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RESUMEN

La Leishmaniasis es una enfermedad
metaxénica, de distribucién mundial, producida
por diversas especies de protozoarios del género
Leishmania, transmitida por vectores del género
Lutzomyia. Clasificada en cutdnea, muco cutéanea
y visceral, Leishmania infantum es la especie
causante del patrén visceral y el canino (Canis
familiaris) es su principal reservorio. El tropismo
de L. infantum induce la sintomatologia y el dafio
tisular en la leishmaniasis visceral canina (LVC), la
cual cursa con la triada sintomatolégica (fiebre alta,
hepatoesplenomegalia y leucopenia, seguida de
pancitopenia), provoca dafios locales en el sitio de
inoculacién, por la interaccién parasito-macréfagos
regionales y manifestaciones dermatolégicas
inespecificas, clinicamente ubicadas dentro de
los patrones: asintométicos, oligosintomaticos
y polisintoméaticos de la enfermedad. De 14
caninos seropositivos a L. infantum (usando
el antigeno rK39), procedentes del municipio
Bolivar del estado Aragua, localidades Topo I,
Topo Il y Las Cumbres de Zamora, a 7 aninales
se les tomaron 3 muestras de piel de 10 puntos

ABSTRACT

Leishmaniasis is a metaxenic disease, worldwide
distributed. This disease is produced by several
species of protozoa of the genus Leishmania and
1s transmitted by vectors (sandflies) of the genus
Lutzomyia. Leishmaniasis has been classified
in cutaneous, muco-cutaneous, and visceral.
Leishmania infantum 1s the species responsible
for the visceral pattern and the canine (Canis
familiaris) is the main reservoir. The tropism of L.
infantum induces the symptomatology and the tissue
damage in canine visceral leishmaniasis, which 1s
characterized by the symptomatic triad of high fever,
hepato-splenomegaly and leucopenia, followed by
pancitopenia. This disease causes local damage at
the site of inoculation due to the interaction between
the parasite and the regional macrophages and to
nonspecific dermatological manifestations, clinically
located within the asymptomatic, oligosymptomatic,
and polysymptomatic patterns of the disease.
In this investigation, a total of 14 canines from
Topo I, Topo II, and Las Cumbres de Zamora,
from the Bolivar municipality of the State of
Aragua, Venezuela, showed seropositivity to L.
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anatémicos para el estudio histopatolégico. Los
cortes histolégicos para el estudio microscépico, se
obtuvieron mediante el empleo de técnicas histolégicas
de rutina, con la coloracién de Hematoxilina- Eosina.
Como consecuencia de la infeccién, se generaron
anticuerpos. Clinicamente los animales mostraron
patrones asintomaticos u oligosintomaticos, con
lesiones inespecificas en diversas regiones anatémicas.
No se evidenciaron cambios celulares; sin embargo,
en epidermis se apreciaron zonas con hiperqueratosis,
acantosis, e infiltrado neutrofilico en glandulas
sudoriparas y sebaceas; en dermis se observo,
infiltrado inflamatorio linfohistioplasmocitario y edema
intersticial o interfibrilar, en hipodermis se observé
neovascularizacién e inflamacién linfoplasmocitaria
periductal. No se evidenciaron amastigotes en células
fagociticas.

(Palabras clave: Leishmaniasis visceral canina;
piel; histopatologia)

INTRODUCCION

Leishmania infantum, es un protozoario
tripanosomatideo del género Leishmania responsable
de la leishmanasis visceral, en las Américas y otras
latitudes, cuyo reservorio principal es el perro
doméstico (Canis familiaris). El mecanismo de
transmisién es a través de la picadura de la hembra
de un diptero hematéfago perteneciente al género
Lutzomyia [1, 2, 3]. Al inocularse la forma flagelada
de promastigote en la piel del canino, ésta se aloja
en las células de Langerhans locales, en donde
pierde el flagelo transformandose en amastigote,
iniciandose una respuesta inflamatoria local transitoria
denominada chancro de inoculacién, en lo sucesivo
podrian aparecer o no lesiones dermatolégicas o
extradermatolégicas, lo que conlleva a que el curso
clinico de la enfermedad siga patrones asintomaticos,
oligosintomaticos o polisintoméaticos. Las lesiones
dermatolégicas en la L VC son inespecificas y podrian
ser similares a las de otras patologias.

