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INTRODUCCION




Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

La leishmaniosis canina es una enfermedad parasitaria
endémica en toda el area mediterranea. Su prevalencia en el perro es
elevada, encuestas seroldgicas revelan que entre el 50 y 60% de todos
los perros son seropositivos aunque sin sintomas (Nieto, 2005). El
curso clinico se caracteriza por su caracter cronico y por la gran
variedad de sintomas que puede provocar. Parte de este pleomorfismo
clinico puede atribuirse a los fenbmenos inmunopatolégicos que el
parasito desencadena en los perros donde la respuesta inmune no es
protectora. En estos animales hay una respuesta policlonal de los
linfocitos B con hipergammaglobulinemia, incremento de los complejos
inmunes circulantes (CIC) y de los anticuerpos antinucleares (ANA). La
presencia de CIC o hipersensibilidad de tipo Il influye directamente en
el curso de la enfermedad y también sobre la respuesta defensiva del
animal al tener un efecto inmunosupresor. Afectan a la capacidad
fagocitica de los polimorfonucleares neutréfilos y monocitos, a la
agregacion plaquetaria, liberacion de aminas vasoactivas, etc.
(Slappendel, 1988; Pinelli et al., 1995).

Muchos de los sintomas clinicos asociados con el depoésito de
CIC en enfermedades como el lupus eritematoso sistémico (LES),
estan presentes en la leishmaniosis canina y muchas veces son los
mas relevantes clinicamente. EI glomérulo renal, la Uvea, las
membranas sinoviales y la piel se consideran los 6rganos diana en las
reacciones de hipersensibilidad tipo Ill o por inmunocomplejos (Day,
1998) y son precisamente los mas afectados en la leishmaniosis
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canina. También se ha registrado una asociacion entre leishmaniosis
canina y enfermedades inmunomediadas como el pénfigo foliaceo
(Ginel et al., 1993). Explicar la patogenia de esta enfermedad requiere
estudiar tanto la interaccion del parésito con el sistema inmune del
hospedador, como las consecuencias inmunopatolégicas que se

desencadenan en los perros que desarrollan la enfermedad.

Una parte de los CIC presentes en la leishmaniosis canina esta
constituida por ANA. EIl término de anticuerpo antinuclear se usa de
forma genérica para describir auto-anticuerpos frente a diferentes
componentes del nucleo celular como el ADN, el ARN y proteinas
nucleares como las histonas (Tan, 1983). Los ANA son un fendmeno
inespecifico y estan presentes en numerosas enfermedades
inflamatorias e infecciosas pero contribuyen al depdsito vascular de
CIC y parecen ser especialmente importantes en el desarrollo de
lesiones glomerulares (Hahn, 1998). La incidencia de concentraciones
elevadas de ANA en perros con leishmaniosis ya ha sido determinada
(Lucena et al.,, 1996; Lucena y Ginel, 1998) pero nunca se ha
establecido la especificidad antigénica de estos ANA ni se ha
estudiado su correlacién con procesos inmunopatolégicos graves para

el animal como las glomerulonefritis.
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Objetivos

1) Establecer la prevalencia de titulos positivos de ANA en una
poblacion amplia de perros con leishmaniosis adquirida de forma
natural y empleando dos técnicas de inmunofluorescencia indirecta
(IFI) con substratos diferentes: higado de rata y células Hep-2. Se han
estudiado muestras de mas de 60 animales y establecido la

correlacién entre ambas técnicas.

2) Determinar los isotipos de inmunoglobulinas que forman los
ANA en perros con leishmaniosis. Para ello se introdujo un paso
adicional en la técnica de IFI empleando antisueros especificos para

IgG, IgM e IgA caninas.

3) Investigar la especificidad antigénica de los ANA presentes
en la leishmaniosis canina. En concreto pretendemos investigar la
presencia de ANA frente a ADN de doble cadena, antigenos nucleares
solubles o extraibles (en ingles extractable nuclear antigens; ENA) y
especialmente frente a histonas donde se desarroll6 una técnica
ELISA especifica para histonas y se analizaron muestras de 93 perros

con leishmaniosis.

4) Finalmente, pretendemos estudiar la asociacion entre los
ANA anti-histonas y el desarrollo de insuficiencia renal vy

glomerulonefritis. Con este objetivo se formaron con caracter
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prospectivo dos grupos de perros con leishmaniosis: perros sin signos
de glomerulonefritis y perros con signos de glomerulonefritis, basando
el diagnostico de glomerulonefritis fundamentalmente en la presencia

de un cociente elevado de proteinas/creatinina en orina.
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Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

ANTICUERPOS ANTINUCLEARES (ANA)

INTRODUCCION

La identificacion de los ANA es una parte importante de la
medicina e inmunologia clinicas. De hecho, los tests de determinacion
de ANA estan entre los tests serolégicos mas realizados a nivel
mundial en todos los laboratorios de inmunologia clinica (Bradwell et
al., 1995).

Los ANA son un fenédmeno inmunopatolégico inespecifico.
Aparte de su presencia en bajas concentraciones en individuos sanos,
se sabe que muchas enfermedades inflamatorias pueden cursar con
titulos elevados de ANA y en algunas de ellas se consideran
importantes en su patogenia. Asi, se han encontrado titulos positivos
de ANA en pacientes con hepatitis cronica (Taniguchi et al., 1992).
También enfermedades como la poliartritis, anemia y trombocitopenia
parecen estar asociadas con frecuencias significativas de titulos
positivos de ANA, a los que se considera como caracteristicos o
indicadores de un origen autoinmune (Kass et al., 1985).

En el contexto clinico es importante considerar que las
enfermedades inmunomediadas pueden ser primarias o secundarias.
En las primarias, existe una respuesta autoinmune dirigida contra las

células del animal y sus proteinas antigénicas. En las respuestas
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inmunes secundarias esta respuesta se produce como consecuencia
de una enfermedad concurrente o por la administracion de un farmaco
(Gorman y Werner, 1986).

Las enfermedades caracterizadas por la presencia de auto-
anticuerpos, tanto primarios como secundarios, pueden ser divididas
en dos grupos. Uno de ellos se definiria por la existencia de auto-
anticuerpos que reaccionan con antigenos nucleares o citoplasmaticos
presentes en la mayoria de tejidos y que carecen por tanto de
especificidad tisular. En este grupo se pueden incluir enfermedades
como la artritis reumatoide, el lupus eritematoso sistémico (LES) y
enfermedades mixtas del tejido conectivo como la escleroderma, el
sindrome de Sjogren, dermatomiositis y polimiositis (Holian et al.,
1975; Day, 1998). Dentro de este grupo se encuadraria la
leishmaniosis canina y otras enfermedades inflamatorias cronicas del

perro.

El segundo grupo de enfermedades autoinmunes se
caracterizaria por auto-anticuerpos que verdaderamente son tejido-
especificos. Tal es el caso de la tiroiditis, enfermedad hepatica crénica
(cirrosis biliar primaria y hepatitis crénica activa), anemia perniciosa,

miastenia gravis y algunas formas de vasculitis (Day, 1998).
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ORIGEN Y PRODUCCION DE LOS ANA

La capacidad del sistema inmune para responder a los
antigenos celulares y provocar lesiones es dificil de reconciliar con su
naturaleza protectora habitual. Tanto los linfocitos T como los B
expresan receptores celulares en su superficie que reconocen los
antigenos (Gorman y Werner, 1986). En las células B, los receptores
antigénicos son inmunoglobulinas de membrana con la misma
especificidad de la inmunoglobulina producida por la célula. Cada clon
de células B expresa una especificidad diferente y por tanto
respondera Unicamente a un antigeno concreto. El receptor de las
células T no es una inmunoglobulina pero contiene dos cadenas con
un dominio estructural similar a una inmunoglobulina (Gorman y
Werner, 1986). La generacion de los receptores antigénicos en las
células B y T es independiente del Ag y es el resultado final de la
recombinacién de ADN que se produce durante el desarrollo de los
clones celulares en ausencia de antigenos exdgenos. Es por tanto un
suceso al azar. La consecuencia inevitable de la generacién al azar de
un repertorio de especificidades es que pueden generarse clones de
células T y B que reconocen antigenos propios del animal o auto-
antigenos. Estos clones se denominan auto-reactivos. Como existe un
recambio constante de células B y T a lo largo de toda la vida del
animal, debe haber un mecanismo de control que prevenga la
expansion de los clones auto-reactivos, en otro caso la incidencia de

enfermedades autoinmunes seria muy grande (Day, 1998).

10
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Inicialmente, y como consecuencia de la aceptacién de la teoria
de seleccion clonal de Burnet, los clones de células auto-reactivas no
existirian porque serian eliminados durante la ontogenia del animal
(Rose, 1981; Avrameas y Ternynck, 1995). Sin embargo, estudios
realizados hace algunos afios apuntan a que los auto-anticuerpos
forman parte del repertorio normal de las células B. Se ha demostrado
gue para mantener la tolerancia no hay porqué eliminar totalmente los
linfocitos que reaccionan con auto-antigenos pero si debe predominar
la supresion (Rose, 1981). El principal mecanismo de control es la
supresion, a través de linfocitos T supresores, de los clones auto-
reactivos. Existen, no obstante, una serie de factores que pueden
comprometer la eficacia de esta auto-supresion (Tabla 1) y que
conducen a la formacion de auto-anticuerpos o de células T auto-
reactivas (Gorman y Werner, 1986). Se ha demostrado que en general
es mas facil inducir tolerancia en las células T que en las células B
(Rose, 1981).

No obstante, la gravedad de las lesiones tisulares parece estar
determinada genéticamente (Prud’homme y Parfrey, 1988). Por tanto,
aunque cualquier proceso que active policlonalmente las células B
puede estar asociado potencialmente a la presencia de auto-
anticuerpos, esto no implica que necesariamente causen lesiones
tisulares, esto dependeria de los genes que determinan Ila
susceptibilidad del individuo a padecer enfermedades autoinmunes
(Prud’homme y Parfrey, 1988).

11
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Etiologia

Mecanismo

Activacioén policlonal

de linfocitos B

Los clones de células B son estimulados de forma inespecifica
por un patdgeno. En este proceso, también se ven estimulados
los clones auto-reactivos que producen auto-anticuerpos

Bypass de linfocitos
T supresores

La supresiéon eficaz sufre un bypass cuando un Ag exégeno
situado sobre la superficie de una célula induce una respuesta
no sélo contra él mismo sino también contra el receptor al que
esta unido. ElI ejemplo tipico son las enfermedades
inmunomediadas inducidas por farmacos

Disfuncion de

Una supresion deficiente permite la expansion de clones auto-
reactivos T y B. Esta insuficiencia puede estar provocada por

linfocitos T : e
hormonas, virus y en algunos casos tener un fondo genético

supresores

Actividad La mayor capacidad de los linfocitos T para reconocer e inducir

exacerbada de

linfocitos T helper

una respuesta inmune puede activar clones auto-reactivos

Modificacion de

auto-antigenos

La modificacibn de un auto-antigeno lo transforma en
inmunogénico

Reacciones
cruzadas

Antigenos expresados sobre Antigenos exdgenos (bacterias,
virus, proteinas) que comparten determinantes con células del
animal

Auto-Ac naturales

Repertorio amplio de anticuerpos auto-reactivos de baja
afinidad

Tabla 1.- Etiopatogenia de los fendmenos autoinmunes (Gorman y Werner,

1986; Hahn, 1998).

La hiperactividad de las células B puede ser secundaria a

defectos hereditarios en su regulacion o puede ser la consecuencia de

una hiperactividad de las células T helper (Prud'homme y Parfrey,

1988). También, en estados patoldgicos que impliguen una mayor lisis

12
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de células o tejidos, la mayor cantidad de auto-antigenos presentados
al sistema inmune podria superar los mecanismos fisiolégicos de
regulacion, de la misma forma que si los auto-antigenos se asociaran o
fueran similares a antigenos externos. La consecuencia es que ciertas
proteinas normalmente ausentes o presentes en poca cantidad serian
presentadas a las células T provocando su activacion. Las células T a
Su vez, iniciarian una activacioén policlonal de células B responsable de
la sintesis de auto-anticuerpos (Avrameas y Ternynck, 1995). De
hecho, se ha demostrado la aparicion de auto-anticuerpos tras
infecciones tanto en personas como en animales de experimentacion.
Parte de esta activacion policlonal se deberia a la existencia de
identidad molecular entre el organismo patdégeno y los auto-antigenos
del animal (Avrameas y Ternynck, 1995). Esta respuesta autoinmune
puede desencadenarse aunque el mimetismo entre antigenos no sea
muy fiel. Por ejemplo, el adenovirus tipo 2 tiene secuencias de
aminoacidos similares a los de la mielina y se ha visto que fragmentos
cortos de 10 aminoacidos, de los cuales so6lo 5 son idénticos a la
proteina basica de la mielina, son los responsables de la formacion de
auto-anticuerpos (Steinman, 1993). No todas las personas infectadas
por el adenovirus tipo 2 desarrollan esta respuesta inmunitaria. La
causa parece residir en el tipo de HLA (human leucocyte antigen) que
tenga cada persona. Las moléculas del HLA determinan exactamente
gué fragmentos del organismo patégeno se exponen en la superficie
de las células T. Un determinado HLA puede unirse con un fragmento

mimético y presentarlo al sistema inmunitario, mientras que otro puede

13
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unirse a un fragmento del patbgeno sin mimesis alguna con elementos
del organismo. Otro ejemplo de la predisposicion individual es el hecho
de que las personas con el tipo HLA-DR4 tienen una probabilidad seis
veces mayor de contraer artritis reumatoide. El LES también se ha

asociado con ciertos tipos de HLA (Steinman, 1993).

Frente a la teoria de la activacion policlonal como fuente de los
ANA, Radic y Weigert (1995) afirman que su origen cierto es la
inmunizacion frente al ADN, histonas y otras nucleoproteinas. Esta
afirmacion se basa en el caracter unico del espectro de auto-
anticuerpos que muestran la mayoria de personas con ANA. Este
espectro particular de cada reaccion frente a un Ag complejo como las
nucleoproteinas es una caracteristica exclusiva de los procesos de
inmunizacion activa. La razon para la gran frecuencia de ANA es que
estos antigenos son abundantes y también muy inmunogénicos

comparados con otros auto-antigenos (Radic y Weigert, 1995).

La capacidad de formar anticuerpos contra la cromatina,
nucleosomas o ADN depende en parte de cierta susceptibilidad
antigénica (Hahn, 1998). Los antigenos que inician la formacién de
anticuerpos anti-ADN potencialmente patogénicos pueden ser la
cromatina (paquetes de nucleosomas conectados por proteinas
conectoras del ADN) o los nucleosomas (166 a 240 pares de bases de
ADN enrollados alrededor de un complejo octamérico de varios tipos
diferentes de histonas (Hahn, 1998).

14
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Otra hipotesis es la de expansion de la reactividad. Se
denomina asi al proceso mediante el cual la respuesta de los linfocitos
T y B frente a un antigeno, se expande para incluir la reactividad frente
a otros antigenos adicionales. Este mecanismo depende de la
generacion de receptores antigénicos sobre las células T que sean
capaces de unirse a mas de un complejo péptido-HLA. Por tanto,
células B y T inicialmente activadas por un Unico Ag, eventualmente
reaccionan con multiples antigenos exdgenos o enddgenos. A través
de este mecanismo, exposiciones multiples a antigenos bacterianos,
viricos o quimicos al igual que auto-antigenos (especialmente
complejos de acidos nucleicos y proteinas) conducen a la formacién de
anticuerpos frente a ADN (Hahn, 1998).

MECANISMOS DE ACCION PATOGENICA

En el perro, se ha descrito la presencia de ANA en LES, pénfigo
eritematoso, pénfigo vulgaris, tiroiditis linfocitica, artritis reumatoide,
polimiositis idiopatica, anemia autoinmune hemolitica, endocarditis,
dirofilariosis, demodicosis generalizada, hepatopatias cronicas y varios

tipos de cancer (Andersson y Sevelius, 1992; Kelly et al., 1994).

Los ANA pueden contribuir patogénicamente mediante la
formacion de complejos inmunes circulantes con los antigenos
nucleares o mediante la union directa con la membrana basal de los

glomérulos, similar a la observada en la leishmaniosis canina. No

15
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obstante, la glomerulonefritis asociada al LES puede desarrollarse en
ausencia de concentraciones detectables de ANA, algo que también

ocurre en el perro (Monestier et al., 1995).

En general, los CIC actian depositandose en ciertos puntos,
especialmente la membrana basal del rifion, sinovia, piel y plexo
coroideo. Esta es la clasica reaccion de hipersensibilidad de tipo Il y
estd asociada al consumo del Complemento por los CIC y su
activacion en el punto de precipitacion (Schur y Sandson, 1968;
Gorman y Werner, 1986). En el LES los ANA forman parte de la mayor
fraccion de CIC, hasta el punto que existe una relacion inversa entre
los niveles de Complemento y ANA (Morse et al., 1962). Esta tipica
reaccion de tipo Il producida por el depdsito de CIC se asocia casi
siempre con la afectacion de mudltiples érganos (Schur y Sandson,
1968; Gorman y Werner, 1986). Algo que es caracteristico de la

leishmaniosis canina.

En la patogenia de la glomerulonefritis, las histonas parecen
tener una importancia especial. Las histonas catidnicas pueden unirse
directamente a la membrana glomerular basal, cargada negativamente
y actuar como antigenos fijos para los ANA. Las histonas y los
anticuerpos anti-histonas se han eluido de los depdsitos glomerulares
de proteinas en ratones con LES. La alta incidencia de lesiones
renales en el LES canino puede por tanto estar relacionada con la
presencia de IgG anti-histonas. Esto parece sugerir el hecho de que en

16
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perros con LES sélo los anticuerpos IgG para las histonas H1, H2A, H3
y H4 estaban significativamente elevados comparado con perros

normales (Monestier et al., 1995).

Histéricamente, de todos los ANA, los anticuerpos anti-ADN
parecen reunir el mayor potencial patogénico. Algunos anticuerpos
para ADN de doble cadena (ds-DNA), producen glomerulonefritis
mediante la formacibn de complejos que pasivamente quedan
atrapados en los glomérulos. Otros causan glomerulonefritis uniéndose
directamente a las estructuras glomerulares. El dafio celular se
produce por la union directa de los anticuerpos a la superficie de la
membrana celular o bien por su entrada al interior de la célula y su
unioén al nucleo. Si se forman CIC de ADN y ANA son atrapados en la
membrana basal de los capilares glomerulares, fijan el Complemento y
dafian los tejidos préoximos. Algunos subgrupos patogénicos de
anticuerpos para el ADN son capaces de unirse a las células
epiteliales tubulares. Si permanecen unidos a las membranas, inducen
la muerte celular mediada por el Complemento. Si pasan al interior de
la célula y se unen al nucleo, probablemente alteran todas sus
funciones celulares pero el mecanismo exacto todavia no se conoce
(Schur y Sandson, 1968; Hahn, 1998).

Los titulos elevados de anticuerpos séricos para ADN de doble
cadena (ADN-dc) se han correlacionado con la presencia de LES

activo y especialmente con glomerulonefritis en muchos estudios. El
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suero de algunos pacientes con LES y glomerulonefritis, aunque no
siempre, contiene inmunoglobulinas que se unen a los extractos de la
membrana basal glomerular. El pre-tratamiento de los extractos con
enzimas para el ADN elimina la mayoria de la reactividad. Esto sugiere
qgue los anticuerpos para ADN producen nefritis mediante su unién a
ADN fijado sobre la membrana basal del glomérulo (Schur y Sandson,
1968; Tan, 1982; Hahn, 1998). Estas lesiones no so6lo se producen por
los ANA propios del animal, sino que experimentalmente se ha visto
gue la inyeccion de CIC de otro animal producia las mismas lesiones

en el animal sano (Tan, 1982).

Se desconoce qué caracteristicas marcan la diferencia entre
anticuerpos anti-ADN patogénicos y no patogénicos. La fijacion del
Complemento debe ser esencial para que se produzca dafio tisular.
Asi, las IgGl e IgG3, capaces de fijar el Complemento, son mas

abundantes en los anticuerpos patogénicos (Hahn, 1998).

La prueba definitiva del papel patégeno de los ANA en el LES
se hizo mediante técnicas de inmunofluorescencia, demostrando in situ
sobre la membrana basal del glomérulo, el depdsito de ADN
antigénico. También se demostr6 que, en los eluidos de
inmunoglobulinas a partir de homogeneizados del rifién, la
concentracion de ANA era varias veces superior a la del suero,
indicando que el rifion actlia como una trampa o depdsito para estos

anticuerpos (Tan, 1982).
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Los ANA circulantes que no estan unidos al Complemento,
probablemente no son patogénicos y para algunos autores no
producen lesiones tisulares cuando se introducen en células intactas.
La presencia de poliartritis (con o sin linfadenopatia), anemia y
trombocitopenia parecen representar factores de riesgo para tener
titulos ANA positivos y son ademas sintomas de enfermedad

autoinmune (Kass et al., 1985).

La presencia de titulos altos persistentes de ANA no ha de estar
siempre correlacionada con el depésito de CIC especialmente si el Ac
circula en ausencia de Ag. Por el contrario, titulos bajos de ANA anti-
ADN puede ser significativos si su baja concentracion se asocia con la
formacion de complejos Ag-Ac y no con una menor produccion. De
forma opuesta, la presencia de ADN libre circulante no connota una
situacion de exceso de Ag si no hay anticuerpos presentes al mismo
tiempo. Niveles elevados de ADN circulante se han detectado en
pacientes con enfermedades hepéticas sin que haya vasculitis por CIC
secundaria (Tan, 1982).

TECNICAS DE DETERMINACION

La detecciébn de anticuerpos circulantes frente a antigenos
nucleares ha sido una herramienta importante en la investigaciéon de
las enfermedades reumaticas sistémicas (Fritzler, 1992). Los primeros
trabajos emplearon diversos substratos como por ejemplo piel
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humana, leucocitos humanos, higado de ratén, es6fago de mono, etc
(Goodman et al., 1960; Hall et al., 1960; Beaucher et al., 1977).

La prueba de la célula del LE estad disefiada para detectar
polimorfonucleares fagocitando restos nucleares marcados con
anticuerpos. Este test detecta anticuerpos circulantes frente a un Ag
nuclear especifico, la deoxyribonucleoproteina (DNP) (Kass et al.,
1985). Este método produce falsos positivos en muestras de perro
(Jones, 1993).

En el caso concreto del perro, la determinacion precisa de los
ANA caninos se ve dificultada por la capacidad del suero canino para
unirse al ADN de forma inespecifica bajo ciertas condiciones. Esto se
debe a una beta-globulina acida que se une al ADN heterdlogo en el

rango fisiolégico del pH (Shull et al., 1983).

Inmunofluorescencia indirecta

El principio de esta técnica consiste en la puesta en evidencia
de un complejo inmunoldgico en el que el anticuerpo estd marcado con
un fluorocromo que da fluorescencia al iluminarlo con luz ultravioleta
(Gonzélez y Rothfield, 1966; Lapras y Monier, 1971; Quimby et al.,
1980; Tizard, 1992).

Los inicios de la inmunofluorescencia indirecta datan de 1942,

cuando se publicé un método para la deteccion de material antigénico
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en células de tejidos en los cuales un Ac marcado con fluoresceina se
empleaba como una tincidén histoquimica especifica (Coons y Kaplan,
1950). Tras varias observaciones, se comprob6 que la molécula de Ac
podia marcarse con distintos componentes, sin que se modificara su
capacidad de reaccionar frente a un Ag especifico (Coons y Kaplan,
1950). Este método se empled, al principio, para la demostracion de
las rickettsias y de ciertos antigenos de virus. EI Ac marcado, al
reaccionar frente a los antigenos especificos, queda fijo en la
preparacion, mientras que el que no se ha fijado es arrastrado con el
lavado. Se examina entonces con un microscopio de fluorescencia,
considerandose como positivo la evidencia de una luminosidad
amarillo-verdoso brillante en el sitio donde se localiza el Ag especifico
de ese Ac marcado. Los requerimientos principales de esta técnica son
gue los antigenos de los cortes de tejidos conserven su actividad
inmunolégica y que la arquitectura y la citologia del tejido se
mantengan. Para ello, se prefiere usar secciones de tejido sin fijar
rapidamente congelado ya que presentan una adecuada citologia y
practicamente no se inactivan los antigenos. Existe una variante de
este método que usa parafina para incluir los cortes de tejidos (Coons
y Kaplan, 1950).

En comparacion con otras técnicas, los métodos de
fluorescencia para la determinacion de ANA (FANA), tienen la ventaja
de su sensibilidad, reproducibilidad y facilidad técnica (Fritzler, 1992).

La técnica permite detectar un rango muy amplio de ANA porque la
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mayoria de antigenos nucleares estan presentes en los tejidos usados

como substrato (Fritzler, 1992).

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI) es un método
ampliamente usado fundamentalmente en el diagnéstico del LES
humano, que ademas permite estudiar los distintos patrones de
fluorescencia obtenidos (Morse et al., 1962; Tan, 1982)). No requiere
material radioactivo y es mas sensible que la prueba de células LE.
Las técnicas de inmunofluorescencia desde hace tiempo se mostraron
Gtiles también para el diagndéstico de LES en el perro (Lapras y Monier,
1971) y es el método que se ha venido utilizando hasta ahora
(Halliwell, 1982). De ahi que la inmunofluorescencia sea el método
mas aceptado como técnica de diagnéstico (Lapras y Monier, 1971;
Tan, 1982; Gelberg et al., 1985; Kass et al., 1985; Brandonisio et al.,
1990; Nakamura y Robbins, 1992).

En todos los métodos IFI, se emplea un substrato para fijar los
auto-anticuerpos buscados (Astion et al., 2000). Usando un
microscopio con epifluorescencia y analizando la intensidad y el patrén
de inmunofluorescencia, se clasifican los sueros como positivos o
negativos. Los positivos deben tener tanto un patrén identificable como
una intensidad de fluorescencia mayor que el valor umbral establecido
como negativo. Cuanto mayor es la fluorescencia, mayor es la
probabilidad de que el resultado sea clinicamente relevante. La

intensidad de la fluorescencia acostumbra a expresarse mediante el
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titulo, que es la dilucibn mas alta a la cual la intensidad de
fluorescencia es igual al control negativo (Astion et al., 2000). Una de
las mayores dificultades en la interpretacion de los resultados de IFI es
la reaccion de fondo debida a la union inespecifica de auto-anticuerpos

circulantes clinicamente no relevantes (Astion et al., 2000).

La eleccién del substrato es uno de los factores técnicos mas
importantes en las pruebas de FANA (Fritzler, 1992). Los estudios
comparando varios substratos han demostrado que son comparables
en su capacidad para cuantificar los titulos de anticuerpos (Fritzler,
1992). Algunas encuestas de calidad hechas para varios métodos IFI
en muchos laboratorios americanos, detectaron diferencias del orden
de 64x en los titulos de ANA en el mismo suero. Esto se atribuye a los
numerosos tipos de substratos que se han empleado. Cada uno de
estos substratos contiene diferentes antigenos y esto provoca

problemas de especificidad y sensibilidad (McVey y Shuman, 1991).

