guillermo

Valdivia Anda.

El estudio comprende una revision de la anatomia y fisiologia cutanea, del sistema
inmune, asi como de las causas de alteracion en la piel de los caninos. Dentro de las causas
de alteracion se encuentran las enfermedades inmunoldgicas, las cuales abarcan desde las
alergias hasta las enfermedades autoinmunes. Las dermatopatias inmunomediadas son poco
comunes en perros y gatos, y se caracterizan por una respuesta inmune inapropiada. Se han
dividido en primarias o autoinmunes y secundarias o inmunomediadas. Dentro de éstas
patologias se encuentran el complejo pénfigo y el lupus eritematoso discoide y sistémico.

El diagnostico de estas afecciones requiere la demostracion de los cambios
histopatologicos caracteristicos, y de forma ideal, la demostracién de autoanticuerpos o
inmunocomplejos. Las pruebas empleadas para la deteccion de autoanticuerpos o
inmunocomplejos incluyen la inmunofluorescencia 'y la inmunohistoquimica

(inmunoperoxidasa).

El objetivo del trabajo fue desarrollar el método de diagndstico por inmunoperoxidasa
para problemas en la piel de los caninos.

Se obtuvieron 24 muestras de tejido para la realizacion de diagndstico histopatologico, de
las cuales 10 fueron de machos, 7 de hembras y en 7 de los casos no se reporto el sexo del
animal. Una vez que se establecieron los criterios para categorizar cada caso, se procedié a
estandarizar la técnica de inmunoperoxidasa para la deteccion del anticuerpo anti IgG
canino.

De los 24 casos que se presentaron, se obtuvo un marcaje positivo en 17 de ellos, en 7
casos no se observo marcaje.

La enfermedad que maés se present6 en esta poblacion fue el pénfigo eritematoso.

No fue factible determinar predisposicion racial, de sexo o edad en los animales.



INTRODUCCION.

La piel es el 6rgano maés extenso y visible del cuerpo y la barrera anatomica y
fisiologica entre el animal y el medio ambiente. Ademas, la piel es sinérgica con los
sistemas organicos internos y por ello refleja el medio interno y, al mismo tiempo, el
caprichoso mundo al que estd expuesto (Alvarez, 2001; Banks, 1996; Junqueira, 2002;
Nolasco, 1996; Scott, 2002).

En los orificios corporales naturales, la piel se continia con la mucosa, ya sea
digestiva, respiratoria, ocular o urogenital. Su espesor varia dependiendo del area
anatomica, es mas delgada en la axilas, ingle, zona perianal y pabellones auriculares,
mientras que es mas gruesa en el dorso del térax y cuello, frente y base de la cola
(Alvarez, 2001).

Entre las funciones y propiedades mas importantes de la piel se encuentran:
proteccion contra las lesiones fisicas, quimicas y microbioldgicas, sus componentes
sensitivos perciben el calor, frio, prurito, tacto y presion, movimiento y forma,
produccion de anexos, regulacion de la temperatura, reserva de nutrientes, indicador de
la salud general, inmunorregulacion, pigmentacion, accion antimicrobiana, percepcion
sensitiva, secrecion, excrecion y produccion de vitamina D (Alvarez, 1995; Alvarez,
2001; Banks, 1996; Junqueira, 2002; Nolasco, 1996; Ross, 1998; Scott, 2002; Stevens,
1999; Trigo, 1998).

ANATOMIA Y FISIOLOGIA CUTANEA

La piel normal del perro es suave, flexible, lisa y de temperatura neutra al tacto (la
temperatura de la piel debajo del pelo es de 35-39°C). La piel no pigmentada es de color
amarillo palido o gris palido y en donde es fina, como en el abdomen, los vasos
cutaneos son visibles (Lloyd, 1999).

Anatomicamente la piel se ha dividido en tres capas: epidermis, dermis e hipodermis.
La epidermis se desarrolla a partir del ectodermo, en tanto que la dermis y la
hipodermis, del mesodermo (Alvarez, 1995; Alvarez, 2001; Banks, 1996; Junqueira,
2002; Nolasco, 1996; Ross, 1998; Scott, 2002; Stevens, 1999).

EPIDERMIS

Es la capa mas superficial, y es la mas delgada. Cuenta con cinco estratos y varios



tipos celulares. Los estratos son: corneo, lucido, granulosos, espinoso y basal. Los tipos
celulares son: queratinocitos, melanocitos, células de Langerhans, que forman parte del
sistema inmunitario, procesando y presentando antigenos a los linfocitos, y células de
Merkel, que funcionan como mecanorreceptores.

La epidermis varia en su espesor dependiendo del 4rea anatomica, siendo mas espesa
en las almohadillas plantares y en el plano nasal (Alvarez, 2001; Banks, 1996;
Junqueira, 2002; Nolasco, 1996; Ross, 1998; Scott, 2002; Stevens, 1999).

MEMBRANA BASAL.

La membrana basal es la zona de la piel que se encuentra entre la epidermis y la
dermis. Su importancia radica en que establece la union entre la dermis y la epidermis,
da soporte a la epidermis, mantiene la arquitectura de los tejidos, promueve la

cicatrizacion y regeneracion, y en su funcion como barrera.

DERMIS.

La dermis es el tejido conectivo subyacente de la epidermis, ésta representa la mayor
parte del espesor de la piel, y estd compuesta por fibras, sustancia fundamental y
células, ademas contiene los apéndices epidérmicos, musculos piloerectores, vasos
sanguineos y linfaticos y nervios (Alvarez, 2001). Se describen dos zonas, una papilar y
una reticular. La funcion de la dermis consiste en dar la resistencia a la traccion y
elasticidad de la piel, en la remodelacion, mantenimiento y reparacion de ésta, y ademas
modula la estructura y funcion de la epidermis (Alvarez, 2001; Banks, 1996; Junqueira,

2002; Nolasco, 1996; Ross, 1998; Scott, 2002; Stevens, 1999).

TELA SUBCUTANEA.

La tela subcutdnea esta formada principalmente por tejido adiposo, compuesto por
adipocitos, vasos sanguineos, nervios y tejido conectivo. Su espesor varia dependiendo
del sitio anatémico, es la capa mas espesa de la piel en algunas areas y estando ausente
en otras (labios, carrillos, oido externo, ano). Segun la region en estudio y el grado de
nutricion del organismo, la hipodermis puede tener una capa variable de tejido adiposo
que, cuando estd desarrollado, constituye el paniculo adiposo. Sus funciones son:
reserva energética, termogénesis y aislamiento, colchon protector y de sostén, y

mantiene los contornos superficiales.



También es importante como reservorio, en el metabolismo de esteroides y en la

produccion estrogénica (Alvarez, 2001; Banks, 1996; Junqueira, 2002).

APORTE SANGUINEO, NERVIOS Y VASOS LINFATICOS.

La irrigacién de la piel es extensa y esta organizada en tres plexos vasculares:
subcutaneo, subpapilares superficial y profundo. Las venas de estos plexos son satélites
de las arterias, es decir, se localizan en la periferia de éstas, y se encuentran con
frecuencia anastomosis arteriovenosas. Los patrones vasculares varian con la region del
cuerpo. Los nervios de la piel son una mezcla de fibras nerviosas motoras y sensitivas.
Los nervios viscerales eferentes generales del sistema nervioso simpatico inervan el
musculo liso de las paredes vasculares, los musculos piloerectores y las células
mioepiteliales de glandulas tubulares. Sin embargo, casi todos los nervios de la
epidermis y dermis son fibras somaticas aferentes Los capilares linfaticos con
terminales ciegas estan en las papilas dérmicas y se continllan con una red de vasos
linfaticos que atraviesan la region papilar de la dermis. Después, estos vasos linfaticos,
que acompaian a vasos sanguineos en la hipodermis, coalescen para formar grandes
conductos linfaticos que transportan materiales a los linfonodos periféricos (Alvarez,

2001; Banks, 1996; Junqueira, 2002).

PELO.

Los foliculos pilosos son crecimientos internos de la epidermis y la membrana basal
localizados en la dermis subyacente. Al inicio del desarrollo es un engrosamiento
epidérmico que se convierte en un cordon celular prominente. Dicho cordén sélido de
epidermis invaginante sufre una canalizacion que forma un espacio para el futuro pelo.
La epidermis invaginada restante se continua con la cubierta de la raiz externa, la cual a
su vez se continla con la matriz germinal en la base del foliculo en desarrollo. Dicha
matriz forma el pelo y la cubierta de la raiz interna (Alvarez, 2001; Banks, 1996;

Bouhanna, 1999; Junqueira, 2002; Scott, 2002).

GLANDULAS DE LA PIEL.
Las glandulas cutaneas, sebaceas y sudoriparas, por lo general se relacionan con el

pelo.



Las primeras producen sebo, que se forma de acidos grasos acumulados, colesterol y
precursores de vitamina D, y depositan sus productos dentro del foliculo; sin embargo,
algunas pueden vaciarse de manera independiente sobre la piel.

Las segundas se hallan en los foliculos o se abren independientemente en la superficie.
Las glandulas sudoriparas realizan funciones de enfriamiento y de secrecion. El
producto de secrecion es acuoso o seroso y ligeramente alcalino (Alvarez, 2001; Banks,

1996; Junqueira, 2002; Scott, 2002).