La afeccién puede iniciarse con una lesién cutanea,
localizada o miltiple, el chancro de inoculacién, que
suele presentarse a nivel de la cabeza (morro, hocico,
borde externo y cara interna de las orejas) [4]. La

infantum (using the rK39 antigen). To perform the
histopathological study, 7 of them were taken 3 skin
samples of 10 anatomical points. The histological
sections for the microscopic study were obtained
using the hematoxilin-esosin technique. As a result
of the infection, antibodies were generated. From the
clinical standpoint, the animals showed asymptomatic
or oligosymptomatic patterns, with nonspecific lesions
in diverse anatomical regions. No cellular changes
were evident; however, in the epidermis, areas with
hyperkeratosis, acanthosis, and neutrophilic infiltrate
were observed in sweat and sebaceous glands; in the
dermis, a lymphohistioplasmocytic inflammatory
infiltrate and interstitial or interfibrillar edema was
detected; in the hypodermis, neovascularization and
periductal lymphoplasmatic inflammation was noted.
No amastigotes were evident in phagocytic cells.

(Key words: Canine Leishmaniasis visceral, skin,
histopathology)

presencia y diseminacién del parésito a nivel cutdneo
puede manifestarse con la aparicién de lesiones
generalizadas, simétricas y no pruriginosas que se
caracterizan por la presentacién de descamaciones
epidérmicas y alopecia difusa, especialmente a nivel
de la cabeza. Son clasicas la despigmentacién y
depilacién periorbital (signo de las gafas) que pueden
afectar también a otras regiones del CUuerpo (borde de
las orejas, regién glitea, cola, punto de apoyo a nivel
de las patas). Son frecuentes otros signos cutaneos
como la hiperqueratosis y la presencia de caspa,
particularmente evidente cuando se acaricia al perro
a contrapelo, recrecimiento ungueal (onicogrifosis).
También pueden aparecer lesiones ulcerativas a nivel
del craneo, del borde de las orejas, de los puntos de
apoyo, de los cojinetes plantares y del morro, de los
espacios interdigitales y zonas mucocutaneas, lesiones
nodulares o dermatitis pustular [5]. Finalmente,
el paréasito produce disfuncién y destruccién de
las células mononucleares, en este caso, el perro
pasa a ser un reservorio que puede contagiar a otro
hospedador sano de su misma especie o al hombre a
través de la picadura del vector, repitiendo el ciclo [6].
Internamente, la multiplicacién de las leishmanias
puede producir cambios inflamatorios a nivel de
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los ganglios linfaticos, higado, médula ésea, bazo,
y en epitelios del tracto digestivo y respiratorio a
nivel de la cavidad nasal principalmente [7]. Por lo
anteriormente expuesto y considerando que la piel, es
uno de los principales 6rganos donde se manifiesta la
enfermedad, es pertinente conocer histolégicamente
los dafios celulares y tisulares en los estratos de la piel
de caninos naturalmente infectados con Leishmania
infantum procedentes de un area endémica de LV,

MATERIALES Y METODOS

Previo consentimiento informado, se incluyeron
74 caninos censados de las localidades de Topo I,
Topo II y Las Cumbres de Zamora ubicadas en
San Mateo, municipio Bolivar, estado Aragua, para
la evaluacién serolégica y clinica, en la primera se
empleé el ensayo inmunoenziméatico ELISA con el
antigeno recombinante rK39, se consideré positivo a
los valores superiores al punto de corte (0,100) [8]
y en la segunda, se consideraron los criterios clinicos
establecidos por Oliva et al. [9], categorizandolos en
asintomaticos, oligosintomaticos y sintomaticos. De
14 caninos naturalmente infectados con Leishmania
infantum, solo siete se incluyeron en el estudio
histopatolégico, lo que arroj6 una proporcién de
participacién y adherencia de 0,50.