Tipos de substratos

Higado de rata

De entre todas las técnicas empleadas, la imnunofluorescencia
indirecta usando el higado de rata como substrato ha sido el método
mas empleado y aceptado y se considera un método util para la
determinacion de ANA en el perro (Bell et al., 1997). Por su sencillez,
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muchos laboratorios usan este método para el estudio inicial de las
muestras antes de emplear otras técnicas mas elaboradas y que

permiten detectar la especificidad de los anticuerpos (Fritzler, 1992).

La técnica, descrita por diferentes autores, consiste en usar
como substrato criocortes de higado congelado, incubarlos con el
suero problema, afadirles el Ac especifico marcado con isotiocianato
de fluoresceina unido a la fraccibn Fc de la inmunoglobulina, y
observarlo al microscopio de fluorescencia en fondo oscuro excitado
por luz ultravioleta producida por una lampara de vapor de mercurio
(Coons y Kaplan, 1950; Goodman et al., 1960; Barnett y Vaughan,
1966; Gonzalez y Rothfield, 1966; Lapras y Monier, 1971; Schur et al.,
1972; Monier et al.,, 1980; Shull et al.,, 1983; Gelberg et al., 1985;
Nakamura y Robbins, 1992).

Los cortes de tejidos congelados han sido casi totalmente
reemplazados por los cultivos celulares. En general, los cultivos
celulares son mas sensibles y fiables que los criocortes de tejidos pero
las variaciones intra-ensayo son altas, pues la mayoria de laboratorios
no obtienen titulos finales a intervalos menores de diluciones
cuadruples (Tan, 1982; Fritzler, 1992).

Células Hep-2

Las células Hep-2 son un linea inmortal de células obtenidas a

partir de un carcinoma laringeo humano (human epithelioma type 2).
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Cada vez mas estan reemplazando a los tejidos de roedores debido a
las numerosas ventajas que ofrecen (Bradwell et al., 1995):

. Los ndcleos son mas grandes y permiten apreciar detalles
nucleares complejos.

Su disposicion en capas monocelulares asegura que los
nucleos son visibles.

. La tasa de division celular es mayor y permite la expresion de
antigenos que se producen solo durante la fase de division celular
como los centromeros y el huso mitético.

. No existe matriz de tejido conectivo que dificulte la observacion
de las células.

. La distribucién de antigenos es uniforme.

Constituyen el substrato empleado por el 90% de laboratorios
humanos para las pruebas de ANA por IFI (Astion et al., 2000). La
mayor sensibilidad de los cultivos celulares se debe a que sus nucleos
son mayores y algunos antigenos estan presentes en mayor
concentracion en estas células tumorales poco diferenciadas que en
tejidos muy diferenciados como son el higado o el rifién (Tan, 1982;
Fritzler, 1992). Puesto que la expresion de ciertos antigenos nucleares
manifiesta diferencias cualitativas y cuantitativas en los diferentes
substratos, las pruebas IFI pueden ser negativas en cortes de 6érganos
y positivas en cultivos celulares o al contrario (Fritzler, 1992). En
cualquier caso, los cultivos celulares proporcionan un substrato que

contiene una mayor variedad de antigenos nucleares y es mas
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aconsejable para reducir la proporcién de falsos negativos (Fritzler,
1992).

Crithidia sp.
El protozoo flagelado Crithidia luciliae se ha demostrado como

un substrato Gtil para detectar anticuerpos especificos para ADN
nativo. Posee una gran mitocondria que contiene ADN relativamente
libre de otros antigenos nucleares como las histonas (Halliwell, 1982;
Fritzler, 1992).

A diferencia de otros ensayos IFI que detectan sélo anticuerpos
de alta afinidad, este método detectan tanto anticuerpos de alta como
de baja afinidad (Bentwich et al., 1988).

En el perro, algunos autores consideran que la técnica de
Crithidia carece de sensibilidad suficiente para ser empleada como
técnica de rutina, ademas parece detectar preferentemente
anticuerpos para ADN de doble cadena (ADN-dc) de baja afinidad y
recomiendan el empleo de métodos ELISA que son positivos en el
90% de perros con LES (Halliwell, 1982; Jones, 1993).

En el suero canino parece haber ciertos componentes no
especificos que se unen al ADN e interfieren con la unién de los

anticuerpos anti-ADN (Andersson y Sevelius, 1992). Monier et al.
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(1988) emplearon este ensayo para deteccion de ADN-dc en perros

con LES partiendo de una dilucion inicial de 1:2.

En diferentes enfermedades reumaticas humanas se ha
demostrado una relacion entre la especificidad de diferentes auto-
anticuerpos, el diagndstico y el pronostico de la enfermedad. Los
métodos habitualmente méas usados para identificar la especificidad de
los ANA son la inmunodifusion de  Ouchterlony, la

contrainmunoelectroforesis y el ELISA (Henriksson et al., 1998).

Inmunodifusion y contrainmunoelectroforesis

La técnica de doble difusion es el método mas sencillo de
diferenciar la especificidad de los ANA. El test se basa en el método
descrito por Ouchterlony. Los antigenos nucleares solubles
denominados ENA (extractable nuclear antigens), se colocan en el
pocillo central cortado en una placa de agarosa y se dejan difundir. El
suero del paciente se coloca en pocillos individuales periféricos que
rodean al extracto de ENA. Entre el pocillo central y los periféricos se
establece un gradiente de concentraciones de cada uno de los
componentes de la reaccién: antigenos y anticuerpos. Si el suero del
animal contiene los anticuerpos especificos, se forma una linea visible
de precipitacion en el punto de equivalencia. La especificidad de los
anticuerpos del suero problema se conoce colocando a su lado un
suero control de especificidad conocida y buscando la aparicion de
lineas de identidad, no identidad o identidad parcial. La linea de
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identidad se produce por la fusion de las lineas de precipitacion de una
muestra con la del control positivo de especificidad conocida situado
en el pocillo periférico adyacente. Se forma una linea continua, que
indica que la muestra contiene el mismo Ag que el control positivo
(Wilson y Sanders, 1992).

La linea de identidad parcial se caracteriza por la fusion de
lineas pero con la formacion de un “espoldn” en el extremo. Este tipo
de reaccidén ocurre si los anticuerpos presentes en la muestra y el
control desarrollan una reaccion idéntica con ciertos componentes del
antigeno y una reaccion no idéntica con otros componentes. Por
ejemplo, las muestra con anticuerpos frente a Sm y nRNP pueden
producir lineas de identidad parcial (Wilson y Sanders, 1992).

La linea de no-identidad se produce cuando los anticuerpos en
la muestra del paciente y suero control reaccionan frente a diferentes
antigenos apareciendo lineas de precipitacion cruzadas o en forma de
“X” (Wilson y Sanders, 1992).

Aunque este método no tiene la sensibilidad de otros ensayos,
es por el contrario muy especifico. Al ser un método que depende de la
inmunoprecipitacion, debe haber grandes cantidades de anticuerpos
precipitantes de los isotipos IgG e IgM para que las lineas de
precipitacion sean visibles. Algunos auto-anticuerpos pueden estar en

suficiente  concentracion como para formar lineas de
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inmunoprecipitacion en técnicas de doble difusion sobre agar o
agarosa. En personas con LES los niveles de ANA precipitantes son
por lo general suficientes para demostrar su presencia mediante doble
inmunodifusion. En trabajos clinicos comparando los métodos ELISA
comercialmente disponibles frente a la clasica doble inmunodifusion, el
ELISA no demostré representar una mejoria significativa (Tan, 1982;
Wilson y Sanders, 1992).

La principal ventaja de la doble difusion es permitir la
identificacion de ANA frente a antigenos concretos y conocer por tanto
su especificidad (Tan, 1982). Los patrones de fluorescencia de los
ANA son simplemente indicativos y es necesario recurrir a esta y otras
técnicas como la contra-inmunoelectroforesis (CIE), ELISA o
immunoblotting, para confirmar su especificidad antigénica con

precision (Bradwell et al., 1995).

El mayor interés de estas técnicas se basa en la deteccion de
ciertas especificidades de ANA que tienen implicaciones clinicas
concretas. Por ejemplo, la demostracion de la presencia de ANA para
el antigeno Sm en una persona con artralgia y erupcion cutanea es
muy indicativa de LES (Wilson y Sanders, 1992). El significado clinico

de muchas especificidades de los ANA esta por determinar en el perro.
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ELISA

Las pruebas de enzimo-inmunoensayo usando diferentes tipos
de conjugados se empezaron a desarrollar en 1973 (Tan y Epstein,
1973; Pesce et al., 1974), aplicadas fundamentalmente a la deteccién
de ANA anti ADN-dc y ADN de cadena simple (ADN-cs). Los métodos
iniciales presentaban una variabilidad inter-ensayo considerable pero
permitian ya la cuantificacion de los niveles de ANA (Pesce et al.,
1974).

Aplicando un método ELISA para la detecciéon de anticuerpos
anti-ADN-dc, se obtuvieron resultados positivos en el 2,5% de perros
sanos, pero en otro estudio similar donde se realizé un seguimiento
clinico de los perros positivos sin sintomas, el 85% desarrollé LES en
los afios sucesivos (Jones, 1993). Esto contradice estudios recientes
donde aparentemente los anticuerpos anti-ADN-dc no aparecen en el
LES canino (Monestier et al., 1995).

Actualmente, la tendencia en medicina humana es la sustitucion
de las técnicas de IFI por técnicas de EIA como el ELISA (Astion et al.,
2000). Estos métodos ELISA pueden ser automatizados y permiten el
empleo de antigenos naturales purificados o de antigenos
recombinantes con el fin de detectar los tipos especificos de ANA que
tienen valor diagndstico y prondéstico para cada enfermedad (Olaussen

y Rekvig, 1999). La correlacién entre los resultados usando células
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Hep-2 como substrato y algunos sistemas ELISA se ha estimado en un
89% (Olaussen y Rekvig, 1999).

ESPECIFICIDAD ANTIGENICA

Los ANA constituyen una poblacion muy heterogénea de
anticuerpos dirigidos contra varios antigenos nucleares y por este
motivo, para su deteccion inicial, se emplea todo el nucleo de la célula
como substrato. Posteriormente se emplean técnicas que permiten
establecer la especificidad de los ANA, es decir, contra qué antigenos
nucleares concretos estan dirigidos. Conocer la especificidad
antigénica de los ANA es fundamental para establecer su asociacion
con enfermedades concretas e investigar su actividad patogénica
(White et al., 1992).

Los métodos analiticos para la determinacion de la especificidad
de los ANA estan indicados en la evaluacion de cualquier paciente con
sospechas de tener una enfermedad reumética sistémica. En el
pasado, se ha sugerido que la especificidad de los ANA estaba
clinicamente indicada cuando las pruebas de inmunofluorescencia
(FANA) eran positivas. Sin embargo, cuando los asi llamados
pacientes ANA-negativos se incluian en los andlisis de inmunodifusion,
los sueros FANA negativos de varios de ellos eran positivos para

antigenos como el SS-A/Ro (Wilson y Sanders, 1992).
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Algunos auto-anticuerpos parecen ser marcadores de
enfermedad, es decir, que parecen estar restringidos a ciertas
enfermedades mientras que otros no son especificos (Tabla 2). Otros
ANA tienen tanto valor diagndstico como prondstico. EI mejor ejemplo
son los ANA para ds-DNA gue tienen una sensibilidad del 30-70% vy
una especificidad >95% para el diagndstico y pronéstico del LES. Los
pacientes con ANA ds-DNA tienden a sufrir lesiones renales y la
actividad de la enfermedad esta correlacionada con los niveles
cuantitativos de ANA anti ds-DNA. Su prondstico es peor comparado
con pacientes con LES que no desarrollan este tipo de ANA (Astion et
al., 2000).

Existen basicamente tres grupos principales de auto
anticuerpos: los anticuerpos antinucleares (ADN-dc, histonas);
anticuerpos para ENA (Sm, RNP, etc) y los anticuerpos anti-

fosfolipidos (Gorman y Werner, 1986).

Los anticuerpos anti ADN-dc se consideran como los mas
especificos del LES humano. En el perro, los ANA se detectan en el
75-90% de animales con LES, pero el rango de auto-anticuerpos es
mas limitado y no se han podido establecer asociaciones clinicas entre
la especificidad de los ANA y los sintomas de la enfermedad (Jones,
1993). Sin embargo, si se ha establecido una correlacién entre la
especificidad y el titulo de ANA respecto a la gravedad de los sintomas
(Jones, 1993).
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Especificidad del Anticuerpo

Enfermedad asociada

ADN nativo

LES (50-60%)

Antigenos Sm

LES (30%)

LES (<60%); LES inducido por farmacos (95%); artritis

Histonas )
reumatoide (20%)

— Sindrome de Sjogren (70%); LES (30-40%);
Escleroderma: raro, titulos bajos

SS-B Sindrome de Sjogren (60%); LES (15%)

BNP Enfermedad conectiva mixta (95-100%); LES (30%,
titulos bajos); Escleroderma: raro, titulos bajos

PCNA LES (<5%)

Scl-70 Escleroderma (10-20%)

Antigenos nucleolares

Escleroderma (40-50%)

Antigenos centrémero

CREST (80-90%)

RANA

Artritis reumatoide (85-95%)

PM-1

Polimiositis (50%); Dermatomiositis (10%)

Tabla 2.- Enfermedades asociadas a los principales tipos de ANA. CREST:
Calcinosis - Raynaud’s - disfuncion esofagica - esclerodactilia - telangiectasia. (Sharp
etal., 1972; Tan, 1982; Tan, 1983).

Los ensayos para la deteccién de anticuerpos anti-histonas han

sido especialmente recomendados en el LES canino. Sin embargo,

estos ANA también se detectan en otras enfermedades diferentes al

LES (Jones, 1993).

33




Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

Anticuerpos antinucleares frente a ADN

Estos anticuerpos se denominan ANA para ADN nativo (Tan,
1982). EI ADN también puede unirse a anticuerpos que son
especificos para otros antigenos; esta reactividad cruzada puede ser
importante en la patogenia de muchas enfermedades (Tan, 1982;
Hahn, 1998). Entre los antigenos que pueden dar reaccién cruzada
con los ANA para ADN-dc se han citado la cromatina, nucleosomas,
componentes de la membrana basal del glomérulo, laminina, heparan

sulfato, colageno tipo IV, ADN-cs y nucleosomas (Hahn, 1998).

En pacientes con enfermedades reuméticas sistémicas la
deteccion de ciertas especificidades de ANA tiene implicaciones
clinicas significativas. Asi, se considera que los métodos para detectar
anticuerpos frente a ADN, especialmente ADN-dc, poseen el mayor
valor diagndéstico en pacientes donde se sospecha de LES, y en este
tipo de pacientes a menudo los resultados correlacionan con la
actividad clinica de la enfermedad y con el riesgo de glomerulonefritis
(Hahn, 1998). Sin embargo, estos no son los Unicos ANA capaces de
producir nefritis: algunos subgrupos de anticuerpos IgM para ADN y
algunos anticuerpos para ADN de una cadena (ADN-cs) son también
capaces de producir lesiones renales. No obstante, su utilidad
diagndstica es menor, pues también se detectan en pacientes con
otras enfermedades inflamatorias diferentes al LES y en personas
sanas (Hahn, 1998).
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En el LES canino, la presencia de ANA anti ADN parece ser
excepcional segun diversos trabajos empleando técnicas diferentes.
En esto parece radicar la mayor diferencia biolégica entre la

enfermedad humana y canina (Chabanne et al., 1995).

El método de Crithidia permite la deteccion especifica de ANA
para ds-DNA gracias a su unién con el quinetoplasto de Crithidia
luciliae, un protozoo con una estructura circular de ADN-dc en uno de
sus polos. Este método detecta casi exclusivamente anticuerpos para
ds-DNA (Hahn, 1998).

Anticuerpos antinucleares frente a ENA

Los anticuerpos frente a los antigenos nucleares Sm y nRNP se
han denominado anticuerpos frente a antigenos nucleares solubles o
extraibles (ENA) (Tan, 1982). Mas tarde, se vio que muchos antigenos
nucleares no histonicos son facilmente extraibles en solucién salina o
cualquier otro buffer fisioldgico y la lista de ENA se ha visto ampliada
(Tan, 1982).

Los anticuerpos frente al A Sm se consideran un marcador
serolégico de LES. Muchos estudios han demostrado que se trata de
un Ag nuclear no asociado a las histonas (Tan, 1982). Al contrario que
el Ag Sm, el Ag nRNP no es caracteristico de ninguna enfermedad
concreta (Tan, 1982).
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En un estudio previo, el suero de 132 perros con problemas
autoinmunes, inflamatorios y neoplasicos se analiz6 mediante
contrainmunoelectroforesis (CIE) frente a extractos de timo y bazo
bovino para investigar la existencia y especificidad de ANA frente a
antigenos nucleares extraibles (ENA). Las muestras positivas se
ensayaron frente a sueros patron humanos especificos para los
siguientes antigenos: ss-DNA, Sm, Ro, La (estos 3 ultimos reciben su
denominacién de las dos primeras letras del nombre del primer
paciente donde se encontraron), RNP, Scl y PCNA (antigeno de
proliferacion nuclear). De los 132 perros investigados, 15 sueros
fueron positivos y contenian anticuerpos frente a ENA. En 4 perros con
LES y positivos a ENA en el método de CIE, dos habian sido negativos
en pruebas de FANA. Otros perros positivos padecian pioderma facial,
lupus eritematoso discoide y otro perro pénfigo eritematoso. En 3
perros, los anticuerpos ENA eran los Unicos ANA presentes (White et
al., 1992).

Muchas enfermedades del perro parecen estar asociadas con
titulos positivos de ANA, pero en todos los casos, las enfermedades
donde se encontraron fueron enfermedades autoinmunes o con un
componente de autoinmunidad, tales como LES, LED, vitiligo,

dermatomiositis y queratitis superficial cronica (White et al., 1992).
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En el perro con LES se han identificado los anticuerpos para
ENA T1 (20% de casos) y T2 (9% de casos) que no tienen ningun
equivalente en el hombre (Chabanne et al., 1995). Del resto de ENAs,
el anticuerpo anti-Sm es el Unico que se encuentra con mas frecuencia
(16% de casos) mientras que el resto se detectan de forma

excepcional (anti-RNP y anti-SSA) o nunca (Chabanne et al., 1995).

Se han encontrado anticuerpos frente a ENA en el 86% de los
pacientes con nefritis y LES que respondieron al tratamiento pero sélo
en el 8% de los pacientes que no respondieron (Sharp et al., 1971). Su

determinacion puede tener por tanto cierto valor prondstico.

Anticuerpos antinucleares frente a histonas

Las histonas son proteinas nucleares basicas que contienen
gran cantidad de aminoacidos cargados positivamente como la lisina y
arginina. Estudios recientes han establecido la disposicion in situ de
las histonas en el nucleo y han demostrado que constituyen un
componente esencial de los nucleosomas. La estructura monomérica
de un nucleosoma es una asociacion octamérica de 2 moléculas de las
histonas H2A, H2B, H3 y H4. Alrededor de este octdmero hay ADN
con una longitud de 146 parejas de bases y conectando un
nucleosoma con el siguiente, existe una cantidad variable de ADN de
union. La histona H1 no es un componente intrinseco del nucleosoma
pero parece jugar cierto papel en la unién entre nucleosomas (Tan,
1982).
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El significado clinico de los anticuerpos anti-histonas esta bien
establecido en reumatologia humana. Tres enfermedades se asocian
con su presencia: LES, LE inducido por farmacos vy artritis reumatoide.
La alta prevalencia de anticuerpos anti-histonas en el LE inducido por
farmacos es manifiesta en las pruebas de inmunofluorescencia sin
recurrir a ensayos especificos. En el LES el complejo bimolecular H2A-
H2B es el Ag dominante (Tan, 1982).

La frecuencia de anticuerpos anti-histonas es de un 30-70% en
el LES canino. A diferencia del hombre, en el perro los anticuerpos se
dirigen contra las histonas H3, H4 y H2A (Chabanne et al., 1995).

ISOTIPOS DE ANA

Goodman et al. (1960) fueron los primeros en demostrar la
presencia de ANA tanto IgG como IgM, y trabajos posteriores han
identificado también ANA IgA (Gonzélez y Rothfield, 1966). La mayor
parte de ANA son de la clase IgG, un porcentaje menor de la clase IgM

y otro porcentaje aun menor de la clase IgA (Tan, 1983).

La expresion especifica de clases y subclases de anticuerpos
en las diferentes respuestas inmunes esta relacionada probablemente
con factores tales como la naturaleza del Ag que inicia la respuesta y
la presencia local de determinadas citocinas que regulan la expresion
de un determinado isotipo de inmunoglobulina (Day, 1996). Parece por

38



Revision Bibliogréfica

tanto interesante investigar la distribucion de clases y subclases de
inmunoglobulinas en las respuestas autoinmunes especificas para

ADN, histonas, ENA y otros antigenos.

Algunos trabajos han determinado la especificidad de las
subclases de IgG en perros con titulos positivos de ANA (Day, 1996).
Se encontré que los auto-anticuerpos de las subclases IgG1, IgG3 e
lgG4 eran los predominantes y que habia niveles relativamente bajos
de ANA 1gG2. Esta respuesta es claramente policlonal y es un rasgo
caracteristico de la autoinmunidad espontanea en pacientes humanos

y en modelos experimentales de autoinmunidad en ratones.

En modelos animales como los ratones con LES parece existir
una deriva hacia la produccion de anticuerpos IgG en vez de IgM a
medida que aumenta la edad del animal. Este cambio o deriva se
correlaciona clinicamente con la aparicion de lesiones tisulares
(Prud’homme y Parfrey, 1988).

El primer Ac en ser sintetizado después de una inmunizacion
activa es siempre de la clase IgM. Mé&s tarde sus niveles bajan y se
elevan los niveles de IgG. Sin embargo, los datos en personas con
LES muestran que la incidencia de ANA de tipo IgM en personas con
mas de 10 afios de evolucion clinica es similar a la de pacientes donde
la enfermedad se acaba de diagnosticar (Gonzéalez y Rothfield, 1966).
Se ha sugerido que la produccion continuada de ANA IgM depende de
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la persistencia del antigeno. Es posible que como el antigeno esta
presente durante periodos prolongados en pacientes con LES, la
produccion de ANA de la clase IgM se mantenga. La presencia de
ANA de la clase IgG dentro de la primera semana del diagnostico
sugiere que el proceso basico que da inicio al proceso clinico debe
haber evolucionado a lo largo de un periodo mucho mas largo
(Gonzélez y Rothfield, 1966). La inmunoglobulina G es la mas
patogénica de los ANA debido a su capacidad de iniciar la cascada del
Complemento, mecanismo inicial de la destruccion tisular (Kass et al.,
1985).

Los anticuerpos anti-ADN son especialmente importantes en la
patogenia de algunas enfermedades autoinmunes sistémicas como el
LES. Estos anticuerpos forman parte del repertorio normal de auto-
anticuerpos de cada individuo. La mayoria de estos ANA son del
isotipo IgM y caracterizados por su baja afinidad, de forma que
reaccionan débilmente con sus auto-antigenos especificos. Sin
embargo, si se produce un cambio isotipico (de IgM a IgG)
manteniendo su especificidad, su potencial patégeno aumenta
significativamente. Ademas, las mutaciones soméaticas en los genes
que codifican las inmunoglobulinas pueden desencadenar la
produccion de anticuerpos IgG de alta afinidad frente al ADN. Este es
el tipo de anticuerpo que con mayor frecuencia se asocia con

glomerulonefritis en pacientes con LES (Hahn, 1998).
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INTERPRETACION CLINICA DE LOS ANA

Titulo

Existe controversia sobre qué titulo debemos considerar como
positivo. La dilucion inicial en las pruebas de FANA empleando células
Hep-2 se hace normalmente al 1:40 (Bradwell et al., 1995). Otros
autores proponen empezar con diluciones mas bajas del 1:4 o0 1:16 e
investigar titulos mas elevados de 1:64 hasta 1:256 solo en las
muestras positivas (Fritzler, 1992). Esto es importante para determinar
no soélo la positividad de la muestra sino también porque el patrén de
fluorescencia puede cambiar segun la diluciébn del suero (Fritzler,
1992).

La frecuencia de titulos de ANA positivos en individuos sanos
menores de 60 afios se ha estimado entre el 2% y el 10%. En
individuos mayores de 60 afios, aproximadamente el 38% de ellos
tienen titulos de ANA significativamente elevados (Allen, 1991;
Taniguchi et al., 1992). Su presencia en situaciones donde no existan
sintomas clinicos compatibles no implica necesariamente la existencia

de enfermedad reumatica (Allen et al., 1991).

En perros las diluciones iniciales varian entre 1:8 a 1:64 segun
el laboratorio (Chabanne et al.,, 1995). Hay que tener en cuenta que

algunos sueros con concentraciones elevadas de ANA pueden mostrar
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el llamado “fendmeno de zona” que produce una reaccion falsamente
negativa si se analiza solo con una dilucion inicial baja (Chabanne et
al., 1995).

Titulos tan bajos como 1:10 se han considerado positivos por
parte de algunos autores (McVey y Shuman, 1991). En perros con
LES, Halliwell y Gorman (1989) determinaron que un titulo era
significativo a partir de 1:100 o superior usando células Hep-2. En
otros estudios, titulos de 1:20 usando cortes de higado de rata como
substrato (Shull et al., 1983) y de 1:10 usando células Hep-2, se
consideraban significativos (McVey y Shuman, 1991). Otros autores
consideran significativos titulos de 1:20 en higado de rata por su
menor sensibilidad (Halliwell, 1982), mientras que en células Hep-2,
afirman que perros normales pueden tener titulos incluso superiores a
1:100.

El trabajo de Hansson et al. (1996) contrasta con las
recomendaciones de otros autores que consideran significativas
diluciones de 1:20-1:30 o incluso menores empleando cortes de
higado de rata. El titulo tan elevado de 1:100 establecido por estos
autores puede deberse a diferencias en la técnica o por la

disponibilidad de reactivos y equipamiento mas sensibles.

En nifios sanos se demostré que usando un titulo de 1:40 como

positivo, el porcentaje de sueros positivos era soélo del 0,4%
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comparado con el 2% y 1,6% obtenidos cuando se consideraban
positivos titulos de 1:5 y 1:10 respectivamente empleando células Hep-

2 como substrato (Arroyave et al., 1988).

Patrones de inmunofluorescencia

Desde el inicio de la pruebas de FANA, era evidente que los
diferentes patrones de fluorescencia observados estaban relacionados
con la diferente especificidad antigénica de los ANA (Tabla 3). Tanto,
gue las pruebas de inmunofluorescencia servian para claramente
localizar los auto-antigenos en el nucleo, nucleolo o citoplasma. No
obstante, este principio no siempre se cumple. Hay que tener en
cuenta que algunos antigenos nucleares no-histénicos son altamente
solubles en soluciones buffer fisiologicas. Los mejores ejemplos son
las ribonucleoproteinas nucleares (nRNP) y el antigeno SS-B, que
facilmente se eluyen del nucleo durante los procesos de lavado. Por
tanto, las muestras con ANA frente a nRNP y SS-B pueden a veces
resultar negativas (Tan, 1982; Kass et al., 1985).