La piel es metabdlicamente muy activa y es el 6rgano mas grande del cuerpo. Por lo
tanto, sus demandas nutritivas y el metabolismo corporales son grandes. Se cree que un
cuarto de las proteinas consumidas diariamente es utilizado por la piel para la
produccion de pelos nuevos y epidermis. La creacion de nuevas células y la actividad

secretora de la piel requieren un suministro lipidico apropiado. (Lloyd, 1999).

SISTEMA INMUNE.

La funcién del sistema inmunitario consiste en reconocer lo propio de lo extrafio. En
general, esta respuesta es un mecanismo protector contra agentes microbianos y
ambientales. El sistema inmune estd compuesto por células y moléculas responsables de
la defensa del huésped frente a patdogenos invasivos. A través de una red de vias
interrelacionadas, el sistema inmune protege a los individuos de la infeccion, elimina las
sustancias extrafias, elimina los tejidos danados o envejecidos y monitorea y destruye a
las células cancerosas del organismo. La capacidad para generar y mantener la memoria
de la naturaleza molecular o antigenicidad de un patégeno invasivo permite también una
respuesta mas rapida en los sucesivos contactos (Bautista, 1995; Heaton, 2002; Schultz,
1999; Tizard, 1998; Werner, 1999).

En los individuos sanos existen dos tipos de funcion inmune, estrechamente
relacionados desde el punto de vista bioquimico: inmunidad innata e inmunidad

adquirida (Bautista, 1995; Day, 1999; Heaton, 2002; Tizard, 1998).



INMUNIDAD INNATA.

Los mecanismos inmunes innatos (naturales) actian como primera linea de defensa
frente a los patdgenos infecciosos, no se estimulan tras la exposicion y no discriminan
entre sustancias extrafias. Las barreras innatas consisten en diversas barreras fisicas y
quimicas tales como la piel, las membranas mucosas y el entorno 4cido del estoémago,

asi como componentes celulares y no celulares como los mediadores de la inflamacion.

Mientras que originalmente se ha considerado que la inmunidad innata es inespecifica
por naturaleza, evidencias recientes sugieren que la respuesta inmune innata puede tener
diversos receptores de reconocimiento, llamados receptores “toll”, que no sélo detectan
la presencia de un microorganismo, sino que también determinan el tipo de agente
infeccioso. Este sistema se basa en el hecho de que los microorganismos invasores son
quimicamente muy distintos de los componentes corporales sanos. Asi, los animales
cuentan con enzimas que digieren las paredes celulares de las bacterias y las proteinas
unidas a carbohidratos que cubren las bacterias, lo que acelera su destruccion. También
cuentan con células que reconocen las estructuras moleculares asociadas a los
microorganismos invasores y desencadenan sus destruccion (Bautista, 1995; Day, 1999;

Heaton, 2002; Tizard, 1998).

INMUNIDAD ADQUIRIDA.

La elaboracion de una respuesta inmune especifica requiere una serie compleja de
interacciones del sistema inmune con el patdogeno invasivo. Las respuestas inmunes
adquiridas (adaptadas) se estimulan tras la exposicion a los patogenos, son especificas
para los distintos patogenos y “recuerdan” exposiciones previas, lo que produce un
aumento de la magnitud de la respuesta tras la re-exposicion a un patogeno dado. Las
respuestas inmunes adquiridas también amplifican los mecanismos protectores de la
inmunidad innata y dirigen a las células inflamatorias a los sitios de entrada del
patogeno.

El punto central de la respuesta inmune adquirida es la activacion de clonas de
linfocitos que reconocen especificamente a los patogenos y se unen a ellos a través de

receptores antigénicos especificos.



Los linfocitos se agrupan segun su funcion en poblaciones linfocitarias B y T. El
sistema de inmunidad adquirida consiste en dos ramas principales. Una de ellas se
dirige contra los invasores extracelulares o exdgenos, los cuales son destruidos por los
anticuerpos. La otra rama combate a los invasores intracelulares o endégenos que
ocasionan anormalidades celulares. Células citotoxicas especializadas tienen a su cargo
la destruccion de estas células anormales (Figura 1). (Bautista, 1995; Day, 1999;

Heaton, 2002; Tizard, 1998).
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Figura 1. Respuesta inmune normal. (Tomado de Heaton, 2002.)

Los problemas de la piel y el pelo son una fuente comiin de preocupaciéon para los
duefios de los perros debido principalmente a la creencia de que un pelaje brillante y
bien cuidado es indicador de la salud general. Se ha estimado que el 20 al 75% de los
pequefios animales atendidos en una clinica de medicina general tienen problemas de la
piel, ya sea como queja principal o simultdnea (Nagata, 2000). Aun cuando las
dermatosis inmunomediadas estan bien reconocidas, son poco comunes en el perro y en
el gato. Se comunicO que estas dermatopatias representan el 1.4 y 1.3%,
respectivamente de todas las afecciones caninas y felinas examinadas por el servicio

dermatoldgico de un centro universitario (Scott, 2002).



Este tipo de afecciones dermatologicas se divide en primarias o autoinmunes y
secundarias o inmunomediadas. En la enfermedad autoinmune se desarrollan
anticuerpos o linfocitos activados contra los constituyentes corporales normales.

Las afecciones secundarias o inmunomediadas son fendomenos donde la destruccion

tisular se debe a un evento inmunoldgico no dirigido contra los autoantigenos. (Scott,

2002).
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ANTECEDENTES.
SISTEMA INMUNE CUTANEO.

La piel es un componente importante del sistema inmunitario corporal y mantiene una
vigilancia activa sobre los agentes que estdn en contacto con la superficie cutanea. El
fallo en la inmunidad cutanea puede producir una variedad de problemas que van desde
una infeccion o infestacion cutdnea de bajo grado hasta una enfermedad microbiana

grave y una neoplasia potencialmente letal (Lloyd, 1999).

El sistema inmune cutdneo contiene dos componentes mayores, el celular y el
humoral. El componente celular comprende queratinocitos, células dendriticas
epidérmicas (cé€lulas de Langerhans), linfocitos, macrofagos tisulares, mastocitos,
células endoteliales y granulocitos. Los componentes humorales incluyen
inmunoglobulinas, componentes del complemento, fibrinolisinas, citocinas,

eicosanoides, neuropéptidos y péptidos antimicrobianos (Scott, 2002).

La epidermis muchas veces es considerada el productor de la barrera efectiva entre el
mundo exterior y el ambiente interno corporal. En su funcidn, la epidermis opera como
una barrera mecanica, porque suele ser el primer componente del cuerpo expuesto a los
agentes ambientales como virus, bacterias, toxinas, insectos, ardcnidos y alergenos. La
epidermis también tiene un papel activo en la respuesta inmunoldgica corporal a estos
factores externos. Antes que el sistema inmune pueda responder a estos factores
externos, su presencia debe ser reconocida. El reconocimiento puede ocurrir en uno de
dos niveles: sobre la superficie de la epidermis o en la dermis. Si la epidermis esta
intacta, parece mas factible que el reconocimiento de un agente ambiental suceda en la
epidermis. Para muchas respuestas inmunoldgicas, incluida la induccion de células T
cooperadoras, los antigenos primeros deben ser procesados para la presentacion a los
linfocitos. Clasicamente, esto acontece mediante los macrofagos, los cuales expresan a
los antigenos del complejo de histocompatibilidad principal (MHC) clase II, pero
pueden intervenir otras células con la misma clase de antigenos. Puesto que los
macrofagos estan presentes en la dermis y normalmente no residen en la epidermis, esta

funcion es cumplida por otras células.
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La epidermis contiene dos células muy importantes del sistema inmune cutdneo que
probablemente contribuyan a esta funcion: las células de Langerhans y el queratinocito

(Scott, 2002).

Existen multiples causas de alteraciones en la piel, entre ellas tenemos:
e Enfermedades bacterianas.
¢ Enfermedades micoticas.
¢ Enfermedades parasitarias.
¢ Enfermedades enddcrinas.
¢ Enfermedades inmunologicas.
L. Trastornos de hipersensibilidad.
II Enfermedades autoinmunes.
¢ Enfermedades hereditarias.
¢ Enfermedades psicogénicas.
¢ Enfermedades fisico-quimicas.
¢ Enfermedades de la piel por desequilibrios nutricionales.
¢ Enfermedades neoplasicas.
(Alvarez, 1995; Alvarez, 2001; Navarro, 1992; Nolasco, 1996; Scott, 2002;
Trigo, 1998).

ENFERMEDADES INMUNOLOGICAS.

Las enfermedades inmunologicas consisten en un grupo de condiciones que abarca
desde las alergias, hasta las enfermedades autoinmunes, en ambos casos existe una
respuesta inmune anormal involucrada.