Posteriormente, se realiz6 el muestreo para el
diagnéstico histopatolégico y parasitolégico [10],
previa medicacién pre-anestésica con clorhidrato de
xilacina para su sedacién, seguida de medicacién con
tiopental sédico al 2%, logrando el plan anestésico
hasta el cese de las funciones vitales; posteriormente
se ejecut6 la necropsia [11].

Muestras de Tejidos

Se extrajeron muestras de 10 puntos anatémicos
de piel: de las regiones axilar, hombro, inguinal,
muslo, periné, hocico, interdigital, dorsal, ventral y
auricular, para el estudio histopatolégico, realizandose
segtin la técnica descrita por Garcia [ 12] que consiste
en la extraccién de muestras de tejidos de un grosor
no mayor de 0,5 cm por 2 cm de ancho, para luego
preservarlos en una solucién tamponada de formalina
al 10%, en relacién fragmento de tejido-volumen
1:10 y colocados en recipientes adecuadamente
identificados. Para la seleccién del sitio de muestreo,
se consideré el criterio establecido por Ferrer et al.
[13], el cual evidencia una lesién macroscépica
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inespecifica toma la biopsia de tejido en la adyacencia
a un borde indurado de una lesién inespecifica de
la piel. Por cada regién anatémica se tomaron tres
puntos, concentrandolo un caso.

Diagnéstico Histopatolégico

En el Laboratorio de Histotecnologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Central de Venezuela, las muestras tisulares
correspondientes a animales seropositivos, se
procesaron mediante deshidrataciones progresivas con
soluciones alcohélicas de concentraciones crecientes
(60-70-90 y 100%), se clarificaron con xilol y se
impregnaron en parafina hasta enfriar. Después
de solidificada la parafina se obtuvieron secciones
histolégicas de 4 micrones y se procediendo a tefiirlas
segtin la técnica histolégica de Hematoxilina—Eosina

(HE) de Stevens y Lowe [14].
Diagnéstico Parasitolégico

Durante el acto instrumental de la necropsia, se
realizaron frotis por aposicién en portaobjetos 20x20,
de bazo, higado, médula ésea, ganglios linfaticos
mesentéricos, axilares y popliteos; coloreados con
Giemsa modificado.

Se observaron los cortes histolégicos y frotis por
aposicién en un microscopio 6ptico marca Nikon
modelo Eclipse E-200, las fotomicrografias fueron
tomadas con un reproductor de imagenes digital
para microscopio marca Celestron con resolucién de
2 megapixeles.

ANALISIS EsTADISTICO

Para el analisis de los datos se utilizé el programa
computarizado Microsoft Office Excel 2003, para
la estadistica descriptiva con medidas de tendencia
central, como lo sefiala Steel y Torrie [15].

REsuLTADOS Y DIscuUsION

La condicién fisica integral de los siete caninos fue
buena, caracterizada por normopeso segiin el patrén
racial del individuo, respuesta a estimulo palpebral,
frecuencia respiratoria (20 a 40 movimientos/
min), frecuencia cardiaca (70-180 latidos/min) y
temperatura (37,5 a 39,5°C), dentro del rango
normal (Cuadro 1); sin sintomas ni signos clinicos



Rev. Fac. Cs. Vets. - UCV. 58 (2): pdgs. 86-95. 2017

sugestivos de otra patologfa concomitante a L\VC. No
obstante, la pesquisa serolégica de anticuerpos anti-
Leishmania infantum mas la evidencia de amastigotes
en bazo y ganglios linfaticos (Figura 1A, 1B), en el
57,14% (4/7) de los individuos, confirman que al
inocularse el promastigote, se provoca un parasitismo
intenso del sistema fagocitico mononuclear con
destruccién celular por la ruptura de nidos de
amastigotes generando una reaccién inflamatoria
intensa, alteracién de érganos y su funcionamiento,
como lo sefialan Abranches et al. [16] y Moreno y
Alvar [2].