Sin embargo, en la mayoria de casos los patrones de
inmunofluorescencia no son lo suficientemente especificos como para
ser clinicamente Utiles. Ademas, los patrones mixtos compuestos por
dos o0 mas patrones son frecuentes, pues enfermedades como el LES,
esclerosis sistémica y otra variedad de sindromes aparecen
clinicamente superpuestos y estan asociados con la presencia de

multiples auto-anticuerpos. Sin  embargo, en una serie de
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circunstancias concretas los patrones pueden ser muy Uutiles. Por
ejemplo, los anticuerpos para ADN-dc o histonas estan asociados con

un patron homogéneo (Astion et al., 2000).

Como en el hombre, se ha intentado utilizar el patrén de
inmunofluorescencia para ayudar en el diagnéstico diferencial de
enfermedades del tejido conectivo en perros. En suero canino, se han
descrito tres patrones de fluorescencia sobre cortes de higado de rata:
moteado, homogéneo y anular. En muchas muestras, el patrén es
mixto o0 no pudo ser identificado. No se detecto el patron nuclear en

ningun suero positivo (Bell et al., 1997).

La fiabilidad de los patrones depende del tipo de substrato
empleado (Fritzler, 1992). En personas, las células Hep-2 permiten
reconocer hasta un total de 30 patrones diferentes de
inmunofluorescencia asociados a unos 100 auto-anticuerpos diferentes
(Bradwell et al., 1995). A primera vista, parece una ventaja emplear un
substrato mas bien inespecifico como las células Hep-2 para una

prueba diagnostica.
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Antigeno Patrén Hep-2 Enfermedad

ds-NA Nuclear homogéneo LES; AR

ss-DNA Negativo LES

Histonas Nuclear homogéneo LES; AR

Sm Nuclear granular basto LES

U1-snRNP Nuclear granular grueso LES; SScl

SS-A Nuclear granular fino LES; SS; PID;
AR

SS-B Nuclear granular fino LES; SS; PI/D;
AR

Ribosomal RNP Citoplasmatico denso + homogéneo nucleolar LES; AR

PCNA Pleomérfico nuclear LES

Ku Nuclear homogéneo con nucleolar homogéneo LES; SScl; SS;
P/D

hmRNP proteina A1 Nuclear granular grueso LES

DNA topoisomerasa 1 | Nuclear homogéneo y nucleolar granular SScl

Scl-70

Centrémero Nuclear granular individual SScl

PM-Scl Nuclear homogéneo con nucleolar homogéneo SScl; P/ID

RNA-polimerasa 1 Nucleolar granular SScl

RNA-polimerasa 11 Moteado nuclear + homogéneo. cromatina en | SScl

metafase

Fibrillarina Nucleolar grumoso (U3snRNP) SScl

NOR Nucleolar granular SScl; SS

Mitocondrial Citoplasmico granular SScl;
Hepatopatias

Centromero Huso mitético SScl

p80-coilina Nuclear puntiforme SS; Hepatopatias

NuMA Nuclear aparato mitético SS

Ki/SL Nuclear granular SS

tRNA-sintetasas (Jo-1, | Citoplasmico granular fino P/D

PL-7, PL-12, EJ, KJ)

Mi-2 Nuclear granular fino P/D

SRP Difuso citoplasmico P/D

Citoqueratina Fibrilar citoplasmico AR

Tropomiosina Fibrilar citoplasmico AR; Hepatopatias

Vimentina Vimentina Hepatopatias

sp -100 Puntos nucleares multiples Hepatopatias

Lamininas Membrana nuclear Hepatopatias

Complejo poro nuclear | Poros nucleares Hepatopatias

Actina de musculo liso | Actina Hepatopatias

Tabla 3.- ANA y los patrones de fluorescencia que producen en células Hep-2. AR: artritis

reumatoide; SS:

sindrome de  Sjogren; SScl:  esclerosis

poliomiositis/dermatomiositis (Bradwell et al., 1995).

sistémicas; P/D:
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Sin embargo, su falta de especificidad antigénica favorece su
empleo como una técnica de screening debido a su gran sensibilidad.
Ademas, los patrones aportan una informaciéon cualitativa muy
importante sobre la especificidad de los ANA de la muestra y permite
por tanto plantear pruebas mas especificas para la identificacion y

cuantificacion precisa de los ANA (Bradwell et al., 1995).

La especificidad y significado de los anticuerpos detectados
todavia no se conoce exactamente. La utilidad del test podria ser
mayor si se estableciera una correlacion entre el patron de
fluorescencia y unos sintomas particulares en los perros afectados
(Bell et al., 1997).

Empleando células Hep-2 como substrato, se pueden identificar
los siguientes patrones de inmunofluorescencia en el perro

(Laboratorios INOVA, informacion técnica):

.- Homogéneo: una tincion solida del nucleo con o sin
enmascaramiento aparente de los nucleolos.

.- Antigenos nucleares: ADN-dc, ADN, histonas.

.- Enfermedades asociadas: titulos altos LES; titulos bajos LES

y otras enfermedades conectivas.
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.- Periférico: tincién solida, principalmente alrededor de la region
externa del nucleo, con tincion mas débil alrededor de la region interna
del nucleo y hacia el centro del nacleo.

.- Antigenos nucleares: ds-DNA, ss-DNA, DNP, histonas.

.- Enfermedades asociadas: titulos altos LES; titulos bajos LES

y otras enfermedades conectivas.

.- Moteado: tincidon con aspecto granular del nicleo generalmente sin
tincion de los nucleolos.

.- Antigenos nucleares: Sm, RNP, Scl-70, SS-A, SS-B, otros aun
sin caracterizar.

.- Enfermedades asociadas: titulos altos LES (anticuerpo Sm),
enfermedades conectivas mixtas (anticuerpo RNP), escleroderma
(anticuerpo Scl-70), o sindrome de Sjogren (anticuerpo SS-B); titulos

bajos pueden ser indicativos de otras enfermedades conectivas.

.- Nucleolar: tincion granular gruesa o basta dentro del nucleo,
generalmente menos de 6 puntos de tincion dentro del ndcleo, puede
haber algunas zonas de tincidon de grano fino de forma ocasional.

.- Antigenos nucleares: ARN y otros antigenos nucleares
desconocidos.

.- Enfermedades asociadas: titulos altos son prevalentes en

escleroderma y sindrome de Sjogren.
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.- Centrémero: tincidon granular individual. Los puntos tefiidos estan
muy separados y hormalmente son un multiplo de 46.

.- Antigenos nucleares: centrdmero de los cromosomas
(quinetocoro).

.- Enfermedades asociadas: muy sugestivo del sindrome

CREST de esclerosis sistémica progresiva.

.- Mitocondrial: moteado individual del -citoplasma respetando
relativamente el area nuclear.
.- Antigenos nucleares: varios tipos de antigenos mitocondriales.
.- Enfermedades asociadas: titulos altos indican cirrosis biliar

primaria.
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LEISHMANIOSIS CANINA

La leishmaniosis es una enfermedad parasitaria causada por
protozoos difasicos del género Leishmania y que afecta tanto a
personas como animales salvajes y domésticos (Slappendel y Ferrer,
2000). El perro se considera uno de los principales reservorios de
leishmaniosis en personas, pero la incidencia de leishmaniosis
humana suele ser baja incluso en paises con un indice de infeccion
alto en perros (Alvar et al., 1995; Slappendel y Ferrer, 2000). En
Espafna la seroprevalencia canina es del 3-7% frente a 0,3-1,2 por
cada 100.000 habitantes en personas (Hernandez y Martinez-Moreno,
1992; Alvar et al., 1995). No obstante, hay trabajos en nuestra region
gue han registrado tasas de seroprevalencia tan altas como el 15,18 y
31,91% (Lozano-Maldonado et al.,, 1992 Morillas et al., 1992). En
general puede decirse que oscila entre 4,2 y 39,5% para toda la
Peninsula y Baleares (Hernandez y Martinez-Moreno, 1992; Gallego-
Berenguer, 1992). Los estudios mas recientes empleando la técnica de
PCR muestran prevalencias mucho mas elevadas pues la mayoria de
animales tienen contacto con el parasito aunque una proporcion

significativa no desarrolla la enfermedad (Solano-Gallego et al., 2011).

En Espafia la incidencia anual de leishmaniosis humana es de
100-200 casos, muy baja comparada con los aproximadamente 8000

casos diagnosticados en perros anualmente. Ante esta diferencia de
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cifras, se entiende que en la actualidad un gran niamero de perros, bien
controlados, puedan y deban ser tratados sin que existan razones
objetivas que aconsejen actuar de otra manera desde un punto de

vista sanitario (Semiao-Santos et al., 1995; Tesouro et al., 1995).

El tratamiento de los perros infectados se ha demostrado como
una medida eficaz para reducir la prevalencia de la enfermedad. En un
estudio realizado en la Isla de Elba, las medidas de diagndstico y
tratamiento de los perros infectados consiguieron reducir la prevalencia
en 2/3 partes después de 2 afios (Gradoni et al., 1988). Sin embargo,
los intentos de eliminar la enfermedad a través del sacrificio de los
animales infectados han sido ineficaces (Dietze et al., 1997; Ashford et
al., 1998; Noli, 1999), tal vez por la existencia de otros animales
portadores y en el caso de la leishmaniosis visceral humana por el
propio papel de portador que el hombre puede desempefar (Dietze et
al., 1997). No obstante, la eliminacion de perros seropositivos si redujo
la tasa de transmision entre animales y la incidencia de la enfermedad

en nifios de menos de 15 afios (Ashford et al., 1998).

ETIOLOGIA Y PATOGENIA

Las leishmanias son protozoos parasitos difasicos que
completan su ciclo en dos hospedadores, un vertebrado (cénidos,
félidos, roedores, humanos) y un insecto (flebotomos) (Kontos y
Koutinas, 1993; Laruelle-Magalon y Toga, 1996). El género Leishmania

se divide en los subgéneros Leishmania y Viannia en funcion de su
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desarrollo en moscas del género Phlebotomus. Dentro de cada
subgénero existen diferentes especies y sub-especies (Slappendel y
Ferrer, 2000).

En Europa, la especie infectante es L. infantum aunque tal vez
también participe L. tropica. Ambas especies existen en el éarea
mediterrdnea y no se diferencian morfolégicamente. Al parecer los
perros infectados con L. tropica son asintomaticos o solo presentan
lesiones cutaneas pequefias que no se detectan con facilidad
(Slappendel y Ferrer, 2000). L. infantum se encuadra dentro del
complejo L. donovani (Slappendel y Ferrer, 2000). En la actualidad, la
clasificacion se basa sobre todo en la diferenciacion por métodos
bioquimicos y patrones especiales de isoenzimas llamados
zimodemos. El principal zimodemo en nuestra region es el MON-1
(Martin-Sanchez et al., 1994).

En el hombre, la leishmaniosis se divide en cutanea (LC),
mucocutanea (LMC) y visceral (LV), cada forma causada por
diferentes especies de leishmania. En el perro, la leishmaniosis debe
clasificarse como viscerocutanea porque realmente existe siempre

tanto afeccion visceral como cutanea (Slappendel y Ferrer, 2000).

Aunque desde el punto de vista antropocéntrico el perro pueda
ser el vector principal, el hospedador verdadero de L. infantum es el

zorro, el lobo y el chacal (Bray, 1974, Hommel, 1978). Las tasas de
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infeccién en zorros son iguales a las encontradas en perros y serian
los principales reservorios selvaticos (Alvar et al, 1995).
Concretamente, en una zona de Italia se encontraron tasas de
seroprevalencia en zorros de hasta el 18%, aunque so6lo 50 zorros
pudieron ser estudiados, un namero relativamente bajo (Mancianti et
al., 1994). El perro adquiriria la infeccion desde estos hospedadores
salvajes. También se han descrito infecciones por L. mexicana en
gatos (Barnes et al., 1993). Por el contrario, otros animales, como las
cabras son totalmente resistentes a la infeccion tanto de forma natural,

a través del flebotomo, como de forma experimental (Anijili et al., 1994).

A pesar de existir cierta controversia, parece que la enfermedad
es transmitida exclusivamente por la picadura de la hembra de
Phlebotomus. Se considera también que el organismo nunca es
transmitido por los flebotomos de hombre a hombre (Bray, 1974). En
nuestra region, P. perniciosus es la Unica especie vectora, mientras
que P. ariasi se distribuye por regiones mas humedas (Morillas et al.,
1992; Alvar et al., 1995). No obstante, se han identificado hasta 9-10
especies de flebotomos en la peninsula y baleares (Gallego-Berenguer
et al., 1992; Gallego-Culleré, 1997). Su distribucién geografica queda
comprendida entre los 30° de latitud S y 50° de latitud N,
especialmente en climas célidos, tropicales y mediterraneos (Gallego-
Culleré, 1997). P. perniciosus es una especie zooantropofilica, que
segun la mayoria prefiere marcadamente al perro respecto al humano,

aunque en algunos trabajos se ha visto que tiene igual preferencia
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entre humanos y perro (Alvar et al., 1995). El periodo de actividad es
muy Vvariable, oscila entre abril y noviembre, su actividad es
crepuscular, siempre y cuando la temperatura sea mayor de 17-18°C y
no haya lluvia y sobre todo viento. Las poblaciones presentan un pico
difasico, con un pico de mayor densidad en julio y otro aun mayor en
septiembre (Alvar et al., 1995; Gallego-Cullere, 1997).

La leishmania sélo puede sobrevivir en el interior de los
macrofagos (Mauel, 1996). El ciclo del parasito empieza cuando un
flebotomo hembra se alimenta y adquiere los amastigotes de un animal
infectado. La duracién del ciclo en el interior de la mosca es variable y
se ha estimado entre 4 y 20 dias. A partir del quinto dia pueden
encontrarse nameros significativos de promastigotes metaciclicos con
alta motilidad y localizados en la luz del intestino medio y anterior, en
una posicion que facilita su transmision (Bates, 1994). Los
promastigotes introducidos en la piel de un nuevo hospedador se
transforman rapidamente en amastigotes que de forma pasiva esperan
a ser fagocitados por los macréfagos para penetrar en su célula
hospedadora (Mauel, 1996). La interaccion entre el macrofago y el
parasito es compleja pero parece que una glicoproteina y un glicolipido
de la membrana del protozoo son los responsables de su unidn a la
membrana del macréfago (Ferrer, 1994). EI mecanismo de entrada
tiene importantes implicaciones pues determina la respuesta de la
célula frente a la particula fagocitada (Mauel, 1996). Los macrofagos
disponen de receptores para la fraccion Fc de inmunoglobulinas,
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fracciones C3b y C3bi del Complemento, lectinas e integrinas
(Blackwell et al., 1985; Mauel, 1996). Los parasitos son capaces de
activar la fraccion C3 del complemento (via alterna) pero una vez fijada
la fraccion C3 sobre la superficie del amastigote, es trasformada en
C3bi (inactiva) por accion de una glicoproteina, Gp63, que tiene
actividad proteasa. Una vez unido al fragmento C3bi, se une a los
receptores para esta fraccion que los macréfagos presentan. Se ha
demostrado que este paso es necesario, pues la adicion de un Ac anti-
C3 bloquea esta fase e impide el paso intracelular del parasito
(Bourdeau, 1988; Puentes et al., 1989; Varela y Valladares, 1997). Los
amastigotes inoculados directamente no son infectivos pero producen
la formacién de Ac especificos y el perro se hace seropositivo
(Leandro et al., 2001).

Los amastigotes, tanto libores como en el interior de los
macrdéfagos, se distribuyen por todo el organismo, especialmente la
médula O6sea y otros Organos hematopoyéticos, donde contintdan
multiplicandose. Desde estos puntos de multiplicacion, los amastigotes
se diseminan a otros Organos, sobre todo la piel, higado, adrenales,
pancreas, rifiones, tracto digestivo, o0jos, testiculos, hueso vy
articulaciones (Ferrer, 1994).

Los signos clinicos pueden presentarse en un periodo de 3
meses a siete afios después de la infeccion (Slappendel y Ferrer,
2000). En animales infectados experimentalmente, el periodo de
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incubacién oscila entre 2 y 12 meses, aunque se ha demostrado la
existencia de formas subclinicas durante 25 meses (Alvar et al., 1995).
En una serie de casos descrita en Holanda, los sintomas aparecieron
incluso 5-7 afios después de que el perro habia viajado a zonas
endémicas (Slappendel, 1988). En un grupo de perros sometidos a
infeccidon natural durante los meses de mayo a septiembre, las
primeras lesiones no aparecieron hasta noviembre-febrero (Vidor et al.,
1991).

Los sintomas y lesiones de la parasitacion estan producidos por
dos mecanismos principales: la producciéon de una inflamacion no-
supurativa asociada a la presencia del parasito y la produccion de CIC
gue se depositan en glomérulos renales, vasos sanguineos vy
articulaciones. Los granulomas inflamatorios crénicos son los
responsables de las lesiones cutaneas, hepaticas, entéricas, 6seas y
parte de las oculares y renales. Los depoésitos de CIC son los
responsables del desarrollo frecuente de glomerulonefritis, parte de las

lesiones oculares y de la vasculitis (Ferrer, 1994).

RESPUESTA INMUNE

Leishmania sp. es un parédsito obligado y la defensa del
hospedador depende fuertemente de la actividad de los linfocitos T
(Kontos y Koutinas, 1993). Estudios de leishmaniosis en ratones
indican que la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad se asocia
con el desarrollo de una respuesta de tipo Thl o Th2 respectivamente.
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En la respuesta Thl, se produce IFN-a, el mas potente activador de
macrofagos conocido, TNF-qa, factor de estimulacion de granulocitos-
macrofagos (GMCSF), IL2, IL3 y IL12, que tienen un efecto protector,
mientras que la respuesta Th2 se asocia con un aumento en la
produccion de L4, IL5, IL6, IL9 y IL10 que determinan Ila
susceptibilidad a la infeccion. Un patron similar de citocinas parece
existir en el perro (Locksley et al., 1991; Deplazes et al., 1995;

Slappendel y Ferrer, 2000).

En un modelo experimental de leishmaniosis donde se estudio
la respuesta inmune (Killick-Kendrick et al., 1994), se llegé a la
conclusién de que los perros podian responder de dos formas
diferentes a la infeccion. Una inmunidad celular, que se asocia con
infecciones inaparentes y una inmunidad humoral, no protectora,
caracterizada por anticuerpos circulantes en altas concentraciones y
que indican susceptibiidad a la infeccibn y desarrollo de
sintomatologia. Unos pocos perros parecian desarrollar una respuesta
intermedia. Inicialmente mostraban titulos altos que después caian,
quizas al mismo tiempo que se desarrollaba una respuesta inmune
celular. Estos perros nunca mostraban sintomas de la enfermedad.
Otros pocos perros parecian ser resistentes inicialmente, desarrollando
una respuesta inmune celular que eventualmente fracasaba y era
seguida por elevacion de titulo de Ac especificos y desarrollo de

sintomas. La respuesta no dependia del numero de parasitos
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inoculados y posiblemente esta determinada genéticamente (Killick-
Kendrick et al., 1994).

Al igual que para los linfocitos T helper (CD4+), existe una
dicotomia similar en el patron de produccion de citocinas para los
linfocitos T citotoxicos (CD8+). Pinelli et al. (1994) demostraron que
algunos perros son capaces de generar lineas de células T citotdxicas
capaces de desarrollar actividad citolitica parasito-especifica y de
producir IFN-y después de ser estimuladas antigénicamente. Esta
linea CD8+ es capaz de lisar los macrofagos infectados con
leishmania. Una respuesta inmune similar se ha visto que es
importante para otros patdgenos intracelulares como toxoplasma
(Pinelli et al., 1994; Pinelli et al., 1999).

El IFN-y es por tanto la citocina fundamental implicada en la
eliminacion de parasitos intracelulares. El IFN y otras citocinas que
estan presentes en la respuesta inmune no especifica frente al
parasito son determinantes en el establecimiento o no de la
enfermedad. En un estudio sobre voluntarios de un pais libre de
leishmaniosis, demostré6 que esta respuesta inmune no especifica,
cuando se desarrolla adecuadamente, es capaz de inhibir el
crecimiento del parasito y el desarrollo de la enfermedad (Akuffo y
Britton, 1992). Sin embargo, la susceptibilidad a estos factores séricos
seria diferente segun las especies. Es muy acusada en L. tropica

mientras que L. donovani suele ser resistente (Hoover et al., 1984).
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En la respuesta Th2 es la IL4 la responsable de una elevacion
de Ac especificos no protectores, muchos de la subclase IgE (Locksley
et al., 1991). Ademas, el IFN-a es capaz de inducir la presentacién de
antigenos del MHC de clase Il en la superficie de las células
presentadoras de antigenos y de bloquear la proliferacion de las
células Th2 (Locksley et al., 1991; Scott, 1991). La IL4 también
bloquea la activacion de macréfagos inducida por el IFN-a (Scott,
1991).

La reduccion de células T se hace evidente tanto a nivel de
ganglios linfaticos como del bazo, 6érganos donde se produce al mismo
tiempo una acumulacion de histiocitos conteniendo parasitos y una
hiperplasia de células plasméticas (Brandonisio et al., 1989). Por el
contrario, las células B muestran una mayor capacidad para responder
a la estimulacién policlonal en términos de produccion de IgG
(Brandonisio et al.,, 1989). La adenomegalia caracteristica de la
enfermedad se debe a la proliferacion de células B, células
plasméticas, histiocitos y macrofagos junto a la atraccion de eosindfilos

(Slappendel y Ferrer, 2000).

La hipergammaglobulinemia es muy marcada pero no es
protectora y termina por ser perjudicial. El exceso de Ac puede incluso
impedir que las células T eliminen las células infectadas (Miescher y
Belehu, 1982). Es probable que los Ac especificos opsonicen

amastigotes e incrementen su fagocitosis por los macréfagos, dentro
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de los cuales el parasito sobrevive y se multiplica. Sin embargo se
sabe también que se producen auto-anticuerpos y CIC que se
relacionan con algunos sintomas fundamentales de la enfermedad
como la glomerulonefritis y que también se asocian a manifestaciones
menos frecuentes como trombocitopenia y anemia inmunomediadas
(Slappendel y Ferrer, 2000).

Para que se produzca una respuesta inmune celular es
necesaria la atraccion de linfocitos y el contacto intimo entre estas
células y el Ag en la superficie del macréfago. Sin embargo, las
leishmanias, una vez entran en el macréfago parecen estar protegidas
(Garnham y Humphrey, 1985). Sin la ayuda de las células T, los
macrofagos son incapaces de lisar los amastigotes (Kontos y Koutinas,
1993).

Como en otras enfermedades parasitarias, en personas con
leishmaniosis visceral también se ha demostrado la presencia de un
factor sérico supresor de la respuesta inmune. Este factor actla
interfiriendo con la produccion de IL-2, esencial para la proliferacion de
células T, y del IFN-y (Stern et al., 1988; Barral-Netto et al., 1991). En
infecciones por L. major, se aislé una proteina del parasito capaz de
promover un agravamiento de la enfermedad en ratones. Este
agravamiento estaba mediado por células T, demostrandose que esta

proteina promovia el desarrollo de una respuesta Th2, con produccion
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de Ac no protectores y agravamiento de los sintomas (Bogdan et al.,
1990).

Muchos sintomas de leishmaniosis son consecuencia de estas
alteraciones del sistema inmune. La sobreproduccién de linfocitos B,
histiocitos y macrofagos se considera un mecanismo inmune
compensatorio que causa linfadenopatia generalizada,
hepatoesplenomegalia y una respuesta humoral excesiva. Esta
respuesta no es protectora e incluso perjudicial pues los Ac especificos
aumentan la diseminacion del parasito, los auto-Ac producen anemia y
trombocitopenia inmunomediada y los CIC producen vasculitis,
glomerulonefritis y poliartritis (Kontos y Koutinas, 1993; Spreng, 1993;
Buracco et al., 1997; Varela y Valladares, 1998). Se ha publicado
incluso un caso de osteomielitis en un perro con leishmaniosis de 10
meses que respondio al tratamiento con glucantime (Buracco et al.,
1997).

En otras formas clinicas como la leishmaniosis mucocutanea
humana, los estudios inmunohistoquimicos del infiltrado sugieren que
existe un estado de hiper-reactividad inmune. Los linfocitos T,
generalmente CD4+, predominan sobre las células B. Es una reaccion
de hipersensibilidad retardada con predominio de células T de
memoria en una lesion de tipo granulomatoso pero desorganizada
caracterizada también por la proliferacion in situ de macréfagos
(Bryceson, 1970; Esterre et al., 1994).
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SINTOMAS GENERALES

La infeccion por Leishmania suele causar una enfermedad
sistémica cronica. Los sintomas son muy variables y pueden
confundirse con los de otras infecciones cronicas como ehrlichiosis o
rickettsiosis. Ademas, las infecciones mixtas no son infrecuentes

(Ciaramella et al., 1997; Slappendel y Ferrer, 2000).

En el momento de la anamnesis, los principales sintomas
observados por los propietarios son debilidad, lesiones cutaneas,
anorexia y pérdida de peso. Estos sintomas se desarrollan
gradualmente. En un pequefio pero significativo porcentaje de perros
hay un historial de epistaxis. La hipertermia aparece en
aproximadamente un 10% de perros (Ciaramella et al., 1997).

En la exploracion fisica los hallazgos mas constantes son
linfadenomegalia generalizada (56,7%) o localizada simétrica (32%);
palidez de mucosas (58%), y esplenomegalia moderada o grave
(53,3%). La pérdida de peso se detecta en un 32% de perros. Las
lesiones cutaneas son frecuentes, especialmente una dermatitis
descamativa seca (56%), Ulceras (40%), alopecia periorbital (18%),
alopecia difusa (14%) y onicogriposis (24%). Las lesiones ulcerativas
se localizan fundamentalmente en el pabellén auricular (24%) y bordes
nasales (18%) (Ciaramella et al., 1997).
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En general, las lesiones de la leishmaniosis canina se
caracterizan por cambios inflamatorios granulomatosos en mudltiples
O0rganos que estan asociados con macrofagos parasitados. Los
organos afectados mas frecuentemente son la piel, uniones
mucocutaneas, 0jos, sistema linfatico e intestino (Longstaffe y Guy,
1988). Las lesiones nodulares sin ulceracion se presentan en un 6%
de casos, localizandose sobre todo en la cabeza, miembros, térax
aunque pueden presentarse en cualquier localizacion. Su tamafo
oscila entre 1 a 10 cm. Otras lesiones cutaneas poco frecuentes son
granulomas en mucosas como la oral, o en el pene (Denerolle, 1996;
Font et al., 1996). Algunos sintomas descritos en la leishmaniosis
canina pero poco frecuentes e inespecificos son pirexia persistente
(4%), ascitis, diarrea y poliuria-polidipsia. Los sintomas oculares se
presentan en un 16% de perros. En raras ocasiones, los animales solo
muestran sintomas de fallo renal crénico (Ciaramella et al., 1997). La
forma aguda aparece en menos del 5% de perros y se caracteriza por
fiebre, linfadenomegalia y ausencia de lesiones cutaneas (Ciaramella
et al., 1997). Se ha descrito fiebre peridédica con picos ocasionales de
40 a 40,5°C (Keenan et al., 1984a).