Las enfermedades autoinmunes son un grupo de enfermedades inmunologicas en las
que el organismo desarrolla anticuerpos o linfocitos activados, que atacan y destruyen
algunos de sus propios tejidos. Algunas de las enfermedades autoinmunes que tienen
como oOrgano blanco a la piel son el lupus eritematoso sistémico, lupus eritematoso
discoide, pénfigo (foliaceo, eritematoso, vegetante y vulgar) y el penfigoide ampuloso.
Las enfermedades autoinmunes requieren un control con fArmacos inmunosupresores de
por vida (Alvarez, 2001; Brunner, 1999; Nelson, 2000; Scott, 2002; Tizard, 1998;
Trigo, 1998).
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Las dermatosis inmunomediadas estan bien reconocidas, pero son poco comunes en
perros y gatos. Como grupo, todas estas dermatosis inmunomediadas se caracterizan por
una respuesta inmune inapropiada que, para su control, requiere el uso de poderosas
drogas inmunosupresoras (Scott, 2002). A estas enfermedades se las dividio en
primarias o autoinmunes y secundarias o inmunomediadas. En la enfermedad
autoinmune se desarrollan anticuerpos o linfocitos activados contra los constituyentes
corporales normales. La emergencia de enfermedades autoinmunes refleja la carencia de
control o un puente en los mecanismos de control normales. Todavia se ignora el
mecanismo anormal exacto y que induce a estos procesos. Algunas de las posibilidades
abarcan: 1) evasion del mecanismo de célula T supresora, 2) disfuncion de célula T
supresora, 3) expresion o interaccion anormal del MHC 11, 4) anormalidades en la unién
citosina receptor, 5) modificaciones de autoantigenos, 6) antigenos de reaccion cruzada,
7) produccion inapropiada de interleucina-2 y 8) desequilibrio idiotipo-antiidiotipo
(Figura 2). En las enfermedades inmunomediadas secundarias, el antigeno es extrafio
para el cuerpo. Con mayor asiduidad, los antigenos incitantes son drogas, bacterias y
virus que estimulan una reaccién inmunolédgica que redunda en dafio tisular del huésped

(Brunner, 1999; Morgan, 1997; Nelson, 2000; Scott, 2002).
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Figura 2. Posibles mecanismos de alteracion en las enfermedades inmunomediadas.
(Modificado de Heaton, 2002)
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En el caso del complejo pénfigo, éste se caracteriza en el plano histologico por
acant6lisis intraepidérmica que lleva a la formacion de vesiculas e inmunologicamente,
por la presencia de un autoanticuerpo (anticuerpo pénfigo), ambos unidos en la piel y
circulantes en el suero. Los antigenos del pénfigo son las proteinas Ilamadas
desmogleina 1, 1A y 3A, presentes en la piel de mamiferos y aves y asociados con las
areas de membrana celular desmosomal y no desmosomal, a las que se unen los
autoanticuerpos dando como resultado la acantélisis (Aguilar, 1995; Alvarez, 2001;
Gross, 2006; Honda, 2004; Twasaki, 1997; Merchant, 2003; Nesbitt, 2001; Olivry, 2006;
Scott, 2002; Tizard, 1998).

La patogénesis postulada para la formacion de la ampolla en el pénfigo consiste en: 1)
unidn del anticuerpo pénfigo con antigeno, 2) internalizacion del anticuerpo pénfigo y
su fusion con los lisosomas intracelulares y 3) la resultante activacion y liberacion de
una enzima proteolitica del queratinocito, que difunde dentro del espacio extracelular y
convierte el plasminogeno en plasmina, la cual hidroliza las moléculas de adhesion. La
resultante pérdida de la cohesion intercelular lleva a la acantdlisis y formacion de
ampolla dentro de la epidermis (Aguilar, 1995; Alvarez, 2001; Gross, 2006; Merchant,
2003; Nesbitt, 2001; Scott, 2002; Wender, 1999).

La patogenia de las lesiones cutdneas en el lupus eritematoso sistémico es incierta.
Cinco caracteristicas del lupus eritematoso cutaneo abarcan: 1) fotosensibilidad, 2) dafo
de queratinocitos (asociados con linfocitos T y macrofagos contiguos), 3) infiltracion
linfohistiocitica, 4) produccidon de autoanticuerpo y 5) depositos de inmunocomplejos

(Alvarez, 2001; Gross, 2006; Nesbitt, 2001; Scott, 2002; Wender, 1999).
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DIAGNOSTICO DE LAS DERMATOSIS INMUNOMEDIADAS.

El diagnostico de estas dermatosis requiere la demostracion de los cambios
dermatopatoldgicos caracteristicos y a nivel Optimo, de los autoanticuerpos,
inmunocomplejos o mediadores del dafio inmunolodgico. El establecimiento de estos
criterios requiere de biopsia cutdnea (Aguilar, 1995; Alvarez, 2001; Gross, 2006;
Merchant, 2003; Nesbitt, 2001; Nolasco, 1999; Scott, 2002).

Los estudios empleados para detectar la presencia de autoanticuerpos o diversos
inmunorreactores en las lesiones cutaneas incluyen la inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica. Dado que los colorantes como la fluoresceina y la peroxidasa
pueden acoplarse a anticuerpos sin destruir su especificidad, el conjugado puede
combinarse con el antigeno presente en un corte de tejido y visualizarse en el
microscopio. De esta manera pueden demostrarse la distribucion del antigeno en el
tejido y dentro de las células. El método también puede emplearse para la deteccion de
anticuerpos dirigidos contra antigenos conocidos, presentes en un corte de tejido. Las
muestras para la prueba de inmunofluorescencia directa (ID) requiere fijacion o
remision en fijador de Michel. Las muestras para la prueba de inmunoperoxidasa directa
pueden fijarse en formol. La incidencia de resultados positivos en los procesos caninos
varia de casi el 25 al 90% para la ID. Los resultados positivos se alcanzan con mayor
regularidad mediante la técnica de inmunoperoxidasa. Con esta técnica, sin embargo, la
incidencia de resultados positivos falsos es también mucho mas elevada (Merchant,
2003; Nolasco, 1999; Roitt, 2003; Scott, 2002).

Los resultados de los estudios inmunopatologicos nunca se pueden interpretar de
forma adecuada sin el auxilio de los datos histopatologicos. Por otra parte, los signos
histopatologicos son bastante especificos para ser diagnosticos en la mayoria de las

ocasiones (Nolasco, 1999; Scott, 2002).
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COMPLEJO PENFIGO.

El complejo pénfigo es un grupo de enfermedades autoinmunes inusuales descrito en
perros y gatos. Es un grupo de desoérdenes caracterizado por el deposito de
autoanticuerpos dentro de la epidermis, lo que causa que las células epidérmicas se
separen unas de otras, creando espacios. Son desordenes que van de
vesiculoampollosos a pustulosos de la piel o membranas mucosas (Aguilar, 1995;

Alvarez, 2001; Morgan, 1997; Nolasco, 1999; Olivry, 2006; Tizard, 1998).

Existen 4 tipos de pénfigo: vulgar (el mas agresivo), vegetante (forma benigna del
vulgar), folidceo (el segundo mas agresivo) y eritematoso (forma benigna del folidceo).
El patron de distribucion es similar para las cuatro formas, afectando: el puente nasal,
cavidad oral, labios, periocular, orejas y miembros. En los perros, sélo el pénfigo vulgar
ocasiona una vesicula intraepidérmica. Las otras formas de pénfigo son pustulas

intraepidérmicas.
DIAGNOSTICO.

En términos generales, las diversas formas de pénfigo tienen diferencias clinicas
relativamente definidas. Ciertos rasgos diagnosticos, sin embargo, pueden ser aplicados
a todo el conjunto. Los aspectos diagnosticos mas importantes son la anamnesis,
examen fisico y datos histopatologicos. La deteccion del anticuerpo pénfigo mediante la
ID o inmunoperoxidasa también puede ser de provecho.

La biopsia de piel puede ser diagnostica o muy sugestiva de pénfigo. Son esenciales
las vesiculas, ampollas o pustulas intactas (Fig. 3) (Aguilar, 1995; Alvarez, 2001;
Merchant, 2003; Morgan, 1997; Nolasco, 1996; Nolasco, 1999; Scott, 2002; Nesbitt,
2001; Werner, 1999; Willemse, 1999).
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LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.

Existen dos tipos de lupus eritematoso: sistémico y discoide. Los signos cutdneos son
similares para las dos formas. Sin embargo, el lupus eritematoso sistémico (LES) es

un desorden autoinmune polisistémico poco frecuente en perros, gatos y humanos.

La etiologia del LES parece multifactorial, en la cual desempefian un papel la
predileccion genética, la alteracion inmunoldgica, la infeccion por virus, la modulacion
hormonal y de la luz UV. La hiperactividad de los linfocitos B genera una plétora de
autoanticuerpos formados contra numerosos constituyentes corporales. El dafio tisular
en el LES parece causado por una reaccion de hipersensibilidad tipo III. Los perros
afectados tienen hipoactividad celular T supresora, bajos niveles séricos de timulina y

porcentaje reducido de células T circulantes.

Las manifestaciones cutaneas del LES canino son en extremo diversas. Incluyen
dermatosis seborreica, procesos vesiculoampollosos cutdneos o mucocutaneos,
ulceracion e hiperqueratosis de almohadillas plantares, piodermas bacterianas
secundarias refractarias, paniculitis (lupus profundo) y dermatitis nasal. Las lesiones
pueden ser multifocales o generalizadas y por lo comun interesan cara, orejas y parte
distal de las extremidades. Pueden exacerbarse por la exposicion a la luz solar. El
prurito es variable y la cicatrizacion comun. Entre los signos sistémicos se encuentran:
poliartritis, polimiositis, pericarditis, miocarditis, neumonia, linfadenopatia,
esplenomegalia, convulsiones, polineuropatia, glomerulonefritis, fiebre, proteinuria y
anemia hemolitica (Alvarez, 2001; Morgan, 1997; Nolasco, 1996; Scott, 2002; Nesbitt,
2001; Willemse, 1999).