Abhora bien, considerando lo anterior, el diagnéstico
clinico del 85,72% de los individuos (6/7) fue
asintomatico, sin sintomas ni signos sugestivos de
la enfermedad y forma clinica latente de LVC; y
solo uno (I) oligosintoméatico, porque presenté una
lesién ulcerativa regresiva de 4 mm de didmetro,
de resolucién espontanea en un lapso de 15 d, y
areas de dermatitis seborreica; lo que se enmarca
en la presentacién cutdnea de curso subagudo,
acorde a lo senalado por Ferrer et al. [13] y Gradoni
et al. [17]. Sin embargo, en la totalidad de los
individuos evaluados se evidenciaron lesiones dérmicas
inespecificas con frecuencia de ocurrencia cercana al
10% en 8 puntos anatémicos, y para la regién ventral
y auricular de 6 y 4%, respectivamente, permitiendo
inferir que el parasito esta disperso uniformemente
en la superficie corporal, independientemente de las
condiciones per se de cada regién, como la humedad,
cobertura pilosa e inclusive pequefias diferencias de
pH y temperatura, pudiéndose estar vinculado, en
parte, a la conducta tréfica de los agentes patégenos
y a su sobrevivencia en el medio ambiente a diferentes
temperaturas, como lo sefiala Duran et al. [18]. En
contraposicién de Camaafio et al. [19], sefialan que
el desarrollo 6ptimo de amastigotes de Leishmania
infantum se da a 33°C, en macréfagos de caninos en
condiciones in vitro.

Las células del estrato epidérmico se observaron
histolégicamente conservadas; sin embargo, a nivel
tisular se evidenciaron dafios en diferentes grados,
similares a los reportados por Reyes [5]. Entre ellos,
se observé en el 91,85% hiperqueratosis caracterizada
por el engrosamiento del estrato corneo, constituido
principalmente por queratinocitos muertos (Cuadro 2;
Figura 2A). Hipergranulosis o aumento del espesor
del estrato granuloso, por hiperplasia (mas de 5 capas
de queratinocitos compactados) en 51,02% (Figura

2B). Exocitosis en 20,4%, caracterizada por el paso
de elementos celulares de la dermis a la epidermis
(Figura 2C) y acantosis en 8,16% (Figura 2D),
representada por hipertrofia de las células del cuerpo
de Malpighi. En concordancia con Gross et al. [20]
estas lesiones podrian asociarse a las manifestaciones
clinicas de la piel caracteristicas de la LVC. También
se evidenci6 infiltrado inflamatorio polimorfonuclear
neutrofilico en glandulas sudoriparas (Figura 3A)
y sebaceas (Figura 3B), disminucién del nimero de
anagen y catagen con la correspondiente expresién
clinica de alopecia, pudiéndose deber a la accién
traumatica local [21].

En la dermis al igual que en el estrato epidérmico,
la morfologia de las células que la constituyen
se observé conservada sin cambios vasculares ni
hemodinamicos; sin embargo, en el espacio intersticial
de la dermis superficial, se apreciaron alteraciones
tales como infiltrado inflamatorio en 97% (40/49
cortes) de tipo mononuclear (macréfagos, linfocitos y
plasmocitos), 3% fue polimorfonuclear (neutréfilos)
(Figura 4A), coincidiendo con los reportados por