En una serie de 80 casos descrita por Slappendel (1988), los
porcentajes de presentacion de cada sintoma fueron algo diferentes y
sobre todo muy variados. Los sintomas por orden de frecuencia fueron
fatiga, pérdida de peso, somnolencia, polidipsia, anorexia, diarrea,
vomitos, polifagia, epistaxis, melena, estornudos, tos y sincopes. Los
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hallazgos del examen fisico, también segun la frecuencia de
presentacion, fueron linfadenopatia, lesiones cutaneas, caquexia,
trastornos locomotores, hipertermia, conjuntivitis, esplenomegalia,
onicogriposis, rinitis, queratitis, neumonia, ictericia, uveitis y
panoftalmitis (Slappendel, 1988). Los principales sintomas de la
leishmaniosis canina han sido resumidos en un trabajo de revisién por
Noli (1999) (Tabla 4).

Linfadenopatia simétrica 71,2-96,1
Lesiones cutaneas 75-89
Mucosas palidas 58-94,2
Pérdida de peso 30,7-70
Pirexia 23-70
Letargia 18-70
Anorexia 18-70
Esplenomegalia 15-53,3
Insuficiencia renal 16-32
Lesiones oculares 16-50
Epistaxis 10-37
Artropatias 4-6,4
Insuficiencia renal grave sin otros sintomas 4
Leishmaniosis aguda: fiebre, linfadenopatia 4

Tabla 4.- Incidencia relativa (%) de los diferentes sintomas de
leishmaniosis cutdnea (s6lamente sintomas con incidencia >4%) (Noli,
1999).
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Como manifestaciones sistémicas poco frecuentes de la
leishmaniosis canina se han citado una enteritis hemorragica aguda
fatal, osteoartritis de la tercera falange y de varias articulaciones
(Denerolle, 1996). La relacién causa-efecto se establecié Unicamente
en base a la presencia de amastigotes en la reaccion inflamatoria
(Denerolle, 1996). También se ha descrito una colitis crénica como
sintoma fundamental de la infeccién y diagnosticada por la presencia
de macréfagos con amastigotes fagocitados en biopsias de colon
(Ferrer et al., 1991). Sin embargo, como los mismos autores indican, el
tipo de infiltrado encontrado es similar al presente en otros tipos de
colitis cronica. Seria la presencia del parasito el Unico motivo para
pensar que la colitis era producida por la leishmania. S6lo uno de los
perros se tratd y la colitis mejord con el tratamiento de leishmania.

Las lesiones cutaneas son variables y habitualmente las mas
llamativas de la enfermedad (Ferrer et al., 1988). De acuerdo con las
lesiones macroscoOpicas y microscopicas se establecieron 4 formas
cutaneas diferentes a partir de 43 perros con leishmaniosis: alopecia y
descamacion, dermatosis ulcerativa, enfermedad nodular generalizada
y enfermedad pustular generalizada (Ferrer et al., 1988). La alopecia y
descamacion se aprecio en el 60% de perros, las lesiones eran
simétricas, afectando especialmente la cara. La dermatosis ulcerativa
afecto al 23% de animales. Las Ulceras se situan fundamentalmente en
las extremidades sobre las articulaciones. La forma nodular se
presentd en un 12% de animales como mdltiples nédulos no ulcerados

con un didmetro que oscil6 desde 1 mm hasta 10 cm. La dermatitis
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pustular se presentd solo en dos perros con pustulas estériles sin
acantolisis. No habia parasitos dentro de la pustula pero si en la
dermis proxima. Esta forma pustular es controvertida. Para algunos
autores (Ferrer et al., 1986, Denerolle, 1996) aparece en un reducido
namero de casos, los cultivos a partir de pustulas son estériles y las
biopsias muestran la presencia de leishmanias (Denerolle, 1996). Sin
embargo, los cultivos bacterianos a partir de material purulento pueden
ser negativos en ocasiones, y ademas la asociacion de leishmania con
pénfigo folidceo ha sido descrita en varios casos (Ginel et al., 1993).
Esto parece especialmente probable pues segun describe Denerolle
(1996), tales pustulas se caracterizan por acantolisis y por la presencia
de leishmanias en macréfagos de la dermis, una imagen que ha sido
descrita en perros con leishmaniosis y pénfigo foliaceo (Ginel et al.,
1993). Otros autores opinan que no existe tal forma pustular
(Ciaramella et al., 1997).

La forma nodular se corresponde con una acumulacion densa
de macroéfagos en la dermis. En estos animales, la enfermedad no se
restringe a la piel. Pueden encontrarse también amastigotes en médula
Osea y se desconoce la causa de que cierto numero de parasitos
desarrolle este tropismo cutdneo y se acumule en un punto concreto
de la piel desarrollando una fuerte reaccion inflamatoria granulomatosa
(Ferrer et al., 1988; Ferrer et al., 1990). Posiblemente, el gran acumulo
de parésitos dentro de macréfagos y células multinucleadas gigantes
se deba a una respuesta inmune muy poco eficaz (Ferrer et al., 1988).
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En una serie de 22 perros con leishmaniosis y lesiones
cutaneas, la forma mas frecuente fue una dermatitis exfoliativa
(90,9%), seguida de ulceraciones (63,6%), onicogriposis (54,5%),
dermatitis pustular estéril (13,6%) y paroniquia (13,6%) (Koutinas et al.,
1993). La diversidad de lesiones cutaneas parece estar relacionada
con la respuesta inmune del hospedador. Al igual que en el hombre,
histologicamente el perro puede desarrollar una dermatitis alopécica,
ndédulos cutaneos o una respuesta granulomatosa destructiva con la
formacion de ulceras (Fondevila et al., 1997). El grado de competencia
epidérmica influye sobre la activacién preferencial de células Thl y
Th2. El procesado y presentacion de los antigenos de leishmania
parece ser mas eficiente en las lesiones cutaneas caracterizadas por
alopecia que en la forma nodular, donde un gran numero de
macrofagos cargados de parasitos se acumula en la dermis, quizas
debido a una ausencia de estimulacion de células T por las células de
Langerhans y queratinocitos MHC |l positivos. En las lesiones
ulcerativas, hay ausencia de células Langerhans pero existen
queratinocitos MHC Il positivos (Fondevila et al., 1997; Lira et al.,
1997).

El llamado chancro de inoculacion aparece en zonas de poco
pelo como la trufa, cara interna del pabellén auricular y abdomen.
Otras lesiones cutaneas menos frecuentes son la aparicion de
dermatitis liquenoide psoriasiforme, depigmentacion sin ulceracién de

la trufa e incluso de los labios imitando las lesiones de vitiligo
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(Denerolle, 1996). También se han descrito dos casos de
dermatofibrosis nodular confirmada histologicamente, donde las
lesiones desaparecieron después de tratar la leishmaniosis (Denerolle,
1996).

Aunque la linfadenopatia generalizada periférica es un hallazgo
frecuente, los linfonodos pueden ser pequefios en una alta proporcién
de casos avanzados, especialmente aquellos que sufren insuficiencia
hepética o renal (Kontos y Koutinas, 1993). La hepatoesplenomegalia,
casi patognomaonica en la leishmaniosis humana, es poco frecuente en

el perro (Kontos y Koutinas, 1993).

Entre las poliartritis no erosivas mas frecuentes del perro se
encuentran las poliartritis reaccionales también Ilamadas post-
infecciosas, que son consecuencia del deposito de inmunocomplejos y
no estan asociadas a la presencia de un foco infeccioso articular
(Chabanne et al., 1995). En esta categoria se incluyen las artritis
asociadas a leishmaniosis, ehrlichiosis, borreliosis y brucelosis en el
perro (Chabanne et al., 1995).

Los sintomas locomotores de la leishmaniosis canina son poco
frecuentes y se manifiestan por cojeras intermitentes, alternantes y
recurrentes, poliartritis, polimiositis y lesiones 0seas. Estos sintomas
se atribuyen al depésito de CIC en la membrana sinovial (Kontos y
Koutinas, 1993; Spreng, 1993; Buracco et al., 1997; Varela y
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Valladares, 1998; Vamvakidis et al.,, 2000). Los andlisis del liquido
sinovial en perros con poliartritis han demostrado su naturaleza
inflamatoria y la presencia de amastigotes. Las lesiones
histopatol6gicas son similares a las encontradas en la poliartritis del
LES y otras poliartritis inmunomediadas (Spreng, 1993). En algunos
casos los amastigotes solo pueden detectarse en biopsias de la
membrana sinovial pero los titulos de Ac especificos son positivos e
incluso superiores a los séricos (Varela y Valladares, 1998). En
algunos perros se han encontrado procesos periosticos osteoliticos en

diversas partes del esqueleto (Slappendel y Ferrer, 2000).

La inmunosupresion del animal promueve la aparicion de
infecciones concurrentes y enfermedades inmunomediadas, todo lo
cual dificulta el diagnostico de leishmaniosis y en ocasiones conduce a
un sobre-diagnostico de la enfermedad especialmente en areas
endémicas. La mayoria de estas manifestaciones menos comunes se
consideran por lo general producidas por enfermedades concurrentes
(Slappendel y Ferrer, 2000). El cuadro clinico puede complicarse con
demodicosis (Keenan et al., 1984a; Mozos et al., 1999), pioderma,
neumonias, alteraciones gastrointestinales, etc. Como manifestaciones
poco frecuentes o enfermedades concurrentes con leishmania se han
descrito taponamiento pericardico, colitis cronica, pénfigo foliaceo
(Longstaffe et al., 1983; Ginel et al., 1993), poliartritis, alteraciones de

la coagulacion, hemangiosarcoma (Margarito et al., 1994) y otras
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neoplasias (Macri et al., 1987); dermatomiositis (Macri y Guarda, 1987)
y sindrome nefrotico (Slappendel y Ferrer, 2000).

Laboratorialmente, la leishmaniosis canina se caracteriza por
anemia (21 a 60%), hiporregenerativa y a menudo normocitica y
normocrémica. La trombocitopenia aparece en hasta un 29,3 % de
casos y otro 24% muestran leucocitosis con neutrofilia absoluta. La
elevacion de las proteinas totales séricas es otra alteracion
biopatoldgica frecuente (63,3%) y electroforéticamente se caracteriza
por hipoalbuminemia (68%) e hiperglobulinemia moderada o grave
(70,6%). La hiperproteinemia es muy frecuente aunque las
alteraciones de la proteinemia no estan presentes en todos los perros
en el momento del diagnostico. Martinez-Cruz et al. (1992)
encontraron las alteraciones clasicas del proteinograma en 87,9% de
perros y puede llegar a ser tan importante que se confunda con
mieloma. La electroforesis muestra disminucion de la albumina y
elevacion de las globulinas beta y gamma (Denerolle, 1996). Las B-1y
B-2 aumentan las primeras, seguidas de las B-3 y gamma-globulinas lo
gue permite, segun esta progresion, determinar el tiempo de evolucion
de la enfermedad (Martinez-Cruz et al., 1992; Denerolle, 1996; Noli,
1999).

Finalmente, se pueden encontrar aumentos moderados en la
actividad sérica de enzimas hepéaticas (ALT, ALP, GGT) pero solo en
un 16% de perros (Ceci et al.,, 1985; Ciaramella et al., 1997) y con
caracter muy variable (Martinez Moreno et al., 1992). La leucopenia
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descrita por Slappendel (1988) parece no estar presente segun los
resultados de otros autores (Martinez Moreno et al., 1992; Denerolle,
1996; Ciaramella et al., 1997). Las principales alteraciones

biopatoldgicas han sido revisadas por Noli (1999) (Tabla 5).

Alteraciones laboratoriales Prevalencia
Hiperglobulinemia 70-100
Tasa albumina/globulina baja 76
Hipoalbuminemia 68-94
Proteinas séricas totales altas 63,3-91
Anemia normocitica nhormocrémica hiporregenerativa 21-94,2
Leucopenia 22
Leucaocitosis con desviacion izquierda 8-24
Trombocitopenia 29,3-50
Azotemia y creatininemia 38-45
Aumento de las enzimas hepéaticas 16-61
Proteinuria 29-91
Prueba ANA positiva 31-47
Prueba de Coomb’s positiva (débil) 10-84

Tabla 5.- Hallazgos de las pruebas de laboratorio clinico en perros con

leishmaniosis (Noli, 1999).

Finalmente, también pueden aparecer sintomas de alteraciones

en la hemostasis. La epistaxis, diarrea hemorragica y la hematuria no
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son infrecuentes, y deben interpretarse como manifestaciones de una
hemostasis alterada (Valladares et al., 1998). La hemostasis en perros
con leishmaniosis se ha estudiado antes y después del tratamiento.
Antes del tratamiento se encontr6 trombocitopenia moderada,
reduccibon en la agregacion plaguetaria colageno-inducida,
prolongacion del tiempo de protrombina y aumento de los productos de
degradacion del fibrindgeno/fibrina. Todos los parametros
hemostéticos recuperaron la normalidad después del tratamiento. Los
resultados de este trabajo sugieren que la infeccion induce el
desarrollo de CID. En las fases iniciales y mientras se mantiene
compensada, esta hipétesis es compatible con unas concentraciones
de fibrindbgeno y valores de PT y APTT normales (Valladares et al.,
1998). La trombocitopenia puede estar asociada con la gammapatia,
tal y como se ha descrito en enfermedades como la ehrlichiosis canina
(Valladares et al., 1998). Sin embargo, la trombocitopenia producida
por L. infantum en 44 de 150 perros fue casi siempre superior a
50x10*microl, menos marcada que en infecciones por ehrlichia
(Ciaramella et al., 1997).

ALTERACIONES RENALES

La insuficiencia renal cronica es la causa mas frecuente de
muerte en perros afectados de leishmaniosis (Benderitter et al., 1988;
Slappendel, 1988; Macri y Conte, 1989; Poli et al., 1991). La

prevalencia de insuficiencia renal subaguda o crénica en perros con
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leishmaniosis se ha estimado en un 23% (Naskidachvili y Peroux,
1988; Denerolle, 1996).

Las lesiones renales de las leishmaniosis humana y canina son
similares pero su patogenia no se ha elucidado completamente.
Existen ahora evidencias de que la inmunidad celular participa en la
patogenia de la glomerulonefritis inmunomediada. En una investigacion
sobre la participacion de células T CD8(+) y CD4(+) en la nefropatia de
la leishmaniosis canina, se demostrd la presencia de un infiltrado con
predominio de células CD4(+) tanto en los glomérulos como en el
intersticio de 4 de 6 animales estudiados, Las células CD8(+) se
detectaron s6lo en un animal y siempre acompafadas por ceélulas
CDA4(+). Esto se repitié en todas las formas de glomerulonefritis. El Ag
de leishmania se detecté en los glomérulos y en el infiltrado
inflamatorio intersticial de los 4 perros. En conclusion, tanto las células
T como las Ig participan en la patogenia de las lesiones (Costa et al.,
2000).

En hamsters infectados por L. donovani, se produce una
glomerulonefritis mesangial proliferativa correlacionada con la
presencia de antigenos de leishmania, CIC y depdsito progresivo de
sustancia amiloide (Oliveira et al., 1985). Los CIC estan formados por
antigenos del parasito e Ig del hamster (Oliveira et al., 1985). En un
trabajo posterior, el mismo grupo de investigacion establecié que los
CIC estaban formados por IgG1, IgG2, IgA e IgM. Estos resultados se
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obtuvieron a partir de los eluidos de los rifiones de los hamsters
infectados (Sartori et al., 1991).

Una glomerulonefritis y una nefritis tubulointersticial se
consideran las dos principales patogenias responsables de la aparicion
de proteinuria asintomatica, del sindrome nefrético y del fallo renal
cronico que suelen aparecer en la leishmaniosis canina (Benderitter et
al., 1988; Mancianti et al., 1989; Poli et al., 1991; Koutinas et al., 1994).
La histopatologia de las lesiones se ha estudiado ampliamente. En una
serie de 14 perros con leishmaniosis, que presentaban proteinuria con
0 sin otros sintomas de lesion renal, las lesiones renales se
caracterizaron por glomerulonefritis membranoproliferativa
generalizada en 6 de ellos (43%). Otras formas de lesién renal
encontradas fueron glomerulonefritis mesangioproliferativa (21%),
glomerulonefritis membranosa (29%), nefritis tubulointersticial y
glomerulosclerosis (7%) (Koutinas et al, 1994). Las lesiones
glomerulares son mucho mas importantes y destacadas que las

lesiones tubulointersticiales (Koutinas et al., 1994).

La glomerulonefritis membranosa se caracterizé por un aumento
de células mensangiales, epiteliales y endoteliales extendiéndose a
todo el glomérulo y afectando al 75% de glomérulos. La luz de los
capilares glomerulares estaba parcial o totalmente obliterada por el
engrosamiento de sus paredes y material PAS-positivo estaba
depositado a lo largo de la membrana basal glomerular y en la matriz
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mesangial. Debido a esa deposicion, la membrana basal tenia aspecto

engrosado y el mensangio expandido (Koutinas et al., 1994).

La glomerulonefritis mesangioproliferativa se detectdé en 3/14
perros con proteinuria. Habia hipercelularidad mesangial. La matriz
mesangial estaba engrosada por la deposicion de material PAS-
positivo. El aspecto de muchos glomérulos era el de masas
eosinofilicas amorfas. La adherencia del glomérulo a la capa epitelial
parietal de la capsula de Bowman oblitera el espacio capsular, debido
a una combinacion de hiperplasia de células parietales en forma de

luna creciente y a la fibrosis periglomerular (Koutinas et al., 1994).

La glomeruloesclerosis es la fase final de los 3 tipos de
glomerulopatias encontrados en la leishmaniosis canina y suele ser
generalizada. En todos los perros con proteinuria se vieron infiltrados
linfo-plasmociticos intersticiales y periglomerulares y con macréfagos
en las éreas afectadas. Ademas, habia degeneracion vacuolar de las
células tubulares y necrosis. La luz de muchos tubulos renales estaba
llena de moldes hialinos y granulares con algunas células epiteliales

degeneradas (Koutinas et al., 1994).

Poli et al. (1991), en un estudio sobre 34 casos, encontraron
gue la glomerulonefritis era de tipo mesangioproliferativo en el 62%; y
membranoproliferativo en el 35%. En otro estudio sobre 11 perros, el

tipo membranoso fue visto en 5 casos, el mesangioproliferativo en 4 y

74



Revision Bibliogréfica

el membranoproliferativo en 1 caso. En el material depositado se
demostré la presencia de IgG, IgM y C3, tanto en las zonas
mesangiales como en las paredes de los capilares glomerulares. La
conclusién del estudio es que las lesiones tenian un origen

inmunomediado.

Las glomerulonefritis por CIC pueden estar causadas tanto por
antigenos exdgenos como endbégenos. Estan descritas en
enfermedades infecciosas como la ehrlichiosis, babesiosis vy
leishmaniosis, asi como en el LES (Koutinas et al., 1994). La presencia
de células plasmaticas intersticiales y periglomerulares se considera
una evidencia del origen inmune de las glomerulonefritis de la
leishmaniosis canina (Koutinas et al., 1994). El curso cronico de la
enfermedad conduce a una antigenemia constante facilitando la
formacion de CIC. No obstante, Poli et al. (1991) no encontraron
ninguna relacién entre la concentracion periférica de CIC y el grado de
glomerulonefritis. Esto puede explicarse porque los CIC sean en
algunos casos pequefios y solubles y necesiten un ratio Ag-Ac igual o
sé6lo ligeramente mayor a 1 para depositarse en el glomérulo y producir
lesiones. Si esto no se cumple, los CIC pueden ser eliminados por el
SMF. Otro factor determinante de su precipitacion es la carga eléctrica
del Ag y la capacidad de unién del Ac. Todos estos factores pueden
explicar que no siempre se produzca glomerulonefritis en los perros

con leishmaniosis (Koutinas et al., 1994).
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Estas lesiones estan presentes incluso cuando los test de
funcion renal son normales o solamente existe proteinuria (Koutinas et
al., 1994; Palacio et al., 1997). La proteinuria persistente es un signo
casi patognomonico de glomerulopatia. Mas precisamente se produce
por el dafio a la membrana basal, que siempre aparece en los tipos
membranoproliferativos y membranoso, aunque puede derivar también

de las lesiones tubulares (Koutinas et al., 1994).

Las concentraciones séricas de NUS vy creatinina y el
aclaramiento de creatinina se usan rutinariamente, pero estos
parametros son utiles cuando la disminucion en la tasa de filtracion
glomerular disminuye més del 75%. Por tanto, carecen de sensibilidad
suficiente para detectar un fallo renal precoz (Chew y Dibartola, 1988).
Recientemente, se ha demostrado que el cociente proteinas/creatinina
en orina es una prueba mas sensible para valorar la funcién renal en la

leishmaniosis canina (Palacio et al., 1995).

Las enzimas urinarias parecen ser un indicador mas sensible y
fiable para la valoracion del status renal en perros con leishmaniosis.
Se han publicado varios trabajos donde se ha empleado la enzimuria
como meétodo de deteccibn de lesiones renales en perros con
leishmaniosis. La actividad enzimética de enzimas del borde en cepillo
como la alanino aminopeptidasa (AAP), gammaglutamil transpeptidasa
(GGT) y fosfatasa alcalina (ALP) y las enzimas lisosomiales N-acetyl-
beta-D-glucosamidasa (NAG) y beta-glucuronidasa localizadas en los
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tubulos contorneados proximales se han valorado en el diagndstico y
pronéstico en la deteccion de fallo renal precoz en perros con
leishmaniosis. Estos trabajos han demostrado como las actividades
enzimaticas de la GGT, NAG vy beta-glucuronidasa eran
significativamente superiores en perros enfermos, mientras que no
habia diferencias significativas en los niveles de NUS y de creatinina
(Palacio et al., 1997). No existe correlacion entre la concentracién de

proteinas totales y la de enzimas urinarias (Palacio et al., 1997).

DIAGNOSTICO

Los sintomas clinicos de leishmaniosis son numerosos y muy
variables como se ha descrito previamente. Dependiendo de cada
caso, la leishmaniosis canina puede confundirse con otras
enfermedades infecciosas, varias dermatosis, neoplasias, enfermedad
mielo y linfoproliferativas y endocrinopatias. Lo mas dificil es el
diagndstico diferencial con el LES, puesto que cualquier sintoma de
leishmaniosis puede ocurrir también en el LES (Slappendel, 1988).

Este diagnédstico diferencial es especialmente dificil en las
formas cutaneas, donde incluye a muchas otras enfermedades. Las
mas destacables son el LES, otras enfermedades autoinmunes de la
piel, adenitis sebacea granulomatosa, ehrlichiosis, babesiosis,
hepatozoonosis y metastasis tumorales (Kontos y Koutinas, 1993). Por
todo esto, en zonas endémicas es necesario ser muy estricto a la hora

de diagnosticar la leishmaniosis en base a signos clinicos poco
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habituales o exclusivamente en base a una serologia positiva
(Denerolle, 1996). En otros casos, los animales no desarrollan titulos
positivos hasta mucho después de aparecer los primeros sintomas de
la enfermedad (Denerolle, 1996). Este fendmeno se ha cuantificado en
un 5,6% de casos (Denerolle, 1996).

Pruebas seroldgicas

Son hasta ahora las mas utilizadas y constituyen un grupo
amplio que incluye métodos como la fijacion del complemento,
inmunofluorescencia directa e indirecta, diferentes métodos ELISA,
aglutinacion directa, Western-blot, etc (Reed et al., 1990; Tesouro et
al., 1993; Portus-Vinyeta, 1997; Aisa et al., 1998; Slappendel y Ferrer,
2000).

La serologia, en general, presenta una mayor sensibilidad que
el examen directo y es de realizacibn mucho mas facil que el cultivo
(Portus-Vinyeta, 1997). La inmunofluorescencia indirecta (IFI) ha sido
la prueba mas utilizada para el diagnéstico serolégico, especialmente
por su sencillez. El suero o plasma problema se incuba a diferentes
diluciones (titulos) sobre un portaobjetos con antigeno fijado,
normalmente promastigotes de cultivo. Después de una incubacion de
30 minutos y lavado, se afiade un conjugado marcado con un
fluorocromo y tras otros 30 minutos de incubacion y correspondiente

lavado el portaobjetos se examina empleando un microscopio de
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fluorescencia, determinando la mayor dilucibn que presenta
fluorescencia (Giauffret y Taliercio, 1971; Tesouro et al., 1992). Desde
su aplicacion, progresivamente ha sido sustituida por técnicas de

ELISA que son mas précticas y objetivas.

Inicialmente, las pruebas ELISA tenian el inconveniente de
producir resultados heterogéneos. En el caso del ELISA esto ocurre
cuando el Ag utilizado es un Ag soluble fijado en placas de poliestireno
para microtitulacion. Por todo esto, las técnicas mas extendidas son
las que utilizan el parasito completo como Ag. Este Ag es facil de

estandarizar y contiene todos los epitopes (Portus-Vinyeta, 1997).

La interpretacidon de resultados es sin duda el punto mas
conflictivo. Las pruebas serologicas demuestran la presencia de Ac
pero no confirman la presencia de enfermedad activa (Slappendel y
Ferrer, 2000). La ausencia de Ac especificos no indica necesariamente
la ausencia del parasito (Portus-Vinyeta, 1997). No obstante, un titulo
positivo apoya con firmeza el diagndéstico si la clinica es compatible. El
problema es definir cuando un titulo es claramente positivo. En
algunos perros con leishmaniosis la produccion de Ac puede ser baja 'y
ademds en un 10-20% de perros seropositivos de apariencia sana el
parasito puede eliminarse de forma espontanea sin que desarrollen
nunca los sintomas de la enfermedad (Slappendel y Ferrer, 2000).
Curiosamente, en algun estudio experimental se comprob6 que los

perros con titulos mas altos tenian menor carga parasitaria. EI mayor
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namero de parasitos se encontré en el higado (Binbazim et al., 1993).
Tampoco se ha demostrado relacion entre la gravedad de los
sintomas, el titulo de Ac y el nimero de parésitos en las biopsias con

aguja fina (Denerolle, 1996).