DIAGNOSTICO.

El diagnostico definitivo del LES a menudo es uno de los desafios mdas laboriosos en
medicina. La prueba de células lupus eritematoso (LE) puede ser positiva hasta en el
60% de los pacientes, pero varia diariamente, es labil a los esteroides y carece de

sensibilidad y especificidad.
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La prueba de anticuerpos antinucleares (AAN), que consiste en la deteccion de
anticuerpos circulantes en el suero dirigidos contra los nucleos celulares, actualmente es
considerada como el método seroldgico mas especifico y sensible para LES. Es positiva
hasta en el 90% de los casos de LES activos (Foster, 2003; Nesbitt, G., 2001; Willemse,
1999).

Los cambios dermatohistopatoldgicos en el LES varian con el tipo de lesiones
morfoldgicas macroscopicas y pueden carecer de especificidad (Figura 4). El hallazgo
mas caracteristico es la dermatitis interfacial (hidropica o liquenoide, o ambas) que
puede interesar la vaina radicular externa folicular. Otras manifestaciones corrientes
incluyen alteracion vacuolar subepidérmica (“burbujas subepidérmicas”), espesamiento
focal de la zona de la membrana basal y mucinosis dérmica. Presentaciones inusuales
comprenden vesiculas intrabasales a subepidérmicas, vasculitis leucocitoclastica y
paniculitis del lupus eritematoso.

La ID o inmunohistoquimica revela la acumulacion de inmunoglobulina o

complemento, o ambos, en la zona de membrana basal, designada como “banda lupus”
positiva, en el 50 al 90% de los pacientes. (Alvarez, 2001; Chabanne, (I) 1999;
Chabanne, (II), 1999; Foster, 2003; Morgan, 1997; Nesbitt, 2001; Nolasco, 1996; Scott,
2002).

El veterinario debe apoyarse en el reconocimiento de enfermedad polisistémica,
prueba de AAN positiva y hallazgos histo e inmunopatoldgicos confirmatorios para

llegar a establecer un diagnoéstico correcto.
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HIPOTESIS.

Existe relacion entre el diagnostico histopatoldgico y el inmunohistoldgico para la
evaluacion a nivel de laboratorio de los problemas inmunomediados en la piel de

caninos.

OBJETIVO GENERAL.

Establecer el método de diagnostico por inmunoperoxidasa para problemas de piel en

caninos.

OBJETIVOS PARTICULARES:
1. Realizar el diagnostico histopatologico de las lesiones en piel remitidas al
laboratorio de diagnostico.
2. Implementar una técnica de diagndstico de anticuerpos anti-IgG por
inmunoperoxidasa para los problemas de piel en caninos.
3. Establecer los parametros morfohistologicos, inmunohistoldgicos y de la historia

clinica que acerquen al diagnostico definitivo.
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JUSTIFICACION.

En medicina veterinaria, existe muy poca informacion disponible acerca de la
demografia de los trastornos cutdneos de perros y gatos. Se ha estimado que entre el 20
y 75% de los pequefios animales que se ven en la practica promedio tienen problemas
de piel como queja principal o concurrente (Grant, 1997; Nagata, 2000; Scott, 2002).

Los signos clinicos de numerosas enfermedades dermatoldgicas son similares, por lo
que la etiologia de la enfermedad de un paciente puede no ser evidente solamente con
los resultados obtenidos durante la exploracion clinica. Por lo general, una historia
clinica completa proporciona indicios en cuanto a la causa del problema dermatolégico,
y permitira al veterinario dar prioridad a las pruebas de laboratorio, tales como los
raspados, improntas o biopsias, que exigen tiempo y con frecuencia son costosas, para
confirmar el diagnostico. Solo tras obtener un diagnostico se puede establecer un
tratamiento 16gico y emitir un prondstico preciso (Alvarez, 2001; Grant, 1997; Mueller,

2001; Nolasco, 1996; Scott, 2002; Willemse, 1999).
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MATERIAL Y METODOS.

El presente trabajo se llevo a cabo en las instalaciones del laboratorio de diagnostico
veterinario DIVET, el cual se encuentra ubicado en Av. 20 de noviembre No 145, en

San Sebastian Xhala.

OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

Para la realizacion del mismo, se consultaron los archivos con los que cuenta dicho
laboratorio. El laboratorio cuenta con una base de datos impresa de todos los casos que
le son remitidos, asimismo existe una base de datos electronica en la cual se encuentran
registrados todos los resultados de las muestras procesadas en el laboratorio. De igual
forma, el laboratorio cuenta con un sitio especial para la conservacion de los tejidos que
recibe para la realizacion de pruebas posteriores en los casos que lo ameriten. En este
mismo lugar se conservan las muestras que han sido incluidas en parafina. Para la
seleccion de las muestras se realizd una biisqueda en la base de datos que cuenta con los
resultados de las muestras procesadas y se seleccionaron aquellas cuyo diagnéstico
histopatologico era sugerente de un proceso inmunomediado. Posteriormente, se
obtuvieron las historias clinicas impresas de todos los casos sospechosos para
finalmente proceder a la recuperacion de los tejidos del archivo en los casos en los que
el tamafio de la muestra lo permitia, o en su caso, para la recuperacion del tejido ya
incluido en la parafina en aquellos casos en los que por el tamafo de la muestra no fue
posible obtener el tejido. Las muestras que se remitieron al laboratorio se fijaron en
paraformaldehido al 10% o formalina amortiguada para posteriormente ser incluidas en

parafina.

PROCESAMIENTO Y CONSERVACION.

En los casos en los que se recuperd la muestra de tejido, éste fue incluido en parafina
de la siguiente forma: para la deshidratacion, primero se enjuagaron las muestras con
agua. Posteriormente se colocaron en alcohol de 96° durante una hora a una temperatura
de 55-60°C. A continuacion se colocaron en alcohol absoluto por una hora a 55-60°C. El
siguiente paso fue ponerlos en xileno durante una hora a 55-60°C. Finalmente las

muestras se colocaron en parafina liquida por una hora a 55-60°C.
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Una vez hecho esto las muestras se colocaron en cubos con la parafina liquida y se

dejaron enfriar.

TECNICA HISTOPATOLOGICA.

Se realizaron diferentes cortes del tejido de entre 4-6 micras con el microtomo

(Lipshaw MFGQG), las cuales se colocaron en un bafio con agua caliente y grenetina para

posteriormente fijarse en un portaobjetos. Hecho esto se colocaron en un horno de calor

para que se secaran perfectamente. Posteriormente a cada muestra se le realizd la

tincion de Hematoxilina (Hycel)-Eosina (Hycel) (H-E) para corroborar el diagnostico

histopatologico de la siguiente forma:

12.

Desparafinar las muestras en xilol por dos minutos tres veces.

Rehidratar los tejidos con 10 pases en alcohol absoluto, 10 pases en alcohol de
96°, 10 pases en alcohol de 80° y 10 pases en agua destilada.

Hematoxilina por 4 minutos.

10 pases en agua corriente.

3 pases en alcohol acido.

10 pases en agua corriente.

3 pases en agua amoniacal.

10 pases mas en agua corriente.

10 pases en alcohol de 96°.

. Eosina por 2 minutos.

. Dos series de 10 pases en alcohol de 96°, una serie de 10 pases en alcohol

absoluto y 10 pases en alcohol-xilol.

Dos series de 10 minutos en xilol.

Una vez que se procesaron las muestras histopatoldgicas, se procedio a estandarizar la

técnica de inmunoperoxidasa para la deteccion del anticuerpo anti IgG canino, para ello

se seleccionaron muestras que eran altamente sugestivas de enfermedad

inmunomediada y se procediod a realizar la técnica como se describe a continuacion:
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TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA.

Se realizaron varios cortes de los tejidos incluidos previamente y se delimitaron en

portaobjetos. La técnica fue la siguiente:

l.
2.

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

Desparafinar las muestras en xilol por un periodo de 6 minutos.

Bafio con solucién buffer tris (TBS) con un pH de 7.6 para su rehidratacion por
5 minutos.

Incubar en camara himeda a 37° C con peroxido de hidrégeno (H20-) al 0.6 %
en metanol al 80 % durante 7 minutos para inhibir la peroxidasa endogena.
Lavar 3 veces con TBS a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Incubar 30 minutos en camara humeda a 37° C con suero normal de conejo a
una dilucion 1:5.

Decantar el resto del suero y lavar las muestras con solucion buffer (PBS).
Aplicar conjugado anti IgG canino peroxidado de la marca Serotec en diferentes
diluciones desde 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 y 1:1600 e incubar durante 1
hora en camara humeda a 37°C.

Lavado con TBS.

Colocar diaminobenzidina (DAB) durante 20 minutos.

Lavar con agua destilada.

Contrastar con hematoxilina de Harrys (Hycel) por 15 segundos.

Lavar el exceso de colorante con agua destilada y posteriormente con agua
corriente.

Colocar una gota de etanol al 70°, 80°, 90°, 96° por 30 segundos.

Colocar una gota de xilol por 30 segundos.

Colocar resina sintética (Sigma) y cubreobjetos (DAKO).

Observar al microscopio.

(Cortés, 2003).
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Los criterios histopatoldgicos que se emplearon para categorizar cada uno de los casos

se muestran en la tabla No 1:

TABLA 1. CRITERIOS HISTOPATOLOGICOS.