Reyes et al. [5], Dos Santos et al. [22], Costa et
al. 2008) y Alves et al. [23]. Sin embargo, hay
algunos rasgos en los que los resultados obtenidos
por los autores antes mencionados discrepan de los
encontrados en este estudio, asi se tiene que Dos
Santos et al. [22] encontraron las lesiones antes
descritas en perros naturalmente infectados con
L. infantum, asociandolos con una elevada carga
parasitaria ya que evidenciaron la presencia de
amastigotes en la piel de aproximadamente 50% de
los animales diagnosticados. Igualmente, Vercosa et al.
[24] asociaron la presencia del infiltrado inflamatorio
con varlaciones en su constitucién celular, de acuerdo
a la intensidad de la carga parasitaria y de los
sintomas clinicos de la enfermedad, de manera que,
en la piel de perros positivos a LV sintomaticos con
carga parasitaria baja, el infiltrado fue mononuclear
sin neutréfilos visibles mientras que con la misma
categoria clinica, pero con una elevada carga
parasitaria, el infiltrado celular estuvo constituido
por macréfagos, plasmocitos y una gran cantidad de
neutréfilos. Este resultado coincide parcialmente con
el Gnico caso clinicamente oligosintomatico estudiado
en la presente investigacién; estos hallazgos podrian
deberse a la participacién de los neutréfilos en las
etapas tempranas de la infeccién por L. infantum
[25]. Sin embargo, en el mismo estudio realizado
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Figura 1. Fotomicrografia de frotis por aposicién de ganglio linfatico mesentérico 750X A. Ganglio Linfatico Popliteo 1500
X. B. Macréfagos (Flecha) repletos de amastigotes de Leishmania infantun. Tincién de Giemsa modificada

Cuadro 2. Frecuencia de hallazgos histopatolégicos epidérmicos compatibles con Leishmania infantum en caninos por regién

anatémica
Hallazgos histopatolégicos epidérmicos
Infiltrado
» % de./ Inflamatorio
arﬁiz::z:a presl(: :it::gn de N Hiperqueratosis Exocitosis Hipergranulosis Acantosis Neutrofilico
macroscépicas (Glandulas
Sebéceas)
n % % n % n % n %
Axilar 71,43 5 5 100 80 5 100 1 20 1 20
Hombro 100,00 7 7 100 - - 5 71 - - -
Muslo 85,71 6 6 100 3 25 7 58 1 8 -
Periné 85,71 6 6 100 - - 4 66 - - -
Dorsal 57,15 4 4 100 - - - - - - -
Auricular 28,57 2 2 100 - - 2 100 - - -
Hocico 71,43 5 4 80 1 20 3 60 1 20 -
Interdigital 71,43 5 4 80 1 20 4 80 1 25 -
Inguinal 85,71 6 4 67 - - 3 50 - - -
Vientre 42,84 3 2 66 2 66 2 66 66 -
TOTAL 70,00 49 44 89,8 1 224 35 71,4 6 12,2 1 20

por Vercosa et al. [24], también se estudiaron perros
con LVC clinicamente asintométicos, en el que
fueron reportados: infiltrados locales y multifocales
localizados en las zonas foliculares y perivasculares,
constituidos por linfocitos y plasmocitos, presencia
de granulomas y ausencia de amastigotes, estos
resultados coinciden parcialmente con los obtenidos
en el presente estudio.

En cuanto a la presencia de edema de colageno
en el espacio intersticial de la dermis se observé en
10,20% (5/49 cortes; Figura 4B) de los casos, los

resultados de esta investigacién discrepan parcialmente

de lo reportado por Alves et al. [23], ya que estos
autores asociaron la elevada carga parasitaria, con la
patogénesis de la reaccién inflamatoria y la magnitud
del dafio tisular reflejado en el estudio, y que esto podria
explicar la intensidad del dafio a los componentes de
la matriz extracelular causado por la cantidad de
amastigotes en la piel de los animales enfermos;
sin embargo, ain cuando en esta investigacién se
presentaron zonas con edemas de coldgeno, éstos no
podrian ser atribuidos a la carga parasitaria, sino mas
bien a la reaccién inflamatoria sin precisar su causa,
ya que los caninos en su mayoria fueron clinicamente

91



Leishmania infantum, Hallazgos Histopatolégicos en Caninos/ Melendez et al.