Desde hace mucho tiempo se sabe que la serologia solo
identifica el 50-60% de casos de la poblacién canina total infectada
(Mancianti et al., 1988) y que no es tan sensible como trabajos
anteriores parecen indicar (Cabral et al., 1998). Para otros autores y
desde un punto de vista global, los falsos negativos, en técnicas que
utilizan el parasito completo como Ag, no llegan a mas del 2-5%. El
aspecto més conflictivo en el diagnostico serolégico radica en aquellos
animales en los que mediante las técnicas mencionadas se detectan
tasas bajas de Ac, que sin ser totalmente negativas no superan el
umbral de positividad. La proporcién de animales que se hallan en esta
circunstancia en una zona geografica determinada varia en funcion
directa al grado de endemicidad, alcanzando el 50% de la poblacion
canina en algunas zonas de Catalufia (Portus-Vinyeta, 1997). Dentro
de este grupo de animales se encuentran los que se hallan en la fase
prepatente de la enfermedad, los que mantienen el paréasito de forma
criptica, los que autolimitaron una infeccion previa, los que tienen una
baja respuesta humoral y aquellos que reciben varias inoculaciones
por el vector sin llegar a establecer una asociacion estable (Portus-
Vinyeta, 1997). En un estudio epidemioldgico en la zona endémica con
mayor incidencia de Leishmaniosis humana en Espafa, un 34,6% de
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perros eran claramente seropositivos mientras que un 40% eran
dudosos (Morillas et al., 1996). Esto ilustra uno de los grandes

problemas de la serologia.

Citologia

El diagnostico definitivo suele basarse en la identificacion
citolégica o histoldégica de amastigotes. La especificidad del método es
del 100% en manos expertas, pero la sensibilidad maxima es de
alrededor del 80% en perros sintomaticos y mucho menor en perros
seropositivos asintomaticos. También depende del tiempo que se
invierta en examinar los frotis en busca del parasito (Slappendel y
Ferrer, 2000).

Es mé&s probable encontrar los amastigotes en aspirados de
médula 6sea que en ganglios linfaticos (Kontos y Koutinas, 1993).
Mientras que para otros, los aspirados de ganglio popliteo son el mejor
método de llegar al diagndstico parasitolégico (Guy et al., 1993). En
casos raros se ha descrito la presencia de paréasitos en leucocitos de
sangre periférica (Slappendel, 1988). En la experiencia de algunos
autores, el numero de amastigotes detectado en los aspirados varia
considerablemente y puede haber pocos parasitos en casos
avanzados (Kontos y Koutinas, 1993). El examen directo fue mas
fiable para el diagnostico que el cultivo parasitolégico (Kager et al.,
1984).
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Las pruebas inmunohistoquimicas se utilizan también para la
observaciéon directa del parésito con la ventaja de facilitar mucho su
deteccién. Pueden realizarse sobre muestras fijadas en formalina
(Bourdoiseau et al., 1997).

PCR

La aplicacion de diagnosticos basados en el ADN ofrece
ventajas al diagndstico de las enfermedades infecciosas por su gran
sensibilidad, capacidad de identificar el microorganismo responsable y
no depender de la respuesta inmune del hospedador. La amplificacion
de una secuencia especifica del ADN gendémico o del kinetoplasto de
Leishmania mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa mejora los resultados obtenidos mediante el examen
directo, cultivo y técnicas seroldgicas convencionales en los animales
examinados (Caird, 1997; Portds-Vinyeta, 1997). Representa un
avance muy importante en el diagndstico de leishmaniosis canina y
puede realizarse en sangre, fluidos, tejidos o incluso sobre
preparaciones de histopatologia (Solano-Gallego et al., 2011). Los
ensayos que detectan el ADN del kinetoplasto parecen ser los mas
sensibles para el analisis de tejidos infectados. Ademas, el método de
PCR en tiempo real permite cuantificar la carga parasitaria en las
muestras de perros infectados, lo que es util para el diagndstico pero
también para el seguimiento y control de la respuesta al tratamiento

(Solano-Gallego et al., 2011). Al ser la PCR una técnica muy sensible,
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sus resultados deben interpretarse separando el concepto de animal

infectado del concepto de animal enfermo.

Reaccion intradérmica

La reaccion intradérmica (reaccion de Montenegro) utilizando
material proveniente de las formas flageladas, generalmente se vuelve
positiva al principio de la enfermedad y asi permanece. No es Uutil en el
caso de lesiones muy tempranas o de enfermedad anérgica cuando no
se produce respuesta inmune celular (Beneson, 1983). En el resto de
casos la reaccidn se hace positiva en unas 6 semanas y persiste toda
la vida (Garnham y Humphrey, 1985). En perros infectados
experimentalmente no se apreciaron reacciones positivas en ninguin
caso (Martinez et al., 1995). En leishmaniosis cutanea difusa humana
tampoco se obtienen reacciones positivas, que consisten en una
reaccion de hipersensibilidad retarda con inflamacion de la dermis en

el punto de inoculacién (Garnham y Humphrey, 1985).
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FENOMENOS INMUNOPATOLOGICOS DE LA LEISHMANIOSIS
CANINA

Complejos inmunes circulantes

El perro es un modelo ideal para el estudio de las alteraciones
del sistema inmune en la leishmaniosis humana (Brandonisio et al.,
1990). La producciébn de Ac es enorme, pero perjudica mas que
protege al paciente. Los Ac especificos pueden opsonizar los
amastigotes faciltando su fagocitosis por los macréfagos,
precisamente la célula que parasita este protozoo. Ademas, se
producen muchos Ac que no parecen ser especificos frente al parasito
y que pueden incluir auto-anticuerpos capaces de desarrollar lesiones
inmunomediadas (Slappendel, 1988). Varios trabajos han confirmado
la elevada incidencia de CIC en pacientes con Leishmaniosis visceral
(Carvalho et al.,, 1983; Pearson et al., 1983; Galvao-Castro et al.,
1984).

La leishmaniosis comparte algunos sintomas con el LES canino,
tales como poliartritis, lesiones mucocutaneas, glomerulonefritis, fiebre,
linfadenopatia y esplenomegalia (Henriksson et al., 1998). Desde hace
tiempo se considera que el LES se produce como consecuencia de la
formacion de complejos Ag-Ac que causan la lesion de los tejidos. Se
desconoce si los antigenos son del propio paciente o exdgenos
(Koffler, 1980). En la leishmaniosis canina, la formacion de

inmunocomplejos, compuestos por antigenos parasitarios 'y

84



Revision Bibliogréfica

anticuerpos del hospedador causa alteraciones organicas como
insuficiencia renal, uveitis, vasculitis y poliartritis (Varela y Valladares,
1997).

Se ha demostrado la precipitacién de inmunocomplejos sobre la
membrana basal de glomérulos y tubulos en las areas mesangiales
(Palacio et al., 1997). Desde hace tiempo, se ha demostrado la
capacidad de distintos tipos de CIC para inducir lesiones renales,
provocar granulomas o lisar plaquetas (Sharp et al., 1971), y existen
muchas pruebas de que los complejos solubles circulantes
compuestos por anticuerpos nucleares participan en la patogenia de

las lesiones renales (Sharp et al., 1971).

Los mecanismos implicados en la generacion de los CIC
durante la leishmaniosis visceral no son bien comprendidos y se han
propuesto varias hipotesis. Primero, la reaccion de los antigenos
parasitarios circulantes con sus correspondientes anticuerpos seria la
causa de la aparicibn de CIC como se ha demostrado en otras
enfermedades parasitarias. Sin embargo, CIC purificados de un
paciente con leishmaniosis visceral no contenian apenas antigenos
parasitarios. En segundo lugar, los CIC pueden también formarse por
una reaccién entre los auto-anticuerpos y sus correspondientes
antigenos. Los CIC pueden ser consecuencia de la interaccion entre Ig
como se ha demostrado en modelos experimentales de activacion

policlonal de células B. De hecho, se sabe que los Ac iniciados en la
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activacion policlonal de linfocitos B pueden reaccionar con otras
moléculas de lg, actuando como factores similares al factor reumatoide
(Galvao-Castro et al., 1984). La correlacién significativa encontrada
entre el C1q, niveles de factor reumatoide y de IgG son indicativos de
la participacién del factor reumatoide en la generacion de CIC como se
ha demostrado en la tripanosomiasis humana. Otro segundo tipo de
interaccion entre inmunoglobulinas son los Ac anti-idiotipos. La
interaccion de estos Ac con varios determinantes idiotipicos se ha
demostrado en ratones con tripanosomiasis (Galvao-Castro et al.,
1984).

Si bien se acepta la implicacion de CIC en la patogenia de las
poliartritis asociadas a leishmaniosis, en la practica es dificil probar el
papel de estos CIC. Los CIC de mayor capacidad patdgena son lo que
se forman en presencia de un ligero exceso de Ag. Son complejos
pequeiios que fijan el complemento con menor eficacia que los
complejos grandes. Ello hace que sean eliminados por el SMF con
mayor dificultad, circulen durante mas tiempo y puedan depositarse en
estructuras vasculares especializadas (uvea, rifidén, articulaciones)
donde provocan el inicio de reacciones inflamatorias, bien a través del
propio complemento fijado, que estimula la atraccion de neutréfilos o
bien por la accion directa sobre estos CIC de las plaquetas. Estos
complejos pequefios una vez fijados pueden solubilizarse o ser

reabsorbidos, dificultando su identificacion, aunque ello no explicaria
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por qué en otras localizaciones (glomérulo renal) si son faciles de

identificar (Varela y Valladares, 1998).

La persistencia de CIC en pacientes con leishmaniosis visceral
puede estar favorecida por otros mecanismos; L donovani es un
parasito intracelular obligatorio que induce una proliferacion local de
las células del SMF en medula 6sea, nddulos linfoides, bazo e higado.
Es posible que los parasitos interfieran con la capacidad de estas
células para eliminar los CIC. Los dafios hepaticos son similares a los
observados en la hepatitis cronica y en las fases iniciales de la cirrosis

hepatica (Galvao-Castro et al., 1984).

La distribucién eficiente de CIC a las células del SMF y su
procesamiento evita el riesgo potencial de lesiones por depdsito de
CIC en los tejidos y también puede ser importante en el desarrollo de
la respuesta inmune humoral. En roedores y primates, el higado y el
bazo son los principales puntos de eliminacion de los CIC (Davies et
al., 1995).

Los CIC pueden jugar un papel importante en la disminucion de
la capacidad fagocitica. Trabajos previos han demostrado que los CIC
son capaces de afectar a la capacidad fagocitica de los PMN humanos
en personas con leishmaniosis visceral. En perros, la elevacién de los
niveles de CIC se ha demostrado por varios autores, y por tanto es
posible pensar que la menor capacidad fagocitica en perros con
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leishmaniosis esté relacionada con estos CIC. De hecho, los CIC
pueden unirse a los receptores Fc de los monocitos bloqueando la
opsonizacién de Ac (Brandonisio et al., 1990). Los CIC y el FR pueden
inhibir el desarrollo de una respuesta inmune celular especifica
(Pearson et al., 1983). Otros autores han demostrado que los
monocitos de perros infectados con leishmania muestran una
deficiente capacidad para fagocitar L. Infantum o C. Albicans
(Brandonisio et al., 1990).

Aunque se ha establecido una clara relacion entre los CIC y las
lesiones de la enfermedad renal y vascular, resulta dificil identificar el
mecanismo de las alteraciones tisulares en otras manifestaciones del
LES. Los estudios realizados en biopsias cutdneas por
inmunofluorescencia muestran que alrededor de la mitad de los
pacientes con LES poseen depdsitos de CIC en la membrana basal de
la epidermis, aunque no siempre producen inflamacién (Koffler, 1980).
La incidencia de estos depdsitos en la piel normal aumentaba en
pacientes con enfermedad renal, los cuales a menudo mostraban
concentraciones mayores de CIC (Koffler, 1980). Las biopsias de
pacientes con LES y con proteinuria importante mostraban depdsitos
granulares de Ig y Complemento a lo largo de la membrana basal del
glomérulo, la membrana a través de la cual se filtra la sangre. El
deposito continuado de dichos CIC determina el engrosamiento de las

paredes capilares. Los CIC pueden identificarse gracias a que la
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fraccion C1q del Complemento forma un precipitado con agregados de
lg (Koffler, 1980).

En el papel patogénico de los CIC parecen ser importantes las
diferencias cualitativas de los anticuerpos, tales como su avidez o
tendencia a unirse al Ag. En un experimento se ajusté la dosis de Ag
de forma que se mantuviera un moderado exceso de Ag, es decir, un
estado en el que habia algo mas de Ag que de Ac en los complejos.
Estos complejos eran especialmente aptos para provocar una
glomerulonefritis membranosa cronica. El comienzo de la nefritis
coincidia con un marcado incremento de depésitos en el rifidn, lo que
sugeria que la lesion inicial facilitaba el incremento de los depdsitos y
gue un posible factor adyuvante era la saturacién del SMF (Koffler,
1980). Los CIC varian en cuanto a su potencial patdgeno y ello explica
en parte el amplio margen de sintomas clinicos. El lugar del depdsito y
la iniciacion de la respuesta inflamatoria dependen del tamafio del CIC,
del numero de sitios de unién de los antigenos con los anticuerpos, del
namero de anticuerpos distintos y de su afinidad por los antigenos
(Koffler, 1980).

Es necesario considerar tres factores importantes para valorar el
status renal de los perros con leishmaniosis: el depdsito de anticuerpos
y CIC sobre la membrana basal del glomérulo, la tubulonefrosis
especialmente del tabulo proximal y la proteinuria. EI aumento en la

excreccion urinaria de enzimas es consecuencia del depdsito de CIC y
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de la tubulonefrosis (Palacio et al., 1997). Los CIC se detectaron en el
100% de perros con leishmaniosis e insuficiencia renal. La proteinuria
normalmente desaparece con el tratamiento pero no la insuficiencia
renal (Slappendel, 1988). A la vista de otras enfermedades por
inmunocomplejos, la leishmaniosis canina debe considerarse una
enfermedad por inmunocomplejos con insuficiencia renal como la

ltima consecuencia (Slappendel, 1988).

Los CIC se han incriminado como la causa de vasculitis
(arteritis) sistémica necrotizante en perros con leishmaniosis
(Pumarola et al., 1991). La vasculitis sistémica es caracteristica de una
variedad de sindromes clinicos y produce inflamacion de vasos y
alteraciones isquémicas. La mayoria de vasculitis se considera que
tienen un origen inmunomediado, participando reacciones de
hipersensibilidad de tipo Il y IV o por la presencia de auto-Ac frente a
antigenos de las paredes vasculares (Pumarola et al., 1991). En los
dos casos de arteritis necrotizante sistémica descritos, los sintomas
fueron edemas de la cabeza en un perro y sintomas gastrointestinales
en el otro. Histopatologicamente, multiples 6rganos estaban afectados
y las lesiones se atribuyeron al depésito de CIC (Pumarola et al.,
1991). En un perro se detectaron auto-aglutininas y ANA en asociacion

con artritis no-supurativa (Ciaramella et al., 1997).

Otra forma de abordar el estudio de los CIC consiste en

examinar las crioglobulinas, globulinas que precipitan en zonas donde
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la temperatura corporal es inferior a la normal. Pacientes con grandes
cantidades de crioglobulinas, constituidas fundamentalmente por IgM,
mostraban importantes depdsitos de IgM en sus rifiones, en contraste
con otros pacientes con LES renal donde la principal Ig era la 1gG. El
factor reumatoide IgM es también el principal componente de las
crioglobulinas circulantes en el LES (Koffler, 1980). Las crioglobulinas
en altas concentraciones se han demostrado en el suero de perros con
leishmania. En épocas frias, las crioglobulinas precipitan en los
capilares sanguineos de la extremidades y otras zonas distales

produciendo isquemia y necrosis (Slappendel, 1988).

Anticuerpos antinucleares

Los anticuerpos antinucleares constituyen una parte importante
de los CIC encontrados en enfermedades como el LES y en algunas
enfermedades parasitarias crénicas tales como la malaria o la
tripanosomiasis. En ambos casos se ha demostrado el desarrollo de
ANA, en este caso contra ADN-cs y ADN-dc (Thivolet et al., 1965; Adu
et al., 1982).

El LES ha servido de prototipo para el estudio de las
enfermedades producidas por CIC (Koffler, 1980). En el LES los
principales anticuerpos circulantes estan dirigidos principalmente
contra antigenos nucleares (Koffler, 1980). Se ha demostrado ademas,
gue existe una correlacion sorprendente entre las exacerbaciones de

la enfermedad y la reduccién de los niveles séricos del Complemento,
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que es fijado por los CIC y depositado en los tejidos o eliminado por
las células del SMF (Koffler, 1980). El complejo Ac-ADN fue el primer
agente especifico productor de lesion tisular identificado en la
glomerulonefritis del LES humana (Koffler, 1980). En la
glomerulonefritis, los anticuerpos de alta afinidad se depositan en el
rinon preferencialmente en forma de complejos. En consecuencia, Si
se determinan Unicamente los anticuerpos circulantes presentes en el
suero, no se detectaran aquellos anticuerpos de mayor avidez que
formen parte de los CIC precipitados (Koffler, 1980).

En personas con uveitis secundaria e idiopatica se ha
demostrado la presencia de ANA anti-ds-ARN y ADN-dc en el 37 vy
24% respectivamente de los pacientes (Epstein et al., 1971). Se
especula que estos ANA sean la consecuencia de una hiperreactividad
inmune similar a lo que ocurre en el LES. Estos pacientes con uveitis
alcanzaban unos titulos de ANA tan altos como los del LES. Como en
otros trabajos es dificil saber si los ANA son la causa de la uveitis 0
s6lo una consecuencia mas de una alteracién inmune generalizada, lo

cual no le resta importancia patogénica (Epstein et al., 1971).

En leishmaniosis humana se han investigado los ANA (Argov et
al., 1989). Se observo una diferencia clara entre el nivel de ANA para
antigenos nucleares no-histonas en pacientes con leishmaniosis
cutanea respecto a leishmaniosis visceral. En el suero de pacientes

con leishmaniosis visceral, se detectaron anticuerpos anti Sm, RNP y
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SS-B en el 83, 86 y 73% de los pacientes respectivamente. Por el
contrario, en la leishmaniosis cutanea menos del 25% mostraron ANA.
También encontraron que personas sanas de areas endémicas tenian
mas ANA que las personas sanas de areas no endémicas. Esto parece
indicar una exposicion constante a los agentes patdégenos que también
estimula el sistema inmune a producir un repertorio mas amplio de
antigenos nucleares. Los mismos autores investigaron otros antigenos
nucleares, concretamente ADN-cs, histonas y SS-A sin que hubiera

diferencias significativas entre la leishmaniosis visceral y cutanea.

La prevalencia de ANA en la leishmaniosis canina ha sido
determinada previamente. En 14 de 45 perros con leishmaniosis
(31%), se encontré un titulo positivo de ANA (Slappendel, 1988). En
otro estudio 28 de 53 perros (52%) mostraron titulos positivos de ANA.
Cinco de 24 dieron pruebas de Coombs directo positivos (Ciaramella et
al.,, 1997). En un estudio anterior, empleando criocortes de higado de
rata como substrato, la prevalencia de ANA en perros con leishmania
fue del 15,9% y su presencia no estuvo asociada significativamente a
la aparicion de glomerulonefritis (Lucena et al., 1996). La muestra
estudiada fue relativamente pequefia para una enfermedad tan

variable clinicamente como la leishmaniosis canina.

El mecanismo preciso que conduce al desarrollo de ANA en la
malaria y otras infecciones y el papel que juega en el dafio tisular no
se conoce (Adu et al., 1982). Se ha sugerido que el desarrollo de altos
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niveles de Ac IgM contra antigenos no parasitarios en la malaria se
debe a la activacion policlonal de linfocitos B iniciada por mitégenos

procedentes del parasito (Adu et al., 1982).

Los linfocitos B humanos normales tienen receptores para ADN
y el desarrollo de Ac anti-ADN puede ser por tanto una respuesta
normal a la presencia de ADN circulante. Ademas, los Ac humanos
anti-ADN reaccionan de forma cruzada con ADN bacteriano, viricos y

de otros mamiferos (Adu et al., 1982).

Varias hipotesis pueden plantearse para explicar el desarrollo
de ANA en la leishmaniosis humana. La primera se basa en la
hipergammaglobulinemia tipica de leishmaniosis visceral. Durante la
activacion policlonal de células B todos los clones son estimulados
incluyendo los clones auto-reactivos. Se ha demostrado que antigenos
solubles del parasito son mitogénicos y disparan la produccién de
auto-anticuerpos. Ademas, incluso en la leishmaniosis cutanea, que no
se caracteriza por la hipergammaglobulinemia, los Ag de leishmania
pueden inducir blastogénesis y respuestas linfoproliferativas (Argov et
al., 1989). El trabajo de Galvao-Castro et al. (1984) concede gran
importancia a la activacion policlonal como fuente de CIC, auto-Ac
frente a musculo liso y ANA. Apoyan su hipétesis en la elevacion de
IgG e IgM. Se ha demostrado que en leishmaniosis humana se
produce una alteracion de la respuesta de linfocitos T y por tanto la
hiperactividad de células B puede deberse a un déficit en la regulacion
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gue las células T deben ejercer sobre ellas. En contra de esto puede
objetarse que la inmunosupresion observada en la leishmaniosis
humana se ha asociado a un predominio de las células T supresoras
(Galvao-Castro et al., 1984).

En otras infecciones como la esquistosomiasis donde se
considera que la activacion policlonal es la causa de la formacion de
ANA, predominan los ANA anti-ADN-cs, mientras que en la
leishmaniosis visceral, soOlo el 4% de los pacientes tienen este tipo de
ANA. Debe haber por tanto otros mecanismos implicados en la
produccion de auto-anticuerpos (Argov et al., 1989). Esto contrasta con
otro trabajo anterior donde el 41,2% de pacientes tenian Ac anti-ADN-
cs (Galvao-Castro et al., 1984). Los anticuerpos anti ADN identificados
en enfermedades infecciosas son, en la mayoria de casos, anti ADN-
cs con la excepcion de algunas infecciones bacterianas donde los CIC
estaban constituidos por complejos ADN-dc y sus autoanticuerpos
especificos (Adu et al., 1982).

El segundo mecanismo para explicar la induccion de auto-
anticuerpos, puede ser la liberacidon de antigenos secuestrados cuando
las células o los tejidos adyacentes son lesionados en el curso de la
enfermedad. Algunas caracteristicas predominantes de la
leishmaniosis visceral que pueden ser la consecuencia de respuestas
inmunes frente a antigenos secuestrados son la anemia, leucopenia,

ulceracion intestinal y dafio miocérdico (Argov et al., 1989).
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Una tercera hipoétesis para la induccion de auto-anticuerpos es
la imitacion o el mimetismo molecular. Hay reacciones cruzadas entre
los antigenos del agente infectante y los del hospedador. Esto se ha
demostrado en infecciones por micobacterias y en el caso de
leishmania existe la posibilidad de que se compartan determinantes
antigénicos entre los antigenos Sm, RNP y SS-B, ya que se ha
demostrado la inhibicion de ANA para estos antigenos mediante la
incubacion de las muestras con cultivos de promastigotes, algo que
sucedia con 4 especies diferentes de leishmania. Por este motivo y por
el trabajo realizado con monoclonales frente a antigenos de
leishmania, es posible que este mecanismo sea el principal implicado
en la formacion de ANA en la leishmaniosis visceral humana (Argov et
al., 1989).

La significacion clinica de los anticuerpos anti-ADN-cs en
malaria no se conoce. Al igual que en el LES se pueden producir
lesiones tisulares por depdsitos de CIC ADN-anti-ADN (Tan et al.,
1966), es posible que los CIC presentes en malaria jueguen un papel
similar (Adu et al., 1982).

En personas con esquistosomiasis cronica, se producen
alteraciones profundas en el sistema inmune que son probablemente
la consecuencia de la presencia de una gran cantidad de antigenos
parasitarios durante mucho tiempo o toda la vida del enfermo. Se
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considera que estos ANA tienen consecuencias en la patogenia y
lesiones de la enfermedad (Bendixen et al., 1984). Se ha comprobado
gue los anticuerpos contra ENA, particularmente contra el Ag Sm son
una caracteristica frecuente en la esquistosomiasis crénica humana.
Otros pacientes con enfermedades inflamatorias crénicas similares de
tipo conectivo presentan un perfil de ANA significativamente distinto
(Bendixen et al., 1984).

Se ha observado que las proteinas ribosdmicas acidicas del
parasito L. infantum son antigenos importantes que inician una
respuesta inmune muy acusada tanto en el hombre como en el perro.
La proteina es un inmundgeno potente. Parece ser, sin embargo, que
a pesar de que las proteinas ribosémicas estan muy conservadas a lo
largo de la filogenia, los Ac producidos serian especificos de
Leishmania y no reaccionan con las proteinas ribosdmicas de otras
especies (Soto et al., 1996; Soto et al.,, 1998; Soto et al., 2000). En
caso contrario, se producirian reacciones cruzadas y los Ac anti-

ribosomas constituirian ANA.

Otras proteinas nucleares inmunogénicas son las histonas del
parésito. Los perros con infeccion natural tienen anticuerpos que
reaccionan con las histonas H2B y H4. Esta inmunorespuesta seria
también especifica para histonas del parasito y no habria reaccién
cruzada con histonas de mamiferos. Se hizo un estudio comparativo

de la prevalencia de anticuerpos entre perros con leishmania
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enfrentando el suero con 4 tipos de histonas. Aunque la respuesta
inmune fue muy heterogénea frente a estas proteinas, las histonas
H2B y H3 fueron inmundégenos mas prevalentes que las histonas H2A
y H4 en la leishmaniosis natural (Soto et al., 1998; Soto et al., 1999).

Autoinmunidad

Varias enfermedades producidas por parasitos, bacterias y virus
se han asociado con la induccion de auto-anticuerpos. EI mecanismo
puede ser la estimulacién de un clon de linfocitos que segreguen un
auto-Ac especifico o de una poblacion completa de clones auto-
reactivos como ocurre en las activaciones policlonales de células B
(Argov et al.,, 1989). Esta dultima situacion se acompafia de
hipergammaglobulinemia. La leishmaniosis humana es uno de estas
enfermedades y ha sido estudiada como modelo para explicar la

relacion entre la infeccion y la autoinmunidad (Argov et al., 1989).

En la leishmaniosis humana, la hipergammaglobulinemia se
asocia con la aparicion de una serie de auto-anticuerpos incluyendo
anticuerpos anti antigenos nucleares, CIC y factor reumatoide
(Bergeaud, 1988; Argov et al., 1989).

En personas sanas se ha descrito la presencia de Ac naturales
séricos frente a diferentes auto-antigenos como tubulina, actina,
mioglobina, albumina y transferrina (Avrameas et al.,, 1981). En

leishmaniosis visceral humana se han detectado anticuerpos
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circulantes frente a tubulina y filamentos intermedios (Argov et al.,
1989).