Caracteristicas histopatologicas

Pénfigo Vulgar Acantolisis suprabasilar con la resultante formacion de hendiduras y
vesiculas. Las células basales epidérmicas se mantienen unidas a la
zona de la membrana basal como una “hilera de lapidas”. La
reaccion inflamatoria dérmica puede ser escasa y perivascular, o
prominente e intersticial a liquenoide.

Pénfigo Vegetante Hiperplasia epidérmica papilomatosa, papilomatosis y microabscesos
intraepidérmicos con predominio de eosindfilos y queratinocitos
acantoliticos.

Pénfigo Folidceo Acantolisis intragranular o subcornea, con la resultante formacion de

hendiduras y vesiculas o pustulas. Dentro de las vesiculas las células
del estrato granuloso pueden estar adheridas al estrato corneo que lo
recubre (células granulosas “colgantes”). Puede haber predominio de
neutrofilos o eosinofilos dentro de las vesiculas. Otros hallazgos:
exocitosis eosinofilica, microabscesos en epidermis, compromiso de
vaina radicular externa folicular.

Pénfigo Eritematoso Similar a pénfigo folidceo, excepto por la presencia frecuente de un
infiltrado liquenoide de células mononucleares, células plasmaticas y
neutrofilos, eosinofilos o ambos.

Lupus Eritematoso Sistémico | Dermatitis de interfase (hidropica, liquenoide o ambas), puede
comprometer vainas radiculares externas de foliculos pilosos. Puede
haber apoptosis de células basales y suprabasales y en ocasiones
éstas se asocian con satelitosis linfocitica. Puede haber alteracion
vacuolar subepidérmica, engrosamiento focal de la zona de la
membrana basal y mucinosis dérmica, vesiculas intrabasales a
subepidérmicas, vasculitis leucoclastica y paniculitis del lupus
eritematoso.

Lupus Eritematoso Discoide Dermatitis de interfase (hidropica, liquenoide o ambas),
degeneracion hidropica focal de células basales, incontinencia
pigmentaria, engrosamiento focal de la zona de la membrana basal,
queratinocitos apoptosicos y acumulaciones marcadas de células
mononucleares y plasmaticas alrededor de los vasos y apéndices
dérmicos, mucinosis dérmica de grado variable.

(Gross, 2006; Merchant, 2003; Nesbitt, 2001; Scott, 2002; Wender, 1999).
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RESULTADOS.

De la busqueda en los archivos de resultados se obtuvieron los siguientes datos: en el
afio 2001 se recibieron 213 casos para histopatologia, de los cuales 129 correspondieron
a muestras de piel, y de las cuales 6 fueron sospechosas de un proceso inmunomediado.
En el ano 2002 se presentaron 292 casos de histopatologia, y de estos 155 se remitieron
por problemas en la piel, de los cuales 11 fueron sospechosos de enfermedad
inmunomediada. Para el afio 2003 el nimero de casos remitidos para histopatologia fue
de 274, y de estos 180 fueron por problemas de piel. El nimero de casos sospechosos en
este afio fue de 10. El afio 2004 se recibieron 268 muestras para histopatologia, 158 por
enfermedad dermatolégica, y de los que 11 resultaron sospechosos de procesos
inmunomediados. En el afio 2005 se presentaron 318 muestras para histopatologia, 222
por afecciones en piel, y de estos 12 casos resultaron sospechosos. Para el aio 2006 sélo
se tomaron en cuenta las muestras que se habian recibido hasta el dia 10 de marzo, y
que correspondian a 80, de las cuales 44 fueron remitidas por problemas en piel. De
estas, solo 2 resultaron sospechosas.

Se obtuvo un total de 52 casos reportados como sospechosos o cuyo diagnostico
histopatologico correspondia con un proceso inmunomediado. Sin embargo, de este
total de casos reportados, s6lo pudo recuperarse un total de 36 muestras de tejido o
cubos de parafina. Cabe mencionar que de las muestras de tejido recuperadas, algunas
presentaban gran deterioro debido a que las condiciones de conservacion no fueron las
adecuadas, ya que algunas fueron remitidas al laboratorio en recipientes que no cerraban
herméticamente y el conservador se derramd o por que la muestra de tejido era muy

grande y el conservador no era suficiente para toda la muestra.

De las 36 muestras que se logro obtener, unicamente se pudo procesar un total de 24,
ya que el resto presentd alteraciones durante el proceso que hicieron imposible la
identificacion de las estructuras a nivel microscopico. En algunas de ellas no fue posible

hacer los cortes ya que se quebraba el tejido por el tiempo que pasaron sin conservador.

Las muestras que se utilizaron en el presente estudio se seleccionaron en base a los

hallazgos histopatologicos encontrados al realizar la tincién de Hematoxilina-Eosina.
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Los resultados histopatologicos de los tefiidos con H-E se muestran en el apéndice 1.

Una vez que se tuvieron los resultados de la tincion H-E se procedidé a realizar la
técnica de inmunoperoxidasa, sin embargo, cuando se realizd la observacion
microscopica se detectdé que la peroxidasa endégena no habia sido inhibida
completamente, por lo que se optd por aumentar el tiempo de incubacion con el
perdxido de hidrégeno hasta 15 minutos con lo cual se logrd la inhibicion total de las
peroxidasas endogenas. También se observd que se obtuvo marcaje positivo con las
diluciones de conjugado anti IgG canino 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, y que con la
dilucién 1:800 el marcaje era muy ligero. Con la dilucion 1:1600 no se obtuvo marcaje.
Las diluciones de conjugado anti IgG canino 1:50 y 1:100 mostraron un depdsito
abundante de diaminobenzidina (DAB) con lo cual las muestras se tornaron
intensamente de color café. Por otro lado, la dilucién 1:200 puso de manifiesto un
marcaje nitido que permitia observar las caracteristicas histopatologicas de manera
clara. Por tal motivo, se decidio utilizar una dilucion del conjugado anti IgG canino
1:200 ya que con ésta el marcaje se observd de manera adecuada. La dilucion 1:400,
aunque presentaba marcaje, no se observaba tan claramente. En el caso de la
diaminobenzidina se observd que incubar las muestras durante 20 minutos propiciaba
que los tejidos se tornaran de color café, por lo que se redujo el tiempo de incubacion
hasta 10 minutos con lo que se obtuvo un buen marcaje sin que las muestras de tejido se
vieran afectadas. Por ultimo, en el caso de algunas muestras se observé que conservaban
agua después de las exposiciones en los alcoholes, debido a esto, el tiempo con el etanol
a sus diferentes concentraciones se aumentd hasta un minuto para lograr extraer por
completo el agua de las muestras de tejido. El tiempo con xilol fue también fue de un
minuto para aclarar las muestras.

El total de muestras de tejido procesadas fue de 24, de estas, 23 fueron de caninos y 1
de un felino. En cuanto al sexo de los animales, 10 fueron de machos, incluyendo aqui
al felino, y 7 fueron de hembras, y en 7 de los casos no se report6 el sexo del animal.
Por otro lado, en lo que respecta a la edad de los ejemplares, se obtuvieron muestras de
animales que iban desde 1 afio hasta los 12 afos, aunque la edad promedio de aparicion

para esta poblacion fue de 4.6 afos.
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Las razas de las cuales se remitieron muestras fueron muy variadas, incluso de perros
criollos, sin que existiera predominio de ninguna raza en especial, aun cuando se

observaron varias muestras de la raza pastor aleman.

En lo que respecta a la frecuencia de presentacion de cada enfermedad, se obtuvo que
el pénfigo vulgar presentd 7 casos, de los cuales 5 fueron positivos a la técnica de
inmunoperoxidasa, y 2 resultaron negativos (Figura 5).

El pénfigo vegetante mostré una presentacion de 4 casos, 2 de los cuales fueron
positivos a la inmunoperoxidasa, y 2 negativos (Figura 6).

Para el pénfigo folidceo se obtuvieron 2 casos, mostrando ambos reaccion positiva a la
técnica (Figura 7).

El pénfigo eritematoso fue la enfermedad que més se diagndstico
histopatologicamente con un total de 8 casos, de los cuales 7 mostraron una reaccioén
positiva y solamente en un caso se obtuvo una respuesta negativa (Figura 8).

En el caso de las muestras sospechosas de lupus eritematoso sistémico se presentaron
2 muestras, sin embargo, ambas muestras resultaron negativas a la prueba.

Solamente se presentd un caso sospechoso de lupus eritematoso discoide, el cual dio

resultado positivo al marcaje (Figura 9).
Cabe mencionar que el marcaje que se observo se presento en la mayoria de los casos

en los espacios intercelulares de la epidermis, y inicamente dos de las muestras dieron

un marcaje en la zona de la membrana basal. Esta informacion se resume en la tabla 2:
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TABLA 2. RELACION DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO Y MARCAIE IP.