Figura 2. Fotomicrografia de piel de canino naturalmente infectado con Leishmania infantum: A. Regién auricular con
hiperqueratosis (600X). B. Hipergranulosis en la regién interdigital (flecha) (150X).C. Exocitosis (asterisco) (150X). D.
Acantosis, (punta de flecha) (150X). H-E

Figura 3. Fotomicrografia de piel de canino naturalmente infectado con Leishmania infantum: A. Dermatitis seborreica (400X).

B. Inflamacién de glandulas sudoriparas (60X) H-E

Figura 4. Fotomicrografia de piel de canino naturalmente infectado con Leishmania infantum, A. Infiltrado inflamatorio mononuclear

regién del periné H-E (150X). B. Edemas de colageno (flecha) regién del hocico. H-E (60X)
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Cuadro 3. Frecuencia de hallazgos histopatolégicos dérmicos, por regién anatémica, compatibles con Leishmania infantum

en caninos

Hallazgos histopatolégicos dérmicos
Regién % de presentacién
g . de lesiones N Inf. Inflamatorio Edema Nédulos
anatomica L.
macroscépicas
n % n % n %
Axilar 71,43 5 4 80 1 20
Hombro 100,00 7 4 57
Muslo 85,71 6 4 67
Periné 85,71 6 10 83 1 8
Dorsal 57,15 4 5 83
Auricular 28,57 2 4 80 2 40
Hocico 71,43 5 5 100 - - I 25
Interdigital 71,43 5 3 75
Inguinal 85,71 6 2 66 2 66
Vientre 42,84 3 2 100
TOTAL 70,00 49 43 87,8 6 12,2 1 2

asintoméaticos pero no se observaron amastigotes en
ninguno de los cortes de piel estudiados, pudiéndose
deber a la técnica de coloracién empleada (H-E) y/o
carga parasitaria. De alli que, los métodos de marcaje
in situ e iInmunohistoquimicos podrian garantizar la
pesquisa de amastigotes en células linforeticulares y
en otros tipos de celulares [27, 28].

En la hipodermis, la morfologia de las células
y componentes tisulares se evidencié conservada,
en un solo un corte (2,04%) se apreci6 inflamacién
linfoplasmocitaria periductal con vacuolizacién
citoplasmatica epitelial (Figura 5).

CoNCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En la infeccién natural con Leishmania infantum
en caninos procedentes de las 4reas endémicas del
municipio Bolivar, estado Aragua, se generaron
anticuerpos contra el protozoario, y clinicamente se
present6 en patrones asintomaticos u oligosintomaticos,
con lesiones inespecificas en diversas regiones
anatémicas. No se evidenciaron cambios celulares
en la piel, sin embargo, microscépicamente en
epidermis se apreciaron zonas con hiperqueratosis,
hipergranulosis, acantosis, e infiltrado de neutréfilos en
glandulas sudoriparas y sebaceas; en dermis infiltrado
inflamatorio linfohistioplasmocitario intersticial,
edema de coldgeno y presencia de estructuras
nodulares y en hipodermis, se observé inflamacién
linfoplasmocitaria periductal, neovascularizacién.

.-h.-n“' f"“

Figura 5. Fotomicrografia de piel de canino naturalmente
infectado con Leishmania infantum, inflamacién linfoplasmocitaria
periductal con vacuolizacién citoplasmatica epitelial, dermis

profunda regién del muslo. H-E (150X)

No se evidenciaron amastigotes en células fagociticas.
Se recomienda ampliar el estudio con técnicas de
coloracién diferencial como el Azul de Tripan o
métodos inmunohistoquimicos.
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