Los antigenos de la membrana del parasito son especialmente
importantes pues se ven expuestos y estimulan directamente al
sistema inmune del animal (Pateraki et al., 1983). Desde hace tiempo
se conoce la presencia de tubulina y tal vez actina en la superficie del
parasito y se ha demostrado que los anticuerpos especificos para
estas proteinas también reconocen y reaccionan contra la tubulina y
actina presentes en las células del perro (Pateraki et al., 1983). Al igual
gue con los ANA vy otros auto-anticuerpos, lo que no se ha demostrado
claramente es el papel patdégeno que puedan tener. Existen dos
hipotesis para explicar la presencia de anticuerpos antiactina y
antitubulina en la leishmaniosis canina. La primera es que tanto los
auto-anticuerpos como la hipergammaglobulinemia son producto de la
activacion policlonal de los linfocitos B. La segunda es que los
anticuerpos anti-actina y antitubulina se producen de forma especifica
frente a los antigenos del parésito. Esta hipétesis se ve apoyada por la
presencia de tubulina en la membrana del parasito. Ambas hipotesis

no son mutuamente excluyentes (Pateraki et al., 1983).

Aunque existen evidencias de la presencia de procesos
autoinmunes en la leishmaniosis visceral humana, no se conoce si los
auto- anticuerpos estan directamente implicados en la patologia de la
enfermedad (Galvao-Castro et al, 1984). En las formas

99



Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

mucocutaneas, sin embargo, existen evidencias circunstanciales que
apuntan a un proceso de autoinmunidad responsable de la destruccion
tisular iniciado posiblemente por reaccion cruzada entre antigenos del
parasito y del hospedador, igual que se ha especulado en las
infecciones por L. donovani y T. cruzi en el hombre. Asi, la predilecciéon
por el dafio tisular visto a nivel mucocutaneo, podria explicarse por una
localizacion preferencial de anticuerpos con reaccion cruzada en esta

parte del cuerpo (Presto, 1987; Towbin et al., 1987).

En el perro, las células B de animales infectados muestran una
produccion exagerada de anticuerpos cuando se estimulan con un
extracto de antigenos de leishmania. Esta activacion policlonal de
células B se asocia con la produccion de auto-anticuerpos y de hecho,
todos los perros con leishmania parecen presentar auto-anticuerpos
frente a musculo liso y estriado, mitocondrias y antigenos nucleares
(Brandonisio et al., 1990). Aparte de la activacion policlonal, las
reacciones cruzadas entre antigenos del hospedador y del parasito es
otro origen de auto-anticuerpos demostrado en la leishmaniosis
canina, donde también se han identificado anticuerpos anti-actina y
anti-tubulina (Pateraki et al., 1983). Estos auto-anticuerpos pueden
estar relacionados con las lesiones de miocarditis y dermatomiositis

descritas en perros con leishmaniosis (Brandonisio et al., 1990).

La atrofia muscular es un sintoma frecuente en perros con

leishmaniosis. En biopsias musculares de estos animales se ha

100



Revision Bibliogréfica

demostrado la presencia de amastigotes dentro de macrofagos y
células musculares junto con CIC IgG. Ademas, existen auto-
anticuerpos frente a las células musculares en el suero de todos los

perros estudiados (Vamvakidis et al., 2000).

En ratones infectados de forma experimental, se ha identificado
la produccién de auto-anticuerpos con reaccién cruzada frente a
proteinas musculares (Preston, 1987). Ceci et al. (1988) encontraron
titulos positivos de anticuerpos anti musculo cardiaco en 19 de 35

perros con leishmaniosis.

También se ha demostrado la existencia de reacciones
cruzadas entre glicoproteinas liberadas por el parasito y proteinas de
la membrana de eritrocitos humanos (Decker-Jackson y Honigberg,
1978; Kager et al., 1984; Towbin et al., 1987). Estos auto-Ac se ponen
de manifiesto en la prueba de Coomb's y son de la clase IgG. Mediante
pruebas de aglutinacion también se encontraron anticuerpos anti
linfocitos, granulocitos y plaquetas en el suero de algunas personas
con leishmaniosis visceral. En el caso de los anticuerpos anti-
eritrocitos y anti-plaquetas, el porcentaje de sueros positivos fue de
mas del 80% (Kager et al., 1984).

La anemia asociada a leishmaniosis también se considera de
origen inmunomediado (Bergeaud, 1988). En perros con leishmaniosis
se demostrado que la fluidez de la membrana de los eritrocitos esta
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disminuida (DeLuna et al., 2000). Aunque estos autores no investigan
la posibilidad de auto-anticuerpos frente a proteinas de superficie del
eritrocito, este mecanismo podria explicar esta mayor rigidez, que

provocaria secuestracion esplénica y menor vida media de las células.

En la leishmaniosis visceral y cutanea humana se ha
demostrado la presencia de anticuerpos IgM frente a
galactocerebrosidos. La distribucion de galactocerebrésidos en
mamiferos esta restringida. No se encuentran en ningun érgano con
excepcion del rinidn ademas del cerebro, donde, especialmente la
sustancia blanca, es rico en galactocerebrésidos a nivel de la mielina.
La interaccién de Ac con los galactocerebrosidos se ha implicado en
alteraciones de la mielina. Por este motivo, la presencia de anticuerpos
anti galactocerebrésidos en leishmaniosis y en la enfermedad de
Chagas (tripanosomiasis) se piensa puede participar en los sintomas
nerviosos de ambas enfermedades (Avila y Rojas, 1990). El origen de
estos auto- anticuerpos seria una reaccion cruzada con antigenos del
quinetoplasto que son comunes a ambos parasitos (Avila y Rojas,
1990).
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En general, al ser nuestro objetivo estudiar la prevalencia de
ANA en leishmaniosis canina, el criterio de inclusion empleado fue la
existencia de un diagndstico fiable mediante citologia, en aspirados de
ganglio popliteo o en médula 6sea. Una parte de los animales incluidos
lo fueron de forma retrospectiva, mientras que otra parte de la
poblacion estudiada se incluyé de forma prospectiva. En todos los
animales se disponia de informacion del examen clinico, donde se
buscaron con especial atencién los sintomas mas frecuentemente
asociados con el depésito de inmunocomplejos circulantes, como son
la presencia de glomerulonefritis, dermatitis, uveitis y artritis. Ademas
del examen clinico, en la mayoria de ellos se disponia de los
resultados del hemograma y en todas las muestras se realizd
bioguimica sanguinea con determinacion, como minimo, de proteinas
totales, urea y creatinina séricas. En los perros incluidos con caracter
prospectivo, se realizO0 la determinacibn del cociente

proteina/creatinina en orina (UPC).

PREVALENCIA DE ANA EN LA LEISHMANIOSIS CANINA
Inmunofluorescencia sobre higado de rata
Poblacion

Se emplearon 60 perros con leishmaniosis adquirida de forma
natural (Tabla 6). Todos los perros eran sintomaticos y el diagnéstico
se confirmd mediante observacion directa del parasito en aspirados de

ganglio linfatico.
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Perro Raza Sexo | Edad Perro Raza Sexo | Edad
NO

1 Pastor Aleman M 4,5 70 Breton H 3
2 Pastor Belga H 5 71 Dobermann M 2
3 Pastor Aleman M 4 72 Dobermann M 4
4 Pastor Aleman M 5 73 Pastor Aleman M 6
5 Rottweiler M 3,5 74 Pastor Aleman H 6,5
6 Labrador H 4,5 75 Teckel M 3
7 Cruzado H 4 76 Pastor Aleman M 3
8 Caniche M 4 77 Drahthaar M 6
9 Mastin H 5 78 Pastor Aleman M 4,5
10 Podenco M 2,5 79 Pastor Aleman H 4
11 Pastor Aleman M 3 80 Schnauzer H 3
18 Mastin M 55 81 Pastor Aleman M 3
19 Dobermann M 4,5 82 Dobermann M 4
20 Cocker M 0,75 83 Pointer H 5
24 Cruzado M 3 84 Boxer M 3
25 Podenco M 55 85 Boxer H 8
26 Pastor Aleméan M 5 86 Mastin M 5
27 Pastor Aleman M 5 87 Dobermann H 8
30 Pastor Aleman M 4 88 Dobermann M 8
31 Braco Aleman M 4 89 Mastin M 3
32 |Aguas espafiol M 5 90 Cruzado M 6
33 Boxer H 2 91 Pastor Aleman M 7
34 Dobermann H 3 92 Dobermann M 5
59 |Aguas espafiol M 5 93 Mastin H 4,5
60 Cruzado M 5 94 Labrador M 4
61 Dobermann H 7 95 Dobermann M 6
62 Braco Aleman M 3,5 96 Pastor Aleman M 4
63 |Pastor Aleman M 7 97 Setter Ingles M 3
64 Pastor Aleman M 5 98 Cruzado H 8
69 Cruzado H 4 99 Podenco M 3

Tabla 6.- Resefia de los perros con leishmaniosis en la prueba de IFI con
criocortes de higado de rata. La numeracion de los animales no es correlativa. N=60;
M=43;H=17.
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Material

Reactivos

. Rata de raza Wistar de 350 g de peso, comercializada por
Griffa, Barcelona.

. 2 Metil butano, Merck.

. Nitrégeno liquido, Merck.

. Medio de cubricién para tejidos congelados, Tissue-tek, Miles
INC.

. Solucion tampoén de PBS.

. Suero control positivo.

. Antisuero anti IgG canina conjugado con isotiocianato de
fluoresceina, desarrollada en conejo, Sigma Immuno Chemicals.

. Medio de montaje acuoso "Immu-mount” (Shandon).

Material de laboratorio
. Micropipeta digital Transferpettor de 10pl, Brand.
. Micropipeta digital Pipetman de 100ul, Gilson.
. Cubreobjetos de 24x60 mm.
. Microscopio de epifluorescencia Axioscop, Zeiss.
. Criotomo "2800 Frigocut N", Reichert-Jung.
. Portaobjetos de teflon de 10 pocillos de 7 mm de diametro,

Nutacon.
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Método

Se prepara un vaso de precipitado con 2-metil-butano y se
introduce en un recipiente con nitrégeno liquido a -96°C para enfriarlo.
A continuacion, se introducen los cortes de higado de rata, de
aproximadamente 0,5 x 0,7 x 0,5 mm de tamafio, en el vaso con 2-
metil-butano durante 4 segundos. La introduccion en metil butano y no
directamente en nitrogeno liquido se realiza para que las muestras no
se congelen rdpidamente y no se provoque la destruccion tisular. Tras
diversas pruebas hemos comprobado que el mejor tiempo de
congelacion es de 4 segundos, tiempo que permite una congelacion
total de las muestras, tanto superficial como internamente, sin que se
produzca una alteracion de los hepatocitos. Una vez congelados se
mantienen a -70°C hasta que se proceda a realizar los cortes en el
criotomo a -20°C, con un espesor de 7 um. La fijacion de los cortes de
higado a los portaobjetos de teflon se realiza por diferencia de
temperatura, sin necesidad de utilizar ningan fijador. Esto lo podemos
realizar en virtud de que la técnica que vamos a utilizar requiere poco
tiempo de realizacion, con lo que no da tiempo a que las muestras se
despeguen del portaobjetos. Las muestras asi preparadas se

conservan a -70°C hasta su utilizacion.

Una vez preparados los portaobjetos con los cortes de higado,
comenzamos la siembra de los mismos. Para la realizacion de la

inmunofluorescencia indirecta necesitamos incluir en cada porta un
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control positivo y otro negativo, para comprobar la fiabilidad de la
técnica. El control positivo es un suero de perro ANA positivo, por lo
que dara fluorescencia positiva. Utilizamos como control negativo la

solucion tampdén de PBS que no fija la fluorescencia.

La técnica consiste en sembrar en cada pocillo 25 pl de cada
muestra problema a una dilucién de 1:20 en PBS teniendo cuidado de
gue no rebose, ya que se mezclarian los distintos plasmas e induciria
a error en la interpretacién. Esta dilucion se emple6 como titulo de
corte, ya que utilizada sobre una muestra de 30 animales sanos no se
obtuvieron resultados positivos. En cuanto al control positivo, se
siembran 25 pl del mismo a una dilucion de 1:10 en PBS, dilucion a la
gue este suero produce un resultado positivo. En lo referente al control
negativo, sembramos 25 ul de PBS. En cada porta caben 10 muestras,
8 problemas y los 2 controles. Tras la siembra, se dejan incubar los
portaobjetos a temperatura ambiente durante 30 minutos. Pasado este
tiempo, se lavan los portaobjetos por inmersion en PBS, primero
durante 5 minutos y a continuacion durante 10 minutos. Tras esta fase
de lavado secamos los portaobjetos con papel absorbente con cuidado

de no tocar los cortes de higado.

El siguiente paso consiste en afadir a cada pocillo 25 ul de
antisuero anti-lgG marcados con isotiocianato de fluoresceina a una
dilucién de 1:50 en PBS. Esta dilucién es la mas adecuada después de

ensayar diversas diluciones. Este paso debe hacerse répido para
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evitar que se sequen los portaobjetos y se pierda fluorescencia. Tras
este paso, se incuban los portaobjetos a temperatura ambiente en

medio hiumedo y en cAmara oscura durante 30 minutos.

A continuacion, se lavan de nuevo los portaobjetos siguiendo la
misma técnica que al principio. Se secan y se les coloca un
cubreobjetos encima fijado con el medio de montaje acuoso "Immu-
mount”, especialmente preparado para que se fije el cubreobjetos y no
de interferencias en la observacibn con el microscopio de
fluorescencia. Tras esto, se observan los portaobjetos en el
microscopio de fluorescencia, con una lampara de vapor de mercurio,

a 20 y 40 aumentos y en fondo oscuro.

Inmunofluorescencia sobre células Hep 2

Poblacion

Se emplearon 67 perros con leishmaniosis adquirida de forma

natural (Tabla 7). Todos los perros eran sintomaticos y el diagnéstico

se confirmd mediante observacion directa del parasito en aspirados de

ganglio linfatico.

109



Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

Perro Raza Sexo | Edad Perro Raza Sexo | Edad
1 Pastor Aleman M 4,5 35 Boxer M 4
2 Pastor Belga H 5 36 Pastor Aleman M 3
3 Pastor Aleman M 4 37 Galgo H 2
4 Pastor Aleman M 5 38 Dobermann M 5
5 Rottweiler M 3,5 39 Pit bull Terrier M 1
6 Labrador H 4,5 40 Pointer H 4
7 Cruzado H 4 41 Pastor Aleman M 2
8 Caniche M 4 42 Fox-terrier M 1
9 Mastin H 5 43 Cocker M 3
10 Podenco M 2,5 44 Pointer H 2
11 Pastor Aleman M 3 45 Bretén H 6
12 Gran Danés M 2 46 Aguas espaiiol M 1
13 Pastor Aleméan M 3,5 47 Schnauzer H 7
14 Pastor Aleman M 3 48 Cruzado M 8
15 Cruzado H 2 49 Mastin M 3
16 Rottweiler M 5 50 Husky H 2
17 Pastor Aleman H 5 51 Pointer H 6
18 Mastin M 5,5 52 Podenco H 5
19 Dobermann M 4.5 53 Gran Danés H 2
20 Cocker M 0,75 54 Boxer M 3
21 Bretén H 5 55 Cruzado H 2
22 Pastor Aleman M 5 56 Rottweiler H 0,75
23 Aguas espaiiol H 1,25 57 Cruzado M 4
24 Cruzado M 3 58 Pastor Aleméan M 1,25
25 Podenco M 55 59 Aguas espaiiol M 5
26 Pastor Aleman M 5 60 Cruzado M 5
27 Pastor Aleman M 5 61 Dobermann H 7
28 Gran Danés H 4,5 62 Braco Aleméan M 3,5
29 Bretén H 45 63 Pastor Aleman M 7
30 Pastor Aleman M 4 64 Pastor Aleman M 5
31 Braco Aleman M 4 65 Presa canario M 6
32 |Aguas espafiol | M 5 66 Breton M 2,5
33 Boxer H 2 67 Dobermann H 4,5
34 Dobermann H 3

Tabla 7.- Resefia de los perros con leishmaniosis en la prueba de IFI con

células HEp-2. N =67; M =42; H = 25.
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Material

Reactivos
Todos los reactivos empleados corresponden a los
suministrados en el “canine ANA HEp-2 screening kit” (INOVA

diagnostics Inc).

. Portaobjetos para inmunofluorescencia de 12 pocillos cubiertos
con células HEp-2

. Conjugado anti IgG canina (H + L).

. Control positivo.

. Control negativo.

. Medio de montaje.

. Buffer fosfato salino pH 7,4 (PBS).

Material del laboratorio
. Micropipetas digitales de diversos volumenes, Nychiryo.
. Pipetas de Pasteur desechables.
. Camara humeda.

. Microscopio de fluorescencia Olympus BX40.

Método
Se prepara el PBS diluyendo la solucién concentrada con 1 litro
de agua destilada. EI PBS se emplea para diluir las muestras problema

con una dilucién inicial de 1:40 a partir de la cual se considera la
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positividad. La titulacion de las muestras positivas se efectiia mediante
diluciones dobles en PBS. Este punto de corte es el recomendado por
el fabricante y fue comprobado sobre una muestra de 30 animales

sanos donde no se obtuvieron resultados positivos.

Los portaobjetos con el substrato de células epiteliales se dejan
a temperatura ambiente durante unos minutos. Se aflade una gota en
cada pocillo de los controles positivo y negativo en cada uno de los
portaobjetos. A continuacion se colocan 50 pl de cada muestra
problema. Los portaobjetos, con 10 pocillos cada uno, se incuban en

camara humeda y a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Después de la incubacién se lavan los pocillos con buffer PBS
mediante inmersion durante 5 minutos. Después se sacuden los
portaobjetos enérgicamente para eliminar el exceso de PBS. En el
siguiente paso se afade el conjugado, un suero anti IgG canina (H+L)
marcado con un fluorocromo. Los portabjetos no deben secarse entre
un paso Yy otro. El conjugado se incuba en camara hiumeda y oscura
durante otros 20 minutos, tras los cuales se repite el proceso de
lavado. Finalmente se coloca un cubreobjetos sobre el que se han
aplicado unas gotas de medio de montaje de tal modo que cubra los

pocillos con el substrato sin que se formen burbujas de aire.

La presencia de fluorescencia se establece observando las

muestras en un microscopio de fluorescencia con una lampara de
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mercurio de 495 nm y empleando un filtro de 515 nm de longitud de

onda.

ISOTIPOS DE LOS ANA EN LA LEISHMANIOSIS CANINA

Poblacion

Se seleccionaron los 14 perros ANA positivos por

inmunofluorescencia en cortes de higado de rata (Tabla 8).

PERRO RAZA SEXO EDAD
1 Pastor Aleman M 4,5
2 Pastor Belga H 5
3 Pastor Aleman M 4
4 Pastor Aleman M 5
5 Rottweiler M 3,5
6 Labrador H 4,5
7 Cruzado H 4
8 Caniche M 4
9 Mastin H 5
10 Podenco M 2,5
11 Pastor Aleman M 3
34 Dobermann H 3
63 Pastor Aleman M 7
64 Pastor Aleman M 5

Tabla 8.- Resefia de los perros con leishmaniosis en la prueba de IFI
para la determinacién de los isotipos de ANA. N=14; M=8, H = 6.
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Material

Se empled el mismo material descrito en la técnica de IFI sobre

higado de rata.

Reactivos

Se emplearon los mismos reactivos de la técnica de IFI sobre
higado de rata con la adicion de:

. Antisueros obtenidos en conejo especificos para las cadenas
pesadas de IgG, IgM e IgA caninas (ICN Biomedicals).

. Antisuero obtenido en cabra especifico para IgG de conejo y

marcado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma Immunochemicals).

Método

Para la determinacion de los isotipos, una vez incubados los
cortes de higado de rata con las muestras de suero a la dilucion 1:20 y
lavados, se afiadieron 25 pl de los correspondientes antisueros
diluidos 1:50 en PBS a cada una de las muestras. Después de una
incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente los portaobjetos se
lavaron de nuevo. Los anticuerpos unidos se identificaron afiadiendo
25 pl de antisuero de cabra marcado con isotiocianato y diluido 1:50 en
PBS. El resto del procedimiento se desarrollé tal y como se describe
en el apartado anterior. Los titulos superiores a 1:20 se consideraron

positivos (Barta y Barta, 1993).
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ESPECIFICIDAD ANTIGENICA DE LOS ANA EN LA
LEISHMANIOSIS CANINA

Determinacion de ANA anti ADN de doble cadena:
Inmunofluorescencia sobre Crithidia
Poblacion

Se emplearon 34 perros con leishmaniosis adquirida de forma
natural (Tabla 9). Todos los perros eran sintomaticos y el diagndstico
se confirmd mediante observacion directa del parasito en aspirados de

ganglio linfatico.

Perro Raza Sexo | Edad Perro Raza Sexo | Edad
1 Pastor Aleman M 4,5 18 Mastin M 55
2 Pastor Belga H 5 19 Dobermann M 4,5
3 Pastor Aleman M 4 20 Cocker M 0,75
4 Pastor Aleman M 5 21 Bretdn H 5
5 Rottweiler M 3,5 22 Pastor Aleman M 5
6 Labrador H 4,5 23 Aguas espariol H 1,25
7 Cruzado H 4 24 Cruzado M 3
8 Caniche M 4 25 Podenco M 55
9 Mastin H 5 26 Pastor Aleman M 5
10 Podenco M 2,5 27 Pastor Aleman M 5
11 Pastor Aleman M 3 28 Gran Danés H 4,5
12 Gran Danés M 2 29 Breton H 4,5
13 Pastor Aleman M 3,5 30 Pastor Aleman M 4
14 Pastor Aleman M 3 31 Braco Aleman M 4
15 Cruzado H 2 32 Aguas espariol M 5
16 Rottweiler M 5 33 Boxer H 2
17 Pastor Aleman H 5 34 Dobermann H 3

Tabla 9.- Resefia de los perros con leishmaniosis en la prueba de IFI con
células de Crithidia luciliae. N = 34; M = 22; H = 12.
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Reactivos

Todos los reactivos empleados, salvo el antisuero anti IgG
canina corresponden a los suministrados en el kit “Crithidia luciliae ds-
DNA" (The Binding Site, Birmingham).

. Portaobjetos recubiertos con substrato de C. luciliae. Cada
porta incluye 5 pocillos.

. Control positivo.

. Control negativo.

. Azul de Evans 1%.

. Buffer PBS.

. Medio de montaje de polivinil-alcohol.

Conjugado anti 1gG canina (H+L) FITC (Sigma

immunochemicals).

Material del laboratorio

. Micropipetas digitales de diversos voliumenes marca Nichiryo.
. Pipetas Pasteur desechables.
. Camara humeda.

. Microscopio de fluorescencia Olympus BX40.

Método
Se prepara el PBS diluyendo la solucién concentrada con 1 litro
de agua destilada. ElI PBS se emplea para diluir las muestras problema

con una dilucién inicial de 1:10 a partir de la cual se considera la
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positividad. La titulacion de las muestras positivas se efectia mediante

diluciones dobles en PBS.

Los portaobjetos con el substrato de Crithidia luciliae se dejan a
temperatura ambiente durante unos 30 minutos antes de sacarlos de
su embalaje. Se colocan en camara hiumeda y se afiade una gota en
cada pocillo de los controles positivo y negativo en cada uno de los
portaobjetos. A continuacion se colocan 25 uyl de cada muestra
problema diluida 1:10 en PBS. Los portaobjetos se incuban en camara

hameda y a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Después de la incubacién se lavan los pocillos con buffer PBS
mediante inmersion durante 10 minutos sin agitacién. Después se
sacuden los portaobjetos enérgicamente para eliminar el exceso de
PBS. En el siguiente paso se afiade el conjugado, un suero anti 1gG
canina (H+L) marcado con un fluorocromo (isotiocianato de
fluoresceina) diluido 1:32 en PBS. Es muy importante que este paso se
haga rapidamente para evitar que los portaobjetos se desequen entre
un paso y otro. No deben permanecer al aire durante mas de 15
segundos. El conjugado se incuba en camara himeda y oscura
durante otros 30 minutos, tras los cuales se repite el proceso de
lavado. En este paso de lavado, se pueden afadir 2-3 gotas de azul de
Evans al 1% a cada 100 ml para obtener una contra tincion.

Finalmente se cubren los portaobjetos con un cubreobjetos sobre el
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gue se han aplicado unas gotas de medio de montaje, evitando que se
formen burbujas de aire.

La presencia de fluorescencia en el quinetoplasto es lo que
determina la positividad y se establece observando las muestras en un
microscopio de fluorescencia con una lampara de 495 nm y con un
filtro de 515 nm.

Determinacion de ANA frente a ENA: técnica de doble

inmunodifusion o de Ouchterlony

Poblacién

Se emplearon las muestras de los animales donde se habia
investigado la presencia de ANA frente a ADN de doble cadena (Tabla
9).

Material

. Micropipeta digital, Gilson.

. Placas de agarosa para doble difusion radial (un pocillo central
y 6 periféricos); Lab. Biognost (Gréfelfing).

. Extractos ENA purificados para los autoantigenos: Sm y nRNP,
Biognost (Gréfelfing).

. Controles positivos monoespecificos para los autoanticuerpos;

Biognost (Grafelfing).
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. Buffer fosfato salino pH 7,2.

Método

1. Preparacion de los reactivos

Los antigenos, controles y muestras se conservan a —20°C.
Todos los reactivos se usan una vez que se encuentran a temperatura
ambiente. Las placas de agarosa se dejan equilibrar durante 1 hora en
una cadmara humeda a temperatura ambiente para que reabsorban el
agua de condensacion que puedan haber desarrollado durante la

refrigeracion.

2. Preparacién de las muestras

Los sueros se emplean sin diluir. En los casos donde se
observan lineas de precipitacion marcadas se vuelven a ensayar
diluidos 1:4 en PBS para evitar el efecto de prozona. Este fenomeno
se produce cuando la cantidad de Ac es muy superior a la cantidad de
Ag impidiendo la formacion de complejos Ag-Ac del tamafio suficiente
para precipitar y que puede enmascarar lineas de identidad de

anticuerpos presentes en el suero.

3. Aplicacion de las muestras

Se pipetean 15 yl de cada muestra y de los controles en los
pocillos periféricos y 25 ul del extracto ENA en el pocillo central. Es
importante no derramar ningun reactivo sobre la superficie de la

agarosa.
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4. Incubacion
Las placas se cierran y se incuban a temperatura ambiente
(<25°C) y en camara humeda durante 24 horas. Evitar la iluminacion

directa o la proximidad con radiadores o cualquier fuente de calor.

5. Lectura de las placas

Se realiza una primera lectura a las 24 horas anotando todas las
lineas de precipitacion visibles. Las lineas se clasifican como:
identidad, no-identidad e identidad parcial. Las placas se vuelven a
examinar a las 48 horas. El examen de las placas se realiza con
iluminacion brillante indirecta y sobre un fondo oscuro.

Después de la incubacion los pocillos deben estar llenos con
liquido. Si los pocillos estan vacios es que se produjo evaporacion,
normalmente debido a una temperatura demasiado alta. Los cambios
en la humedad de la agarosa pueden interferir con la reaccion de
precipitacion y crear falsos negativos. Esto es especialmente

importante en el sistema Sm.