Diagnéstico Caso IP | Marcaje | Especie Raza Sexo | Afios
histopatologico
Pénfigo V-182 + E Canino ND ND ND
Vulgar 1195 + E Canino Pastor aleman M 8
5540 + MB Canino Criollo M 1
2523 Canino Bull-terrier M 1
3704 - Canino Doberman M 3
1506 + MB Canino Bulldog ingles H ND
537 + E Canino ND ND ND
Pénfigo 3080 + E Canino Fila brasilefio. H 4
Vegetante 5344 + E Canino Bull-terrier M 3
V-368 - Canino ND ND ND
1018 - Canino Beagle ND 4
Pénfigo 2975 + E Canino Poodle H 4
Foliaceo V-116 + E Canino ND ND ND
Pénfigo 6432 + E Canino Criollo H 4
eritematoso 1670 + E Canino Pastor aleman H 3
2349 + E Canino Pastor aleman H ND
2663 + E Canino ND ND ND
V-13 + E Canino Rottweiler H 4
2672 + E Canino Criollo M 8
2436 + E Canino Cocker spaniel M 8
V-817 - Canino ND ND ND
Lupus eritematoso | 3714 - Felino Mexicano M 5
sistémico doméstico
3799 - Canino Schnauzer M 12
Lupus eritematoso | 4991 + E Canino Schnauzer M 3
discoide

Tabla No 2. E: Epidermis. MB: Membrana Basal H: Hembra M: Macho N.D.: No Disponible

TABLA 3. CONCORDANCIA DE LAS PRUEBAS DE HP E IP.

POSITIVO NEGATIVO
HISTOPATOLOGIA 24 0
INMUNOPEROXIDASA 17 7
PORCENTAJE 70.8 29.2
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DISCUSION.

A pesar de que los problemas dermatoldgicos son una de las principales causa de
consulta para el médico veterinario, su diagndstico no es tan sencillo. Una de las
razones principales por las que el diagnostico de estos fendémenos es tan complicado se
debe a que, a pesar de la gran variedad de agresiones a las que se enfrenta, la piel tiene
relativamente pocas maneras de responder, de este modo muchas dermatosis parecen
idénticas. Por este motivo los signos clinicos de numerosas enfermedades
dermatoldgicas son similares, por lo que la etiologia de una enfermedad puede no ser
evidente si solo se interpretan los resultados obtenidos durante la exploracion clinica
(Harvey, 1999; Mueller, 2001; Werner, 1999). Una razon mas por la que es dificil
establecer un diagnostico certero con estas patologias es el costo elevado de las pruebas
de laboratorio para llegar a él, ya que para obtener un diagnostico definitivo, se requiere
la demostracion de los cambios dermatopatoldgicos caracteristicos y a nivel 6ptimo, de
los autoanticuerpos, inmunocomplejos o mediadores del dafio inmunolégico. (Scott,
2002). Debido a esto, una gran parte de las afecciones de éste tipo no son
adecuadamente diagnosticadas y por consiguiente, la terapéutica en muchos de los casos
llega a ser infructuosa y puede resultar frustrante tanto para el propietario como para el

médico de pequenas especies.

Tomando en cuenta los datos anteriores, se decidid implementar una prueba
inmunohistoquimica que ayudara a corroborar el diagndstico en los casos en los que el
diagnostico histopatologico era sugestivo de una enfermedad inmunomediada. Entre las
pruebas que existen para el diagnostico de este tipo de afecciones se encuentran la
inmunofluorescencia y la inmunohistoquimica (inmunoperoxidasa). El deposito de
colorantes especificos en determinadas regiones sea el resultado de propiedades
quimicas o fisicas propias del tejido, constituye la base de la histoquimica (Gaete,
1996). Esta técnica es util para microscopia de luz y electronica, para identificar y
localizar sustancias potencialmente antigénicas. El extracto purificado de la sustancia
deseada se prepara e inyecta como un antigeno en otro animal. Este desarrolla una
respuesta inmunitaria y anticuerpos. Los anticuerpos se aislan y purifican. Un marcador

como un colorante fluorescente o una enzima (peroxidasa) se unen con el anticuerpo.
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La observacion del deposito de complejos antigeno—anticuerpo confirma la actividad

de la peroxidasa (Gaete, 1996).

Como ya se menciond, para la realizacioén de este estudio, se utilizaron los archivos y
los tejidos con los que cuenta el laboratorio de diagndstico veterinario “DIVET”, sin
embargo, se encontrd que existen algunas fallas en el sistema de identificacion de las
muestras, ya que en algunos casos las boletas de registro no son llenadas
adecuadamente y por lo tanto faltan datos de identificacion que podrian ser ttiles para el
diagnostico como son la raza, edad y sexo de los animales. En otros casos no fue
posible recuperar las muestras de tejido remitidas o en su defecto, los cubos de parafina
con las muestras ya procesadas por que se pierden las etiquetas de identificacion que
son colocadas en los recipientes de las muestras. También se detectaron algunas fallas
en el almacenamiento de las muestras ya que no existe un orden definido de colocacion
de las mismas y en algunos casos los recipientes que las contienen pierden el
conservador ya que no cierran herméticamente y éste se pierde con el manejo y el
almacenaje. Cabe mencionar que en algunas ocasiones las muestras no pueden ser
conservadas adecuadamente ya que existe un desconocimiento por parte de los médicos
veterinario de coémo deben ser tomadas, conservadas y remitidas, ya que en algunos
casos se envian sin la historia clinica debidamente anotada o le faltan datos importantes.
También se presentd el caso de que algunas fueran remitidas en frascos utilizando
alcohol como conservador, o sin colocar la cantidad suficiente de formol para lograr
fijar completamente las muestras. Algunas de las muestras que presentaron estas
situaciones sufrieron procesos de alteracion durante el proceso o hacian imposible la
identificacion de las estructuras de los tejidos, por lo cual tuvieron que ser eliminadas de
este trabajo.

Otro problema fue que ya dentro del laboratorio no existe una identificacion detallada
de las muestras, lo que no permite que se sepa exactamente de que afio es cada una. En
los casos en los que sucedio esto, fue necesario procesar las muestras en las que faltaban

datos para verificar cual era la muestra que debiamos trabajar.

En este estudio, se opt6 por desarrollar la técnica de inmunoperoxidasa porque ofrece

algunas ventajas con respecto a la inmunofluorescencia, tales como:
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1. Esun método muy sensible.
Los resultados positivos se alcanzan con mayor regularidad.

Pueden utilizarse tejidos fijados en formalina.

A

La inclusion en parafina conserva detalles estructurales y proporciona
caracteristicas morfologicas similares.

5. Las pruebas con inmunoperoxidasa proveen un registro mas o menos
permanente.

(Aguilar, 1995; Brunner, 1999; Scott, 2002; Wender, 1999).

En general, los autores coinciden en que este tipo de afecciones en perros y gatos
representan un porcentaje bastante bajo de todos los trastornos cutaneos. Una clinica
universitaria estimd que el complejo pénfigo representa casi el 0.6% de los trastornos
cutaneos en caninos y felinos. Por su parte, el lupus eritematoso discoide es la segunda
dermatitis inmunomediada mas comun en el perro, aunque no se observa con
regularidad. El lupus eritematoso sistémico es mas bien infrecuente en perros y gatos.

(Foster, 2003; Scott, 2002).

Enumerando estas afecciones por su presentacion en los animales se tiene que el
pénfigo folidceo es la enfermedad autoinmunitaria mas comun en la piel del perro
(Honda, 2004; Kummel, 1999, Nesbitt, 2001; Olivry, 2006; Scott, 2002; Wender,
1999). En nuestra poblacion este padecimiento tuvo una frecuencia baja con sélo 2
casos, que resultaron positivos al marcaje. La segunda afeccion en importancia que se
reporta en la literatura es el lupus eritematoso discoide (Foster, 2003; Scott, 2002), no
obstante, en la poblacion estudiada solo se presentd un caso. El pénfigo eritematoso es
la tercera enfermedad autoinmunitaria de la piel mas comun en perros (Nesbitt, 2001),
sin embargo, en los resultados de esta poblacion fue el pénfigo eritematoso la
enfermedad que mas se presentd con un total de 8 casos presuntivos, y de los cuales 7
presentaron un marcaje positivo a la técnica. El pénfigo vulgar se considera la segunda
forma mas rara del complejo (Nesbitt, 2001; Scott, 2002), pero en este estudio se

presentaron 7 casos sospechosos, de los cuales 5 resultaron positivos al marcaje.
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Cabe mencionar que 2 de estos resultados positivos se observaron en la zona de la
membrana basal, lo cual no coincide con lo mencionado en la bibliografia, ya que lo
reportado en los estudios inmunohistopatologicos es que pénfigo vulgar no presenta
depositos de inmunoglobulinas en la zona de la membrana basal como si los presenta
pénfigo eritematoso (Merchant, 2003; Kummel, 1999; Scott, 2002), por lo que se puede
presumir que son resultados falsos positivos. El pénfigo vegetante es una enfermedad
extremadamente rara y se considera la forma menos habitual (Kummel, 1999, Nesbitt,
2001, Scott, 2002). En este estudio se presentaron 4 casos sospechosos, y solo 2 dieron
resultado positivo a la inmunoperoxidasa. Lupus eritematoso sistémico es un desorden
infrecuente en perros y gatos, su incidencia se estima en un 0.03% de la poblacion
canina (Chabanne, (I) 1999; Foster, 2003; Nesbitt, 2001; Scott, 2002). De las muestras
observadas en este estudio, Unicamente 2 presentaron caracteristicas histologicas
sugerentes de este padecimiento, sin embargo, ambas muestras resultaron negativas al

diagnostico inmunohistoquimico.

Debido a que el total de la poblacion de muestras es relativamente bajo, no es factible
observar predisposicion racial, de sexo o edad en los animales. La literatura reporta que,
en general, no existe predisposicion de edad o de género. Sin embargo, el pénfigo
folidceo tiene predisposicion por las razas Akita, Chow-chow, Dachshund, Collie
barbudo, Terranova, Doberman pinscher y Spitz. El pénfigo eritematoso presenta
predileccion por las razas Collie, Pastor de Shetland y Pastor aleman. El lupus
eritematoso sistémico presenta predisposicion por las razas Collie, Pastor de Shetland,
Pastor aleman, Poodle y Spitz. La variedad discoide del lupus eritematoso presenta una
ligera predisposicion por las hembras, y por las razas Collie, Pastor aleman, Pastor de
Shetland, Husky siberiano y Springer spaniel (Chabanne, (I) 1999; Foster, 2003;
Wender, 1999).

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto que existe una relacion
entre el diagnostico histopatologico y el diagnostico por medio de la prueba de
inmunoperoxidasa para estas afecciones, debido a que, como se muestra en la tabla
numero 2, la histopatologia realizada por el patdlogo del laboratorio corresponde con el
diagnostico realizado en nuestro estudio por la prueba de inmunoperoxidasa en 70.8 %
de los casos, que corresponde a 17 de 24 muestras que se procesaron.
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En el resto de las muestras en las que no se obtuvo marcaje, esto puede deberse a la
técnica de manipulacion de las muestras, a la seleccion de los sustratos utilizados o al
método de manipulacion de los sustrato.

Debido a que las muestras fueron seleccionadas en base a un diagnostico
histopatologico positivo a una enfermedad inmunomediada y, por tal motivo, no se
trabajaron muestras negativas, no es posible realizar el célculo de especificidad y

sensitividad de la prueba.

33



CONCLUSIONES.

- Enel 70.8 % de los casos hay concordancia entre el diagnodstico histopatologico
y el diagnoéstico por medio de inmunoperoxidasa.

- Existe una elevada relacion entre el marcaje a nivel de epidermis y el problema
de pénfigo eritematoso, ya que 7 de los 8 casos dieron positivo al marcaje.

- El pénfigo eritematoso fue la afeccion inmunomediada que mas se presentd en
esta poblacion.

- No hay una aparente predileccion por raza, sexo o edad para estas enfermedades.

- Existe un mal manejo en el archivo de las muestras.

- Existe desconocimiento por parte de algunos MVZs en cuanto a la toma y envio
de las muestras al laboratorio de diagnostico.

- Hay un llenado inadecuado de las historias clinicas por parte de los MVZs.
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PROPUESTAS.

- Siempre que se sospeche clinicamente de alguna alteraciéon de tipo
inmunomediada sugerir al MVZ un estudio inmunohistopatolégico.

- Para la obtencién de biopsias, elegir las lesiones mas recientes para evitar el
riesgo de diagnosticos erroneos por infecciones secundarias.

- De ser posible, realizar el estudio lo mas pronto posible para evitar el deterioro
de las muestras por una mala conservacion.

- Orientar a los MVZs sobre la forma correcta de recoleccion, fijacion y envio de
las muestras.

- Para la obtencion de las muestras, evitar en la medida de lo posible la depilacion
de la zona afectada. Una opcidn seria depilar la zona aledana a la lesion, pero no
directamente sobre ésta.

- Desarrollar una mejor metodologia de almacenaje y archivo de las muestras en el
laboratorio que facilite la ubicacion de las mismas.

- Implementar una base de datos electronica con codigo de barras para la

identificacion de las muestras.
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APENDICE 1.

CASO V-13.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se observa un tejido epitelial
adelgazado y con pérdida de continuidad en algunas regiones y salida de eritrocitos
(costras). La epidermis presenta una severa melanosis y en algunas zonas que se
encuentran cercanas a las tlceras, se identifica una pérdida de continuidad de la basal
con un discreto infiltrado de linfocitos. Hacia la dermis hay un infiltrado de linfocitos
cercano a las basales incluyendo zonas de separacion cercanas a la unién con la
epidermis. Las lesiones se ubican hacia las glandulas del tejido epidérmico y
corresponden con reacciones severas de tipo linfoplasmocitario.

Diagndstico: Pénfigo eritematoso.

CASO V-116.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se observa un fragmento de piel
sobre cuyo epitelio presenta moderada proliferacion de coldgena. Existe acantosis en el
estrato granuloso, y mas significativamente en los estratos licido y corneo. Existen
zonas en las que se pierde la cohesion celular y se forman vesiculas que contienen
dentro células de tipo linfoplasmocitario en el estrato lucido. No existe pérdida de la
membrana basal. Hay una proliferacion de tejido conectivo en la dermis y un escaso
infiltrado de linfocitos. Los foliculos pilosos presentan condiciones normales.

Diagnéstico: Pénfigo foliaceo.

CASO V-182.

Descripcion microscopica: Se revisan varios fragmentos de piel cuya epidermis muestra
hiperplasia, hiperqueratosis, moderada melanosis y acantosis severa. En la dermis se
observa una proliferacion de coldgeno y fibrocitos, encontrandose un severo infiltrado
constituido por linfocitos y muy escasos neutrofilos, asi como pequefios cimulos de
melanina. Profundamente al corte solo se aprecia material de tipo fibroso.

Dermatitis proliferativa focal cronica.

Diagndstico: Pénfigo vulgaris.
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CASO V-368.

Descripcién microscopica: Se revisan varios cortes de piel donde se identifica una
epidermis engrosada con leve hiperqueratosis y melanosis moderada.

En la dermis se identifica una proliferacion de tejido conectivo, escasos foliculos
pilosos, con leve hiperplasia y un severo infiltrado mononuclear, sobre todo en el estrato
basal.

Diagnéstico: Lupus eritematoso.

CASO 537.

Descripcidén microscopica: Se observa fragmento de piel que presenta a lo largo de toda
la membrana basal una pérdida de la cohesion celular, acantosis, llegando en algunos
casos a formarse pequefias vesiculas. Existen algunas zonas en las que la pérdida de la
cohesion se presenta en todos los estratos celulares. En algunas pequefias zonas se
aprecia pérdida de la continuidad en la membrana basal. Debajo de la membrana basal
se aprecia un moderado infiltrado de linfocitos, los cuales infiltran en algunas zonas
hacia la epidermis.

Diagndstico: Pénfigo vulgaris.

CASO V-817

Descripcion microscopica: Se observa fragmento de piel que presenta sobre el epitelio
zonas en las que se observa una elevada produccion de colagena. Existe una zona entre
los estratos granuloso, lucido y corneo en la que se presenta una vesicula y dentro de
ella se aprecian algunos polimorfonucleares. Debajo de la membrana basal existe un
gran infiltrado de polimorfonucleares y linfocitos. Este infiltrado también se observa
alrededor de los foliculos pilosos, pero ni en la membrana basal ni en los foliculos el
infiltrado esté sobre el epitelio.

Diagnostico: Pénfigo eritematoso.

CASO 1018.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se identifica una epidermis que
tiene hiperplasia de la capa intermedia y disminucion de la capa superficial
queratinizada. En la dermis se identifica una infiltracion por linfocitos en forma

abundante, escasos neutrofilos, moderados eritrocitos y moderados histiocitos.
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Estas células estan cercanas a la union de la basal, sin embargo llegan a infiltrar hacia la
dermis. Las células inflamatorias conforman estructuras asociadas a destruccion de
membrana basal sin aparente infiltrado hacia la epidermis. En la dermis se observa
ademas proliferacion de tejido conjuntivo fibroso; en todas las areas donde se
encuentran zonas epiteliales se puede identificar el mismo tipo de infiltrado y lesion
sobre la capa basal.

Diagnostico: Pénfigo vegetante.

CASO 1195.

Descripcidén microscopica: Se revisan varios cortes de piel que presentan epidermis con
hiperqueratosis y acantosis leve.

En la dermis se observa una severa proliferacion de colagena y fibrositos encontrandose
algunas glandulas con un severo infiltrado constituido por linfocitos e histiocitos.

Diagnostico: Pénfigo vulgaris.

CASO 1506.

Descripcion microscopica: Se revisan varios cortes histologicos donde se identifica una
epidermis con leve hiperqueratosis y grandes zonas de hemorragia. En la dermis se
encuentra moderada acantosis y un discreto edema subdérmico, ademés se identifican
escasas glandulas sebaceas, y moderados foliculos pilosos en los cuales se observa un
severo infiltrado mixto mononuclear y polimorfonuclear entremezclado con abundantes
fibras de colagena en la capa basal e hipodermis.

Diagnostico: Compatible con pénfigo, a descartar vulgaris/vegetante.

CASO 1670.

Descripcion microscopica: En los cortes estudiados se pueden identificar 2 fragmentos
de piel que contienen basicamente el mismo tipo de lesion. En la epidermis se identifica
acantosis con hiperplasia de la capa intermedia y en ocasiones sobre la superficie un
infiltrado de linfocitos y plasmocitos. En el otro corte existe un infiltrado de linfocitos y
plasmocitos con muy escasos neutrofilos dentro de la capa de epidermis. Hacia la
dermis hay una proliferacion de tejido conectivo que contiene abundante coldgena e
inmerso en la cual se encuentran abundantes linfocitos, moderados histiocitos y escasos

neutrdfilos. Hay una irrigacion abundante con una hemorragia severa en toda el area.
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Las basales se ven conservadas, sin embargo hay un inicio de infiltracion hacia la
epidermis por linfocitos.