Las lineas de precipitacién multiples se deben a la presencia de
varios auto-anticuerpos y hacen que sea dificil su identificacion. En
estos casos se procede a diluir la muestra a 1:2 - 1:4 de modo que
algunas lineas se hagan mas débiles o que las lineas se separen
facilitando su interpretacion. El antigeno Sm es una mezcla de 4
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ribonucleoproteinas (Ul/smRNP, U2/smRNP, U4/5smRNP,
U6/smRNP).

Cada una de estas particulas se compone de una 0 mas
moléculas de ARN y de 7-10 proteinas diferentes. Los epitopes tipicos
del sistema Sm estan presentes en todas ellas y un resultado positivo
se ve normalmente no como una unica linea sino como varias lineas
muy préximas. Los epitopes tipicos del sistema RNP estén presentes
s6lo en la unidad Ul/smRNP, que contiene por tanto epitopes
especificos de ambos sistemas, de modo que sueros con actividad
anti-Sm o anti-RNP situados en pocillos cercanos produciran lineas de
identidad parcial con un espolon tipico (Tan et al., 1988).

La aparicion de lineas de no identidad entre las muestras y los
controles positivos se debe a la presencia de antigenos adicionales en
el extracto ENA y de sus correspondientes anticuerpos en la muestra.
Aunque los extractos comerciales estan purificados y los antigenos
qgue contienen se han identificado, no todos los antigenos nucleares
estan bien caracterizados o se dispone de sueros positivos

monoespecificos que permitan su estandarizacion (Tan, 1988).

Determinacion de ANA frente a histonas: ELISA
Poblacion

Para la determinacion de anticuerpos anti-histonas se
emplearon 93 perros con leishmaniosis adquirida de forma natural. En
aproximadamente la mitad de ellos también se habia determinado la
presencia de ANA mediante inmunofluorescencia indirecta con el fin de
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poder correlacionar ambas técnicas. Los perros eran de diferentes
razas y edades (Tabla 10); el diagnostico se confirmé mediante

observacion directa del parasito en médula 6sea o ganglios linfaticos.

Perro Raza Sexo | Edad Perro Raza Sexo | Edad
1 Pastor Aleméan M 4,5 32 Aguas espafiol M 5
2 Pastor Belga H 5 33 Boxer H 2
3 Pastor Aleman M 4 34 Dobermann H 3
4 Pastor Aleméan M 5 35 Boxer M 4
5 Rottweiler M 3,5 36 Pastor Aleman M 3
6 Labrador H 4.5 37 Galgo H 2
7 Cruzado H 4 38 Dobermann M 5
8 Caniche M 4 39 Pit bull Terrier M 1
9 Mastin H 5 40 Pointer H 4
10 Podenco M 2,5 41 Pastor Aleman M 2
11 Pastor Aleméan M 3 42 Fox-terrier M 1
12 Gran Danés M 2 43 Cocker M 3
13 Pastor Aleman M 3,5 44 Pointer H 2
14 Pastor Aleméan M 3 45 Breton H 6
15 Cruzado H 2 47 Schnauzer H 7
16 Rottweiler M 5 50 Husky H 2
17 Pastor Aleman H 5 55 Cruzado H 2
18 Mastin M 55 57 Cruzado M 4
19 Dobermann M 4,5 64 Pastor Aleman M 5
20 Cocker M 0,75 65 Presa canario M 6
21 Breton H 5 67 Bretén M 2,5
22 Pastor Aleman M 5) 68 Dobermann H 4.5
23 Aguas espaiiol H 1,25 101 Pointer M 3
24 Cruzado M 3 102 Cocker H 9
25 Podenco M 55 103 Schnauzer M 5
26 Pastor Aleméan M 5 104 Collie H 2
27 Pastor Aleméan M 5 105 Pastor Aleman M 1,5
28 Gran Danés H 4,5 106 Cruzado M 5
29 Bretén H 4,5 107 Breton M 2
30 Pastor Aleman M 4 108 Husky M 6
31 Braco Aleman M 4 109 Boxer H 1

Tabla 10.- ContinGa en la siguiente pagina.
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Perro Raza Sexo | Edad Perro Raza Sexo | Edad
110 Fox Terrier M 3 126 Pekinés M 9
111 Doberman M 3 127 Cruzado H 7
112 Cruzado H 6 128 Pointer H 6
113 Pastor Aleman H 3 129 Husky M 2
114 Labrador M 7 130 Pastor Aleméan M 8
115 Gran Danés H 3 131 Mastin M 5
116 Griffon M 1 132 Doberman M 3
117 Pastor Aleman H 8 133 Cruzado H 3
118 Pastor Belga H 1 134 Yorkshire terrier M 7
119 Pointer H 7 135 Gran Danés H 4
120 Mastin M 3 136 Cruzado M 6
121 Bull Terrier M 9 137 Pastor Belga H 6
122 Pit bull terrier M 2 138 Cruzado M 8,5
123 Setter irlandés H 4 139 Galgo M 3
124 Turco H 2 140 Pointer M 5
125 Mastin H 4.5

Tabla 10.- Continuacién. Resefia de los perros con leishmaniosis en la
prueba de ELISA para Ac anti-histonas. N = 93; M = 55; H = 37.

Material

Reactivos
. Albumina bovina libre de globulinas (Sigma immunochemicals).
. Tween, 20 (Merck).
. H,0, al 35% (Merck).
. Substrato peroxidasa: ABTS (sal diamdnica del acido 2,2' azino
bis 3-etilbencillazolina-6-sulfanico; Sigma immunochemicals).
Biotina-X-NHS (éster N-OH-succinamido del acido biotinil-

aminocaproico; Boehringer Mannheim).
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. Conjugado extravidina-peroxidasa (Sigma immunochemicals).

. Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma immunochemicals).

. Histonas bovinas purificadas (Histone type II-A calf thymus
H9250-100MG; Sigma Aldrich).

. Buffer de adsorcion o tapizado: buffer carbonato-bicarbonato
pH 9,6:

Na,COs; 5,30 g
HCO3Na 8,49 g
Agua destilada 1,50 |

. Buffer de bloqueo:

Na;HPO4 1,48 ¢
KH,PO, 0,43 ¢
CINa 7,20 ¢
Albumina bovina 5009
Agua destilada 1,00 L

. Buffer de dilucion:

Na,HPO, 1,48 g
KH,PO, 0,43 g
CINa 7,20 g
AlbUumina bovina 5,009
Tween, 20 1,00 ml
Agua destilada 1,00 L
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. Buffer citrato fosfato pH 5,0:
Acido Citrico (0,1 M)
Na,HPO, (0,1 M)

. Solucién de substrato ABTS
ABTS
Buffer Citrato
H,O, 35

. Solucion de lavado

Solucién salina normal

Tween, 20

1,00 |
2,00 |

50,00 mg
100,00 ml
100,00 pl

0,1%

. Anticuerpos especificos anti-lg caninas (ICN biomedicals)

. 1gG 1:150
. IgM 1:200
. lgA 1:100

Material de laboratorio

. Micropipetas digitales regulables desde 2 a 100 microl, marcas

Gilson y Nychirio.

. Pipeta ajustable, 20-200 ul, multicanal modelo 851 (Socores).

. Placas microtiter poliestireno Maxisorb (Nunk).
. Lector de placas ELISA EAR400 (SLT Instruments).
. Centrifuga Centrikon H-401 (Kontron).
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. Tubo de didlisis

Método

. Biotinizacion de los Ac especificos

Se prepara, inmediatamente antes de usar, una solucion (15-30
mg/ml) de biotina-X-NHS en DMSO fresco, recién destilado.
Previamente se disuelven en PBS 50 mM pH 8,5 los anticuerpos a
conjugar mediante dialisis frente agua destilada (4°C) durante 4-6
horas y posteriormente contra PBS 50 mM pH 8,5 durante toda la
noche, con agitacion continua suave, hasta eliminar completamente el

PBS pH 7,2 donde se encontraban diluidos los anticuerpos.

A continuacion afiadimos la solucion de biotina-X-NHS-DMSO
en tal cantidad que mantengamos una molaridad 10 veces superior a
la del Ac y con una relacién de volumen entre la solucion de Biotina-X-
NHS-DMSO y nuestro Ac de 1:10 a 1:50. Conseguido esto, incubamos
a T2 ambiente (22°C) durante 4 horas comprobando periédicamente
que el pH de la reaccion no desciende por debajo de 7. Pasado este
tiempo sometemos la muestra a dialisis durante toda la noche frente a
PBS pH 7,2 y realizando al menos 2 a 3 cambios de PBS. Finalmente
centrifugamos el dializado durante 10 minutos a 8200 rpm vy
comprobamos mediante inmunoelectroforesis que los puntos de union

al Ag no han sido bloqueados por la biotina.
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El conjugado se conserva a —-20°C pero antes hay que
congelarlo bruscamente a —70°C o mejor mediante un choque de frio

en nitrégeno liquido.

. Desarrollo del método ELISA
Antes de iniciar el ensayo, se llevan a temperatura ambiente

todos los reactivos.

1. Tapizado.
Diluir histonas en buffer carbonato-bicarbonato hasta

concentracion final de 5 pg/ml.
Pipetear 100 ul en cada pocillo.

Incubar a 37° durante 2 horas.

2. Blogueo.
Pipetear, 200 ul de PBS-BSA 0,5%.

Incubar 2 horas a 37°.

3. Aplicacion de las muestras.

Pipetear 100 ul de suero diluido a 1:50 en buffer de dilucién.

Incubar 1 hora a 37°.

4. Aplicacion del conjugado.

Pipetear 100 pl de anticuerpo anti IgG H+L biotinilado diluido al

1:800 en buffer de dilucién. Incubar 1 hora a 37°.
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5. Aplicacién del revelador.

Pipetear 100 pl de extravidina-peroxidasa 1:2000 en buffer de
dilucion.

Incubar 1 hora a 37°.

6. Aplicacion del substrato.

Pipetear 100 ul de substrato ABTS diluido en buffer citrato
fosfato junto con H,0, al 35% (10 ul por cada 10 ml de substrato).
Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Leer a 405 nm.

7. Célculo de los resultados.

En primer lugar se resta a cada muestra la densidad 6ptica (DO)
de los controles negativos y se calcula la DO media para cada par de
pocillos de una misma muestra. Se calculan las unidades ELISA de
cada muestra dividiendo su DO media por la media £+ 2 x DE
(desviacion estandar) de los perros sanos (N = 20). Es decir, seran
positivas aquellas muestras cuya DO media sea mayor que el limite
superior del intervalo de confianza al 95% del grupo control. Las
muestras se clasifican como negativas, débiles, moderadas o
fuertemente positivas en funcion de la siguiente escala:

Negativa: < 1 unidad

Positivo débil: 1-1,5 unidades
Positivo moderado: 1,6-2,5 unidades
Positivo fuerte: > 2,5 unidades
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CORRELACION ENTRE NIVELES SERICOS DE ANA ANTI-
HISTONAS Y GLOMERULONEFRITIS

Para estudiar la correlacién entre los niveles séricos de ANA
anti-histonas y los parametros biopatologicos de glomerulonefritis se
disefid un estudio prospectivo. El diagnéstico de leishmaniosis y
exploracion clinica se realiz6 segun lo indicado al inicio de esta
seccion de material y métodos. En estos animales se obtuvieron,
ademas del hemograma y bioquimica sanguinea, muestras para
analisis de orina. En el urianalisis se prest0 especial atencion a la
determinacién del cociente de proteina/creatinina (UPC) y a la
valoracion microscopica del sedimento urinario. La concentracion de
proteinas en orina se determind mediante el método de Lowry (Lowry
et al., 1955). El UPC se obtuvo dividiendo la concentracion de
proteinas por la de creatinina en orina expresadas ambas en mg/dl
(DiBartola, 2000). Como valor de corte para el diagnostico de

glomerulonefritis se establecié un UPC > 1.

En los animales incluidos en el estudio prospectivo se
establecieron como criterios de exclusion aquellos de edad superior a
6 afos, los que presentaban serologia positiva para otras
enfermedades infecciosas o0 sintomas poco frecuentes en
leishmaniosis como sintomas cardiorrespiratorios o gastrointestinales o
signos de proteinuria post-renal. En total se incluyeron 43 perros con
leishmaniosis, 29 machos y 14 hembras, con edades comprendidas

129



Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

entre 0,75 y 5,5 afos. Los perros con leishmaniosis se dividieron en
dos grupos segun su status renal valorado a partir de los niveles
sericos de creatinina y el cociente UPC. El Grupo | incluy6 perros con
sintomas clinicos de leishmaniosis y sin signos de glomerulonefritis. El
Grupo Il se reservé para animales con glomerulonefritis diagnosticada
por la presencia de un cociente UPC >1 y una concentracion sérica de

creatinina > 1,3 mg/dl (Latimer et al., 2002).

PERRO Raza Sexo Edad Clinica
1 Pastor Aleman M 4,5 (0]
2 Pastor Belga H 5 @)
5 Rottweiler M 3,5 P
8 Caniche M 4 (0]
9 Mastin H 5 P
10 Podenco M 2,5 (@]
11 Pastor Aleman M 3 P
14 Pastor Aleman M 3 P
15 Cruzado H 2 (@]
16 Rottweiler M 5 (@]
17 Pastor Aleman H 5 (@)
18 Mastin M 5,5 (@)
19 Dobermann M 4.5 (@]
20 Cocker M 0,75 P
21 Breton H 5 0]
33 Boxer H 2 o
34 Dobermann H 3 P
25 Podenco M 5,5 (0]

Tabla 11.- Grupo |. Perros con leishmaniosis y sin signos de
glomerulonefritis. P = polisintomatico; O = oligosintomatico. N = 18.
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PERRO Raza Sexo Edad Clinica
3 Pastor Aleman M 4 P
4 Pastor Aleman M 5 P
12 Gran Danés M 2 P
13 Pastor Aleman M 3,5 P
6 Labrador H 4.5 O
7 Cruzado H 4 (@)
22 Pastor Aleman M 5 P
23 Aguas espariol H 1,25 @)
24 Cruzado M 3 (@)
26 Pastor Aleman M 5 P
27 Pastor Aleman M 5 P
28 Gran Danés H 4,5 P
29 Breton H 4,5 (@)
30 Pastor Aleman M 4 P
31 Braco Aleman M 4 P
32 Aguas espairiol M 5 P
35 Boxer M 4 (@)
36 Pastor Aleman M 3 @)
37 Galgo H 2 P
38 Dobermann M 5 P
39 Pit Bull terrier M 1 P
40 Pointer H 4 P
41 Pastor Aleman M 2 O
42 Fox-terrier M 1 P
43 Cocker M 3 P

Tabla 12.- Grupo Il. Perros con leishmaniosis y signos de
glomerulonefritis. P = polisintoméatico; O = oligosintomatico. N = 25.

Como grupo control se analizaron muestras de 50 perros sanos

(22 machos y 28 hembras, con un rango de edad de 0,5 a 5 afios). Los

animales eran donantes de sangre y perros sanos de clientes de

nuestro hospital que accedieron a la inclusion en el estudio.
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ANALISIS ESTADISTICO

Para cada una de las variables continuas estudiadas se
obtuvieron los parametros estadisticos descriptivos pertinentes. Se
establecio la correlacion positiva entre titulos de ANA determinados
sobre cortes de higado de rata y células Hep-2. La correlacion entre
titulos de ANA por IFI en células Hep-2 y niveles de anticuerpos anti-
histonas se evalu6 mediante la prueba de correlacion no paramétrica
de Spearman. Mediante una prueba t se compararon los valores de
densidad éptica obtenidos en el test ELISA para ANA anti-histonas
entre perros sanos y con leishmaniosis. La proporcion de animales con
titulos elevados de anticuerpos anti-histonas en grupos con diferente

- . . 2
gravedad clinica se compar6 mediante una prueba de y°. La

proporcion de animales con niveles de ANA anti-histonas elevados
entre los grupos | y Il de perros con leishmaniosis se comparé
mediante un test exacto de Fisher. La media de ANA anti-histonas en
ambos grupos se comparé mediante un test de Mann-Whitney. La
relacion entre los ANA anti-histonas y el cociente UPC y niveles
séricos de creatinina se estudido mediante el coeficiente de correlacion
de Pearson. También se calcularon los valores predictivos positivos y
negativos de los ANA anti-histonas para el desarrollo de
glomerulonefritis. Todos los céalculos estadisticos y graficas se
realizaron mediante el software GraphPad Prism versién 5.0 para

Windows.
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PREVALENCIA DE ANA EN LA LEISHMANIOSIS CANINA

Determinacion de ANA en criocortes de higado de rata

En total, la determinacion se realizé en 60 muestras de perros
con leishmaniosis. Las muestras que presentaron fluorescencia a una
dilucion de 1:20 se consideraron positivas (Tabla 13). No se realizaron

diluciones posteriores para la titulacion definitiva de las muestras

positivas.
Perro | Titulo Perro | Titulo Perro | Titulo
1 + 32 - 80 -
2 + 33 - 81 B
3 T 34 T 82 -
4 + 59 - 83 -
5 + 60 - 84 -
6 + 61 - 85 -
7 + 62 - 86 -
8 + 63 + 87 -
9 T 64 T+ 88 -
10 T 69 - 89 -
11 + 70 - 90 -
18 - 71 - 91 -
19 - 72 - 92 -
20 - 73 - 93 -
24 - 74 - 94 -
25 - 75 - 95 -
26 - 76 - 96 -
27 - 77 - 97 -
30 - 78 - 98 -
31 - 79 - 99 -

Tabla 13.- Resultados de los perros con leishmaniosis
en la prueba de IFI con criocortes de higado de rata.
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La prevalencia de ANA fue del 23,3% (14 muestras positivas de
60 analizadas). Los patrones de inmunofluorescencia sobre criocortes
de higado de rata son poco especificos (Bradwell et al., 1995) por lo
gue no se han incluido como resultado. No obstante, el patron

predominante fue el nuclear.

Determinacion de ANA en células Hep-2

Se realizo IFI sobre células Hep-2 en un total de 67 perros con
leishmaniosis (Tabla 14). En 35 animales (52,23%) se obtuvo un titulo
> 1:40 y por tanto se consideraron positivos. Los titulos oscilaron entre
1:40 (18 perros) y 1:640 (1 perro). Tres muestras alcanzaron un titulo
de 1:80, otras 3 muestras de 1:160 y en 10 perros se obtuvo un titulo
final de 1:320.

Solo tres tipos de patrones de inmunofluorescencia pudieron ser
definidos claramente: nuclear, nucleolar y citoplasmatico.

La mayoria de los perros presentaron solo un tipo de patron. El
patrén nuclear fue el patrén predominante al estar presente en 15
animales, otros 11 presentaron un patrén citoplasmatico y finalmente
en 6 animales el patrén fue nucleolar. En 3 ocasiones, las muestras
presentaron un patron mixto que siempre fue una combinacion de

patrén nuclear y citoplasmatico.
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Perro N° | Titulo Patrén Perro Titulo Patrén
1 <40 35 40 N
2 <40 36 40 N
3 <40 37 320 C
4 640 N 38 320 N
5 40 C 39 40 N
6 <40 40 160 C
7 40 C 41 80 N
8 40 No 42 320 N+C
9 40 No 43 <40

10 <40 44 <40
11 40 No 45 <40
12 40 No 46 <40
13 320 C 47 <40
14 40 N 48 <40
15 40 No 49 <40
16 320 N 50 <40
17 40 C 51 <40
18 40 N+C 52 <40
19 40 N+C 53 <40
20 320 N 54 <40
21 40 C 55 <40
22 320 N 56 <40
23 80 No 57 <40
24 40 C 58 <40
25 40 C 59 <40
26 160 N 60 <40
27 320 N 61 <40
28 320 N 62 <40
29 320 N 63 <40
30 160 N 64 <40
31 80 C 65 <40
32 40 C 66 <40
33 80 C 67 <40
34 40 No

Tabla 14.- Resultados de los perros con leishmaniosis en la prueba de IFI con
células Hep-2. (N=Nuclear; No=Nucleolar; C= Citoplasmatico).
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El patrén nuclear se caracteriz6 por ser del tipo homogéneo
(Figura 1). La fluorescencia era de caracter difuso y uniforme sin

apreciarse mayor intensidad en la regién externa del nucleo.

Figura 1.- Patron nuclear. El citoplasma no
presenta fluorescencia significativa y dentro del
nucleo los nucleolos son claramente negativos.

El patrén nucleolar fue también del tipo homogéneo (Figura 2).
La fluorescencia se presentdé sobre todo en el nucleolo y estaba

ausente en la region de cromatina condensada del nucleo.

Figura 2.- Patron mixto nucleolar y citoplasmatico,
s6lo el nicleo aparece sin inmunofluorescencia.
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El patrén citoplasmatico fue de tipo granular (Figura 2). Este
patron no se correspondia con otros tipos de patrones como los
patrones mitocondrial, lisosomial o endoplasmico. Siguiendo la
clasificacion de Bradwell et al. (1995), el patrén citoplasmatico se
correspondia con ribosémico o con el patron especifico de la proteina
de reconocimiento de sefial comin a mdltiples receptores

citoplasmaticos.

Correlacion positiva entre las técnicas de Inmunofluorescencia

La correlacion positiva (coincidencia de resultados positivos)
entre ambas técnicas se establecio a partir de 24 muestras que habian
obtenido un titulo positivo en al menos una de las dos técnicas
empleadas (Tabla 15). No se incluyeron 4 muestras con resultados
negativos en ambas técnicas (correlacion negativa) pues su interés
clinico es menor y aumentarian notablemente el grado de correlacion

total.

Las dos técnicas de inmunofluorescencia mostraron una
correlacion positiva en 7 de las 24 (29%) muestras analizadas. La
correlacion positiva representa el porcentaje de muestras que fueron

positivas en ambos métodos.

En 11 perros (45,8%), las muestras alcanzaron titulos positivos
sOlo sobre células Hep-2, mientras que 6 muestras (25%) fueron
positivas sélo sobre las células de higado de rata.
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Tabla 15.- Resultados obtenidos en muestras
técnicas

procesadas

por

inmunofluorescencia. N=24.

ISOTIPOS DE ANA EN LA LEISHMANIOSIS CANINA

ambas

En 14 de los perros con titulos positivos de ANA sobre

criocortes de higado de rata, se determinaron los isotipos de
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inmunoglobulinas que constituian los ANA (Tabla 16) empleando el
mismo substrato. Para ello se introdujo un anticuerpo especifico de la
cadena pesada de cada inmunoglobulina y después de este paso
adicional se afadi6 el correspondiente anticuerpo conjugado con

isotiocianato de fluoresceina.

Los ANA de isotipo IgM estuvieron presentes en 13 de las 14
muestras estudiadas, con una titulacion maxima de 1:50. Por el
contrario, los ANA del isotipo IgA sélo alcanzaron titulos positivos en 4
de las 14 muestras y en ningan caso con un titulo superior a 1:20. Los
ANA del isotipo IgG se detectaron en 7 animales y fueron los que
alcanzaron titulos mas elevados, de hasta 1:100 y 1:200 en dos de los
perros incluidos en el estudio. El resto de animales con ANA IgG
presentaron titulos bajos de 1:20 y en 7 de ellos no se detectaron en

concentraciones significativas.

Solo en 4 de los 14 perros estudiados, los ANA correspondian a
un solo isotipo. La mayoria de animales presentaron ANA de dos
isotipos diferentes, por lo general IgG e IgM y en ningln caso se
detect6 la presencia de los 3 isotipos en una misma muestra. Seis
perros presentaron ANA de los isotipos IgG e IgM, cuatro presentaron
al mismo tiempo ANA de los isotipos IgM e IgA, otro perro presentaba
unicamente ANA IgG y finalmente 3 perros presentaron Unicamente
ANA del isotipo IgM.
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Perro IgG IgM IgA
1 - 20 -
2 - 20 20
3 - 50 -
4 20 20 -
5 200 20 -
6 20 50 -
7 - 20 20
8 20 20 -
9 - 50 20
10 100 50 -
11 20 - -
34 - 50 20
100 20

101 20 20 -

Tabla 16.- Titulo de los diferentes isotipos en perros con
leishmaniosis ANA positivos sobre criocortes de rata. Los
titulos superiores a 1:20 se consideran positivos.

RELACION ENTRE ISOTIPOS DE ANA Y HALLAZGOS CLINICOS

Se analiz6 la combinacion de isotipos de ANA vy la presencia de

lesiones en los 6rganos diana para la precipitacion de CIC (Tabla 17).

S6lo 4 de

los 14 perros

investigados habian desarrollado

glomerulonefritis y todos ellos presentaban la combinacién IgG e IgM

de ANA. Sin embargo, otros dos perros con el mismo patron de ANA

no desarrollaron sintomas de glomerulonefritis.
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La combinacion IgG+IgM parece estar asociada a un mayor

potencial patogénico ya que la mayoria de perros con este patron

presentaron mas de una localizacion lesional.

Isotipos Namero Lesiones
de Dermatitis Glomerulo- Uveitis Artritis
ANA perros nefritis
IgM 3 2 0 3 1
1gG 1 0 0 0 0
IgG+IgM 6 5 4 1 0
IgA+IgM 4 4 0 2 1
Total 14 11 4 6 2

Tabla 17.- Asociacion entre patrones de ANA y lesiones presumiblemente
asociadas a precipitacion de inmunocomplejos. Algunos perros presentaron lesiones

en mas de una localizacion.

Los ANA del isotipo IgM siempre estaban asociados con

afeccion renal, ocular, cutanea o articular, mientras que los ANA de los

isotipos 1gG e IgA se asociaron con lesiones en estos 6rganos de

forma variable. Un perro con ANA de tipo IgG no presento lesiones en

ninguno de estos 6rganos considerados diana en las reacciones de

hipersensibilidad de tipo Il por depésito de inmunocomplejos.

ESPECIFICIDAD

ANTIGENICA

LEISHMANIOSIS CANINA

Determinacion de

ANA

inmunofluorescencia sobre Crithidia.

anti

DE LOS

ADN de

ANA

doble
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En 34 perros con leishmaniosis se estudi6 la presencia de ANA
especificos para ADN de doble cadena mediante IFI sobre protozoos
del género Crithidia (Tabla 18). Se seleccionaron perros con titulos
positivos por IFI sobre criocortes de higado de rata, células Hep2 o en
ambas.0 Los titulos fueron negativos en todos los animales salvo en el

perro niumero 23 que presento fluorescencia con un titulo de 1:80.

Perro Titulo Perro Titulo
1 - 18 -
2 - 19 -
3 - 20 -
4 - 21 =
5 - 22 -
6 - 23 80
7 - 24 -
8 - 25 -
9 - 26 -
10 - 27 -
11 - 28 -
12 - 29 -
13 - 30 -
14 - 31 -
15 - 32 -
16 - 33 -
17 - 34 -

Tabla 18.- Resultados de los perros con leishmaniosis en la
prueba de IFI sobre células de Crithidia. A pesar de que todos los
andlisis salvo 1 fueron negativos, la tabla se ha incluido para dar
informacion de los animales analizados.