Diagnostico: Pénfigo Folidceo.

CASO 2349.

Descripcién microscopica: Se revisan varios cortes histologicos de la piel donde se
aprecia una epidermis engrosada con leve hiperqueratosis, acantosis y melanosis
moderada debajo de la cual se aprecia un infiltrado plasmocitario predominantemente
mononuclear, en algunas zonas el infiltrado es tan severo que la epidermis se destruye
por completo provocando zonas de ulcera.

Diagnostico: Pénfigo eritematoso.

CASO 2436.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se observa un fragmento de piel
cuya epidermis presenta una hiperplasia de todas sus capas siendo mas notoria la capa
queratinizada y la basal.

Hacia la dermis hay una proliferacion de coldgena y un infiltrado de linfocitos y
plasmocitos en cantidad abundante, y moderados neutrofilos, y muy escasos
macrofagos. Este infiltrado tiene tendencia a ubicarse cerca de la epidermis y
ocasionalmente en forma focal hacia la dermis.

La capa parabasal presenta una leve vascularizacion y acantosis y se observaron algunos
macrofagos conteniendo material fagocitado.

Diagnostico: Pénfigo eritematoso.

CASO 2523.

Descripcion microscopica: Los hallazgos histologicos muestran piel que presenta en la
epidermis acantosis moderada y melanosis leve. En la dermis se aprecia una
proliferacion de colagena y tejido conectivo fibroso donde se ven inmersos focos de
infiltrado mixto polimorfonuclear y mononuclear. El tejido se encuentra severamente
irrigado y con zonas de hemorragia.

Diagnéstico: Proceso inflamatorio subagudo confinado a dermis.

Comentario: Pénfigo vulgaris.
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CASO 2663.

Descripcién microscopica: Se revisa biopsia de piel que presenta una epidermis
ligeramente engrosada con hiperqueratosis ortoqueratdtica, acantosis y leve melanosis.
En la dermis se identifica una proliferacion de tejido conectivo laxo sobre el cual se
identifica un severo infiltrado mononuclear y polimorfonuclear.

La lesion se encuentra severamente irrigado y con zonas de hemorragia hasta los limites
de la seccion quirurgica.

Diagndstico: Pénfigo eritematoso.

CASO 2672.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se observa un tejido epitelial
adelgazada y con pérdida de continuidad en algunas regiones y salida de eritrocitos
(costras). La epidermis presenta una severa melanosis y en algunas zonas que se
encuentran cercanas a las ulceras, se identifica una pérdida de continuidad de la basal
con un discreto infiltrado de linfocitos. Hacia la dermis hay un infiltrado de linfocitos
cercano a las basales incluyendo zonas de separacion cercanas a la unién con la
epidermis. Las lesiones se ubican hacia las glandulas del tejido epidérmico y
corresponden con reacciones severas de tipo linfoplasmocitario.

Diagnostico: Pénfigo eritematoso.

CASO 2975.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se identifica un fragmento de piel
que contiene una epidermis la cual se encuentra en una parte normal, posteriormente
comienza a adelgazarse y finalmente presenta una lesion con microabscesos
conformados de células linfociticas de tipo plasmocitos y linfocitos maduros asi como
polimorfonucleares conforméandose en un 50% de estos ultimos. Esta lesion destruye la
capa intermedia y superficial asi como invade hacia la capa parabasal.

No hay evidencias de infiltrado en la dermis que demuestre reaccion contra la basal o la

parabasal.

Diagnostico: Pénfigo foliaceo.

40



CASO 3080.

Descripcién microscopica: se observa un corte de piel en cuya epidermis hay leve
proliferacion de la basal con severa acantosis e infiltrado de pequefios cuerpos ovalados
y con melanosis.

En la union dérmico epidérmica hay una capa delgada de tejido fibrocitico y
fibroblastico, con cierto infiltrado de linfocitos, debajo de la cual se encuentra una
severa proliferacion de colagena inmersa en la cual existen focos de inflamacion
proliferativa y areas de necrosis y detritus celulares.

Dermatitis necrotica proliferativa multifocal.

Diagnostico: Pénfigo vegetante.

CASO 3704.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se observa tejido epitelial cuya
epidermis se encuentra perdida en una zona. En la dermis de esa zona y en todo el tejido
en forma difusa hay un infiltrado constituido en un 60% de linfocitos y de plasmocitos,
30% de neutrofilos, y 10% de macrofagos. El infiltrado tiende a ubicarse cerca de las
basales y alrededor de los foliculos pilosos y de las glandulas.

Diagnostico: Pénfigo vulgaris.

CASO 3714.

Descripcion microscopica: Se examina un corte de piel cuya epidermis tiene una severa
destruccion y desorganizacion de la basal, en la dermis se observa una proliferacion de
coldgena y algunos fibrositos, un infiltrado linfocitario con escasos macroéfagos y
neutrofilos que se asocia a la basal y que tiene zonas de degeneracion y necrosis de la
interfase. En el resto de la dermis hay zonas de hemorragia en la profundidad.

La irrigacion es alta en algunas zonas de hemorragia.

Epidermitis linfocitaria difusa cronica.

Diagndstico: Lupus eritematoso sistémico.

CASO 3799.
Descripcion microscopica: se observa un fragmento de piel cuya epidermis presenta

varias zonas de ulceracion.
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En la unién epidermis-dermis se aprecia un severo infiltrado de neutréfilos con algunos
linfocitos y neovascularizacion, con las células de la basal perdidas o en picnosis. El
infiltrado inflamatorio llega hasta la dermis formando abscesos y afectando basales.
Dermatitis ulcerativa hemorragica severa.

Diagnéstico: Lupus eritematoso sistémico.

CASO 4991.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se encuentra piel cuya epidermis
esta adelgazada y presenta melanosis severa.

En la dermis hay proliferacion de tejido conjuntivo fibroso, asi como un infiltrado focal
con abundantes células plasmadticas, moderados linfocitos reactivos. Dicho infiltrado se
ubica hacia los foliculos pilosos y glandulas.

Foliculitis linfoplasmocitica cronica.

Diagnéstico: Lupus eritematoso discoide.

CASO 5344.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se identifica piel cuya epidermis
tiene hiperplasia de todas sus capas, asi como una extensa area ulcerada.

En la dermis hay proliferacion de coladgena con un infiltrado abundante de linfocitos,
escasos neutrofilos y extensas areas de melanosis. Aparentemente no hay lesion en las
basales.

Paraqueratosis cutanea cronica.

Dermatitis linfocitaria cronica.

Diagnostico: Pénfigo vegetante.

CASO 5540.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se identifica piel cuya epidermis se
encuentra adelgazada en sus capas externas y con ligera melanosis. En la dermis existe
un infiltrado muy severo de linfocitos, monocitos e histiocitos, este infiltrado se localiza
cerca de las basales pero sin afectarlas, existe abundante coldgena y fibrositos, los
cuales se distribuyen dentro de todo el tejido y se intercalan entre las células

linfoplasmocitarias.
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Hay una region entre la union epidermis-dermis que predomina la fibra de colagena, el

infiltrado corresponde hasta el interior del tejido.

Diagnéstico: Pénfigo vulgaris.

CASO 6432.

Descripcion microscopica: En los cortes examinados se identifica el mismo tipo de
lesion, aunque corresponden a zonas diferentes de la piel. La epidermis se encuentra
engrosada por hiperplasia de todas sus capas incluyendo el estrato queratinizado, hacia
la dermis y en la unidén dermo epidermis es posible identificar un cambio del aspecto
conteniendo una zona licida durante todo el trayecto que es mucho mas aparente en las
zonas lesionadas y se disminuye hasta no observarse en la region sana. Esta area esta
infiltrada por células de tipo linfoplasmocitario en forma abundante con escasos
neutr6filos y muy escasos eosindfilos, asi mismo es posible notar algunos macrofagos,
todas estas células se encuentran en forma reactiva. Las células aunque infiltran hacia la
profundidad y hacia la epidermis no parecen destruir la membrana basal. En la
epidermis y en la unioén epidérmico dérmica es posible identificar focos de destruccion y
licuefaccion del material antes descrito. Asi mismo, se observan zonas de falta celular a
nivel de epidermis conformando pequefias vesiculas rodeadas de una estructura de
material proteindceo y algo de queratina.

La lesion activa se constituye asi mismo por un proceso inflamatorio supurativo
secundario que siempre es dominada por el proceso de tipo proliferativo, asi mismo la
infiltracion del proceso proliferativo ubica algunas glandulas cercanas al sitio de la
lesiéon manteniéndose los foliculos pilosos aparentemente de caracteristicas normales.
La irrigacion es moderada principalmente en la interfase de la lesion e incluso se
pueden identificar algunos vasos sanguineos con hemorragia que llega a abarcar hasta la

epidermis y la uniéon dérmico epidérmica. No parece haber lesiones endoteliales severas.

Diagnéstico:

Pénfigo eritematoso.
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Figura 5. Piel, canideo.
Flecha: Vesicula intraepitelial.
Flecha corta: Marcaje con IP.

Figura 6. Piel, canideo.
Flecha: Pustula.
Flecha corta: Marcaje con IP.

Figura 7. Piel, canideo.
Flecha: Pustula.

Figura 9. Piel, canideo.
Flecha: Marcaje con IP.

Figura 8. Piel, canideo.
Flecha: Vesicula.
Flecha corta: Marcaje con IP:
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