En el animal positivo la fluorescencia se detectd
especificamente a nivel del quinetoplasto y mas débilmente sobre el

nucleo (Figura 3). En las muestras negativas no hubo fluorescencia,
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pero la gran mayoria de ellas presentaba fluorescencia sobre el nicleo

del protozoo y no sobre el quinetoplasto, lo que indica negatividad.

Figura 3.- Inmunofluorescencia sobre Crithidiae. El quinetoplasto
aparece marcado con mas intensidad que el nucleo.

Determinacion de ANA frente a antigenos nucleares solubles
(ENA)

Se analizaron las 34 muestras usadas para la determinacion de
ANA-dc, para buscar la presencia de anticuerpos frente a lantigenos
nucleares nRNP y Sm. A diferencia de los controles positivos (Figura
4), ninguna de las muestras analizadas produjo bandas de
precipitacion apreciables. Todas las muestras se consideraron

negativas.

Figura 4.- Lineas de precipitacién para los autoantigenos ENA del
tipo Sm (linea superior) y RNP (linea inferior).
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Perro Anti Sm Anti-nRNP
1 ) )
2 () ()
3 ) )
4 () ()
5 () ()
6 () )
7 ) ()
8 () ()
9 () ()
10 ) )
11 () ()
12 () ()
13 ) ()
14 ) ()
15 () ()
16 () ()
17 ) ()
18 () ()
19 () ()
20 () )
21 () ()
22 () ()
23 () ()
24 ) )
25 () ()
26 () ()
27 () ()
28 () ()
29 () ()
30 () ()
31 ) )
32 () ()
33 () ()
34 Q) Q)

Tabla 19.- Resultados de los perros con leishmaniosis en la prueba de inmunodifusion
doble frente a antigenos nucleares nRNP y Sm. Aunque todos los analisis fueron

negativos, la tabla se incluye para dar informacion de los animales analizados.
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Determinacion de ANA frente a histonas

Un namero total de 93 muestras de animales enfermos y 50
animales sanos fueron analizadas para detectar la presencia de ANA
frente a histonas. Todos los sueros se incluyeron por duplicado. Las
lecturas de densidad Optica (DO), se dividieron por dos veces la
desviacion estandar obtenida en el grupo control de perros sanos
(Tabla, 20), para obtener unidades ELISA (Henriksson et al., 1998).
Las reacciones < 1 unidad se consideraron negativas. Las reacciones
positivas se clasificaron como débiles (1-1,5 unidades), moderadas
(1,6-2,5 unidades) y fuertes (> 2,5 unidades) (Tabla 21). Los

estadisticos descriptivos de ambos grupos se recogen en la Tabla 22.

Perro | Densidad Perro | Densidad Perro Densidad

Optica Optica Optica
1 0,4240 18 0,7277 35 0,6991
2 0,5211 19 0,4970 36 0,4176
3 0,4350 20 0,6494 37 0,2354
4 0,7215 21 0,8640 38 0,3198
5 0,2600 22 0,2510 39 0,6925
6 0,5222 23 0,4209 40 0,4259
7 0,4229 24 0,3503 41 0,5333
te] 0,3230 25 0,3543 42 0,5225
9 0,2850 26 0,7227 43 0,8835
10 0,4370 27 0,4610 44 0,7285
11 0,8610 28 0,5198 45 0,3440
12 0,3700 29 0,4946 46 0,5508
13 0,2430 30 0,3203 a7 0,4612
14 0,3282 31 0,5462 48 0,4255
15 0,2401 32 0,8629 49 0,6614
16 0,3710 33 0,4168 50 0,7998
17 0,8307 34 0,3479

Tabla 20.- Resultados del ELISA anti-histonas en perros sanos (N=50).
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Perro DO Unidades | |Perro DO |Unidades| |Perro| DO |Unidades
media ELISA media | ELISA media| ELISA
1 0,7629 0,8695 32 2,7741 | 3,1617 110 |0,341| 0,3886
2 1,4134 1,6109 33 0,8662 | 0,9873 111 |0,5140, 0,5857
3 1,5123 1,7236 34 1,4786 | 1,6852 112 |0,7825| 0,8916
4 3,2640 3,7201 35 1,3280 | 1,5136 113 |0,803| 0,9150
5 0,8629 0,9834 36 2,5494 | 2,9056 114 |1,0305| 1,1742
6 1,7078 1,9465 37 1,3134 | 1,4970 115 |0,3425| 0,3903
7 1,6067 2,0041 38 1,7831 | 2,0323 116 0,4 0,4558
8 1,6314 1,8594 39 2,9887 | 3,4063 117 |0,658| 0,7498
9 0,8674 0,9886 40 2,4786 | 2,8249 118 |0,4515| 0,5145
10 0,8910 1,0155 41 1,8314 | 2,0873 119 |0,294| 0,3350
11 0,9606 1,0949 42 1,6943 | 1,9311 120 [0,494| 0,5629
12 2,3932 2,7276 43 2,9662 | 3,3807 121 |0,645| 0,7350
13 2,2719 2,5893 44 0,183 | 0,2085 122 |1,0205| 1,1628
14 1,7651 2,0118 45 0,394 | 0,4490 123 [0,459| 0,5230
15 0,9831 1,1205 a7 0,494 | 0,5629 124 10,468 | 0,5333
16 1,4741 1,6801 50 1,065 | 1,2135 125 |0,2755| 0,3139
17 1,4629 1,6673 55 0,241 | 0,2746 126 |0,972| 1,1075
18 2,0853 2,3767 57 1,011 | 1,1520 127 |0,373| 0,4250
19 0,7662 0,8733 64 0,05 0,0570 128 |0,399| 0,4546
20 1,1550 1,3164 65 0,4375 | 0,4985 129 |0,393| 0,4478
21 1,1101 1,2652 67 0,3855 | 0,4393 130 [0,411| 0,4683
22 1,7584 2,0041 68 0,384 | 0,4376 131 |0,5555| 0,6330
23 1,8044 2,0566* 101 0,0535 | 0,0610 132 |0,6185| 0,7048
24 2,3157 2,6393 102 0,76 0,8660 133 |0,894| 1,0186
25 1,0146 1,1563 103 0,386 | 0,4398 134 |0,2445| 0,2786
26 2,2900 2,6099 104 0,3965 | 0,4518 135 |0,213| 0,2427
27 1,7797 2,0284 105 0,4275 | 0,4871 136 |0,126| 0,1436
28 1,9640 2,2384 106 0,3405 | 0,3880 137 |0,2335| 0,2661
29 0,4112 0,4686 107 0,656 | 0,7475 138 [0,286| 0,3259
30 1,2876 1,4675 108 0,715 | 0,8147 139 |0,629| 0,7167
31 2,2191 2,5291 109 0,483 | 0,5504 140 |0,3395| 0,3869

Tabla 21.- Resultados del método ELISA para deteccion de ANA frente a
histonas (N=93). Los perros con unidades ELISA >1 se consideran positivos;*Unica
muestra positiva en la IFI sobre Crithidia. Las reacciones positivas aparecen
sombreadas en gris.
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Del total de muestras de perros con leishmaniosis analizadas
(N=93), 43 muestras (46.23%) presentaron una concentracion de
anticuerpos 1gG anti-histonas elevada. Un tercio aproximadamente
(32,5%) de las reacciones positivas se clasificaron como positivos
débiles (N = 14); en 19 perros (44,18%) las reacciones se consideraron
moderadas y 10 perros (23,2%) presentaron concentraciones

consideradas como altas segun la escala establecida.

DO DO
Leishmaniosis| Sanos

NUamero de valores 93 51
Minimo 0,0500 0,2354
Percentil 25% 0,3995 0,3479
Mediana 0,8030 0,4370
Percentil 75% 1,560 0,6614
Maximo 3,264 0,8835
Media 1,036 0,4974
SD 0,7711 0,1901
SDE 0,07996 0,02662

Tabla 22.- Estadisticos descriptivos de los valores de DO
obtenidos en perros con leishmaniosis y perros sanos en la
prueba ELISA para la deteccion de anticuerpos anti-
histonas. Las diferencias entre ambos grupos son
estadisticamente significativas (P<0,0001; prueba t, con dos
colas).
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En 23 muestras se determinaron los titulos de ANA sobre
células Hep-2 y también los niveles de ANA anti-histonas. La
correlacion entre ambas variables no fue estadisticamente significativa

(coeficiente de correlacion de Spearman r = 0,3036).

CORRELACION ENTRE ANTICUERPOS ANTI-HISTONAS Y
GLOMERULONEFRITIS

Parte de los animales estudiados en el apartado anterior
pudieron incluirse de forma prospectiva para estudiar la correlacion
entre los niveles séricos de anticuerpos anti-histonas y parametros
clinicopatologicos de funcibn renal, fundamentalmente las
concentraciones de creatinina sérica y el cociente en orina de

proteinas y creatinina (UPC).

Tal y como se explica en la seccion de material y métodos, los
perros con leishmaniosis y pardmetros renales normales fueron
agrupados en el Grupo | (Tabla 23), mientras que todos los perros con
leishmaniosis, cociente UPC > 1 y creatininemia > 1,3 mg/dl fueron
diagnosticados con glomerulonefritis y agrupados en el Grupo Il (Tabla
24).
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BUN | Creatinina PIOIEINES) 7 0 AHA
PERRO | grdi | mgral | YPC toﬁfs DO | unid. ELISA
1 40 0.9 0.74 8.4 07629 08695
> 24 0,95 0,49 7.8 1,4134 1,6109
5 50 1,03 0,57 6,9 0,8629 0,9834
8 30 0,85 0,81 9,2 1,6314 1,8594
9 27 0,98 0,71 12 0,8674 0,886
10 20 0,81 0,44 9.2 0,8910 1,0155
11 70 1,15 0.5 7.9 0,9606 1,0949
14 55 0,75 0,55 8,9 1,7651 20118
15 30 0,65 0,39 7.9 0,9831 1,1205
16 24 1,24 059 | 125 | 14741 1,6801
17 25 0,92 0.4 9.8 1,4629 1,6673
18 14 0,54 0,33 11 2,0853 23767
19 37 0,77 0,28 6 0,7662 0,8733
20 28 0,97 0,43 8.1 1,1550 1,3164
21 14 1,05 0,35 8,2 1,1101 1,2652
33 14 0,78 0,51 7.4 0,8662 0,9873
34 65 1,2 0,69 8,3 1,4786 1,6852
05 25 0.9 0,52 9.1 1,0146 1,1563

Tabla 23.- Grupo |. Parametros de funcién renal estudiados en perros
con leishmaniosis sin signos de glomerulonefritis (N=18). AHA = anti-histone
antibodies.
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BUN Creatinina EIEIEmEE AHA AHA
PERRO | 1gidl | mgdi UPC toéf‘éles DO unid. ELISA
3 105 1,35 1,09 53 1,5123 1,7236
4 600 10 8,48 9,7 3,2640 3,7201
12 94 1,47 2,4 7,2 2,3932 2,7276
13 60 2,93 3,41 11,4 2,2719 2,5893
6 14 1,35 2,55 10 1,7078 1,9465
7 100 4,93 4,77 7,1 1,6067 1,8312
22 70 1,45 3,1 9,2 1,7584 2,0041
23 88 4,5 2,43 10 1,8044 2,0566
24 125 1,4 1,78 10,2 2,3157 2,6393
26 240 1,75 2,19 9,7 2,29 2,6099
27 340 2,8 13,5 8,4 1,7797 2,0284
28 420 51 2,3 12 1,9640 2,2384
29 80 5,7 1,6 7,6 0,4112 0,4686
30 102 3,5 3,9 8,7 1,2876 1,4675
31 230 2,75 3,15 7,8 2,2191 2,5291
32 90 1,8 2,13 9,5 2,7741 3,1617
35 50 4,35 2,22 8,2 1,3280 1,5136
36 35 15 1,25 7,4 2,5494 2,9056
37 420 5,6 6,38 11,3 1,3134 1,4970
38 360 3,9 24,2 9,5 1,7831 2,0323
39 90 1,8 6,72 10,1 2,9887 3,4063
40 250 1,7 4,3 10,5 2,4786 2,8249
41 60 1,55 1,15 8,6 1,8314 2,0873
42 320 4,9 4,63 7,7 1,6943 1,9311
43 100 1,35 3,95 11,5 2,9662 3,3807

Tabla 24.- Grupo Il. Parametros de funcidon renal estudiados en perros con
leishmaniosis con signos de glomerulonefritis (N=25).
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Todos los perros con leishmaniosis eran sintoméaticos pero se
podia diferenciar entre aquellos perros denominados “polisintomaticos”
que presentaban muchos de los signos clinicos tipicos de la
enfermedad (pérdida de peso, linfadenopatia, Ulceras cutaneas,
seborrea seca, onicodistrofia, queratoconjuntivitis, etc), frente a otros
que se podian considerar “oligosintomaticos” al presentar en el
momento del diagnostico solo uno o varios sintomas de la enfermedad,
principalmente pérdida de peso y linfadenopatia. Siguiendo esta
sencilla clasificacion en funcion del nimero de signos clinicos, se
establecio en cada grupo un cociente de perros polisintomaticos frente
a perros oligosintomaticos. En el Grupo | el cociente fue de 0,5 (6/12)
predominando por tanto los perros oligosintomaticos. En el Grupo Il se
produjo la situacion inversa con un cociente de 2,12 (17/8),
predominando por tanto los perros polisintomaticos frente a los

oligosintomaticos.

Como era de esperar, la concentracion sérica de BUN vy
creatinina eran superiores en el grupo de perros con UPC elevado. Las
tablas 25 y 26 muestran los parametros estadisticos descriptivos de las

variables estudiadas en ambos grupos.
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o Proteinas| AHA

Estadisticos descriptivos BUN Creatinina UPC totales unid.

mg/dl mg/dl o/l S
Percentil 25% 23,00 0,7775 0,3975 7,875 0,9883
Mediana 27,50 0,9100 0,5050 8,350 1,211
Percentil 75% 42,50 1,035 0,6150 9,350 1,681
Maximo 70,00 1,240 0,8100 12,50 2,377
Media 32,89 0,9133 0,5167 8,811 1,365
DE 16,89 0,1839 0,1486 1,671 0,4384
SDE 3,982 0,04335 | 0,03503 | 0,3939 0,1033
Limite inferior del intervalo de
confianza de la media al 95%. 24,49 0,8219 0,4428 7,980 1,147
Limite superior del intervalo de
confianza de la media al 95%. 41,29 1,005 0,5906 9,642 1,583
Test de normalidad KS
Distancia KS 0,2346 0,08222 0,1022 0,1858 0,1826
Valor P 0,0099 P>010 |P>0,10 | P>0,10 | P>0,10
¢;Paso el test de normalidad
(o= 0.05)? No Si Si Si Si

Tabla 25.- Estadisticos descriptivos de los parametros de funcion renal en

perros con leishmaniosis sin glomerulonefritis (N=18).
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Proteinas| AHA
BUN Creatinina

Estadisticos descriptivos il e upPC totales unid.

g/dl | ELISA
Percentil 25% 1,485 2,160 7,750 1,881 1,485
Mediana 2,750 3,100 9,500 2,087 2,750
Percentil 75% 4,700 4,700 10,15 2,776 4,700
Maximo 10,00 24,20 12,00 3,720 10,00
Media 3,177 4,543 9,144 2,293 3,177
DE 2,094 4,924 1,628 0,7299 2,094
SDE 0,4187 0,9847 0,3257 0,1460 0,4187

Limite inferior del intervalo de
confianza de la media al 95%. 2,313 2,511 8,472 1,992 2,313

Limite superior del intervalo de
confianza de la media al 95%. 4,041 6,576 9,816 2,594 4,041

Test de normalidad KS

Distancia KS 0,2246 0,2816 0,1065 0,1309 0,2246
Valor P 0,0021 | P<0,0001 | P>0,10 | P>0,10 | 0,0021
¢PasO el test de normalidad

(0=0.05)? No No Si Si No

Tabla 26.- Estadisticos descriptivos de los parametros de funcién renal en
perros con leishmaniosis y glomerulonefritis (N=25).
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No existen estandares de referencia con una concentracion
conocida de anticuerpos anti-histonas. Para detectar una elevacion de
anticuerpos anti-histonas empleamos los valores de densidad éptica
de un grupo amplio de perros sanos como nivel basal. La DO media y
desviacién estandar (DE) del grupo control fueron 0,4974 + 0,1901. El
valor superior del intervalo de confianza (media + 2 DE) de densidades
Opticas obtenido en el grupo de perros sanos se hizo corresponder con
una unidad ELISA. Las densidades Opticas de cada muestra fueron
divididas por el valor de una unidad ELISA (0,8776) para convertirlas
en unidades ELISA.

En el Grupo I, 5 perros fueron negativos (< 1 unidad ELISA), 6
perros desarrollaron reacciones débiles (1-1,5 unidades) y 7 perros
tuvieron reacciones moderadas (1,6 — 2,5 unidades). En los perros con
glomerulonefritis, s6lo 1 perro obtuvo un resultado negativo, 2 perros
tuvieron reacciones positivas débiles, 10 perros alcanzaron niveles
moderadamente elevados y 12 perros alcanzaron niveles muy
elevados (> 2,5 unidades). En general, 22 perros de este grupo (88%)
tenian niveles altos (reacciones moderadas y fuertes) de anticuerpos
anti-histonas, mientras que solo 7 perros (38,8%) del grupo |
alcanzaron niveles similares. La Figura 5, muestra la distribucién de

niveles de anticuerpos anti-histonas (AHA) en los 3 grupos de perros.

Estadisticamente, la proporcién de perros con niveles elevados

de anticuerpos anti-histonas fue significativamente mayor en el grupo
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de perros con signos de glomerulonefritis (P<0,0011; test exacto de
Fisher con dos colas). Del mismo modo, cuando se compararon las
concentraciones de anticuerpos anti-histonas expresadas en unidades
ELISA, las diferencias fueron también estadisticamente significativas
(test de Mann-Whitney), con una concentracién media superior en el

grupo de perros con leishmaniosis y glomerulonefritis.
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Figura 5.- Distribucién de niveles de anticuerpos anti-
histonas (AHA) en perros sanos (grupo control), perros
con leishmaniosis sin  glomerulonefrits y con
glomerulonefritis. Las barras horizontales indican el valor
medio.
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La relacion entre los niveles de anticuerpos anti-histonas,
cociente UPC y concentraciones séricas de creatinina se analizé
mediante el célculo del coeficiente de correlacion de Pearson (Tabla
27).

Variables N°. de Coeficiente de Nivel de
muestras correlation (r) significacion

Grupos Iy I 43

Creatinina y AHA 0,2585 0,0942
UPC y AHA 0,3058 0,0461*
Grupo | 18

Creatinina y AHA -0,3586 0,1440
UPC y AHA 0,0108 0,9659
Grupo Il 25

Creatinina y AHA -0,0969 0,6447
UPCy AHA 0,3344 0,1023

Tabla 27.- Coeficiente de correlacion entre creatinina sérica, cociente UPC
y anticuerpos anti-histonas (AHA) en perros con leishmaniosis (test de
correlacion de Pearson).* Estadisticamente significativo (P< 0.05).

Los niveles de anticuerpos anti-histonas y el cociente UPC
presentaron un coeficiente de correlacion positivo moderado (r =
0,3058) y estadisticamente significativo (P = 0,0461) cuando se
analizaron conjuntamente los perros de ambos grupos (Figura 6). Sin
embargo no se encontrd una correlacion estadisticamente significativa
entre las concentraciones séricas de creatinina y los niveles de
anticuerpos anti-histonas. Igualmente, cuando ambos grupos se
analizaron separadamente, no se encontraron coeficientes de

correlacion estadisticamente significativos.
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Figura 6.- Diagrama de puntos para ilustrar la
correlacion entre los valores de AHA y UPC. r = 0,3058),
(P =0,0461).

El valor predictivo positivo de niveles elevados de anticuerpos
anti-histonas como riesgo del desarrollo de glomerulonefritis fue del
88%. Segun este valor, el 88% de perros con leishmaniosis y niveles
elevados de anticuerpos anti-histonas desarrollarian glomerulonefritis.
Por el contrario, el valor predictivo negativo de este parametro solo
alcanz6 el 61,11% (Tabla 28).
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AHA (+) AHA (-) TOTAL
Glomerulonefritis
22 2
UPC>1 (+) € 2
No Glomerulonefritis 2 11 18
UPC<1 (-)
TOTAL 29 14 43

Tabla 28.- Tabla de contingencia empleada para el calculo de valores
predictivos positivos y negativos de la variable anticuerpos anti-histonas
(AHA) sobre el desarrollo de glomerulonefritis en perros con
leishmaniosis.

Para estudiar la relacion entre los niveles de ANA anti-histonas
y los sintomas clinicos presentados por los perros con leishmaniosis
se construy6 una tabla de contingencia y se comparo la proporcion de
perros oligosintomaticos y polisintomaticos entre los animales con
reacciobnes moderadas/fuertes (>1,5 unidades ELISA) y reacciones
negativas/positivas débiles (< 1,5 unidades ELISA). Los resultados del
test exacto de Fisher indicaron que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de ANA anti-histonas

de los perros oligosintomaticos y polisintomaticos (Tabla 29).

Oligosintomaticos | Polisintomaticos | Totales
Reaccién moderada/fuerte 12 17 19
(28%) (40%) (67%)
Reaccién negativa/débil 8 6 14
(19%) (14%) (33%)
Totales 20 23 43
(47%) (53%) (100%)

Tabla 29.- Tabla de contingencia para comparar la proporcién de niveles
elevados de ANA anti-histonas en perros con leishmaniosis y diferente intensidad
sintomaética.
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Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

En general, nuestros resultados demuestran que los ANA son
relativamente prevalentes en la leishmaniosis canina. Especialmente
en el caso de los ANA anti-histonas, su importancia patogénica en el
desarrollo de lesiones glomerulares es significativa aunque
evidentemente otros factores patogénicos como la presencia del propio
parasito y la reaccion inflamatoria asociada son mas importantes. No
obstante, esta claro que en las lesiones y sintomas caracteristicos de
la leishmaniosis canina existe un componente de autoinmunidad, del

gue los ANA son un fenédmeno destacado.

En el diagnéstico diferencial de la leishmaniosis canina deben
incluirse otras enfermedades infecciosas pero también procesos de
origen inmunomediado como el lupus eritematoso sistémico, el lupus
eritematoso discoide, el pénfigo eritematoso, pénfigo foliaceo y todos
los cuadros clinicos asociados con vasculitis, incluyendo uveitis,
glomerulonefritis y dermatitis en regiones cutaneas acras como

extremidades distales y extremo del pabellén auricular.

La presencia de ANA es el sello de identidad de las
enfermedades reumaticas. El prototipo de este tipo de enfermedades
autoinmunes es el LES donde se ven afectados multitud de érganos y
sistemas (Tan, 1982). En el caso del perro existe un paralelismo clinico
entre el LES y la leishmaniosis canina, que puede cursar con muchos
de los sintomas caracteristicos del LES y otras enfermedades

reumaticas indicando que compartian mecanismos
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inmunopatogénicos. Nuestros resultados demuestran que, aparte de la
participacion de CIC ya probada en trabajos previos, el desarrollo de
ANA, especialmente  anti-histonas, es otro  mecanismo
inmunopatogénico implicado en la leishmaniosis canina que puede ser
por tanto calificada como una enfermedad inmunomediada secundaria
(Holian et al., 1975; Gorman y Werner, 1986; Day, 1998).

El componente autoinmune de la leishmaniosis canina estaria
relacionado con la respuesta humoral de cada animal. Existen
basicamente dos posibilidades: una respuesta de tipo Thl y otra de
tipo Th2. El fendbmeno Th1/Th2 hace referencia al hecho de que hay
dos subtipos de células T helper o auxiliares (los llamados linfocitos
Thl y Th2), que selectivamente disparan dos tipos diametralmente
opuestos de respuesta inmune. Cada una de estas subpoblaciones se
caracteriza por segregar un grupo totalmente diferente de citocinas con
efectos antagénicos. El tipo Thl desarrolla una respuesta inmune
celular con minima produccién de anticuerpos, mientras que el tipo
Th2 de linfocitos T desarrolla una respuesta inmune humoral. Su
accion es mutuamente excluyente y provoca que en muchas
enfermedades exista un predominio de la inmunidad humoral sobre la
celular y viceversa (Stern et al., 1988; Day, 1998). En las respuestas
de tipo Th2 es posible la aparicion de fendmenos inmunopatolégicos,
fundamentalmente la formacion de inmunocomplejos circulantes y en
menor proporcién la aparicion de auto-anticuerpos (Brandonisio et al.,
1989; Kontos y Koutinas, 1993).
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La presencia de ANA en enfermedades infecciosas cronicas del
perro no es exclusiva de la leishmaniosis. En nuestra area geografica,
la ehrlichiosis tiene una prevalencia significativa y no son raros los
perros que sufren ambas enfermedades simultdneamente. Para evitar
interferencias, se descartd la presencia de ehrlichiosis mediante
serologia, excluyendo a los animales seropositivos. En cualquier caso,
Kelly et al. (1994) después de analizar 40 muestras de perros con
ehrlichia, encontraron un titulo de ANA positivo de 1:80 solo en un
perro. Parece pues poco probable que esta enfermedad haya podido

interferir con nuestros resultados.

PREVALENCIA DE LOS ANA

Para definir la importancia de los ANA en la leishmaniosis
canina hemos de conocer su prevalencia. Los trabajos publicados
hasta ahora han determinado cifras variables y siempre utilizando
técnicas de IFl sobre higado de rata. Nuestro objetivo ha sido
determinar la prevalencia de ANA en perros con leishmaniosis
utilizando tanto esta técnica como la técnica de IFI sobre células Hep-
2, y técnicas especificas de antigenos que en general se consideran

mas sensibles.
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Inmunofluorescencia sobre higado de rata

Empleando esta técnica, 14 de los 60 perros estudiados (23,3%)
presentaron un titulo de ANA positivo. Estos resultados son similares a
la prevalencia obtenida en trabajos previos empleando el mismo tipo
de substrato. En un estudio anterior llevado a cabo también en el
Departamento de Medicina y Cirugia Animal de la Facultad de
Veterinaria de Cordoba, se aplico la misma técnica sobre una muestra
mas reducida empleando criocortes de higado de rata como substrato.
Se obtuvo una prevalencia de ANA del 15,9%. La muestra estudiada
fue relativamente pequeiia y en una enfermedad tan variable como la
leishmaniosis canina, este hecho puede explicar las diferencias
encontradas (Lucena et al., 1996). En un trabajo anterior, 14 de 45
perros con leishmaniosis (31%), presentaron un titulo positivo de ANA
(Slappendel, 1988); mientras que en otro trabajo posterior 28 de 53
perros (52%) mostraron titulos positivos de ANA (Ciaramella et al.,
1997).

Resumiendo los resultados anteriores, los ANA se encuentran
elevados en un namero significativo de perros con leishmaniosis, que
podria oscilar en un amplio margen comprendido entre el 23% vy el
52% de los perros enfermos. Todos estos trabajos han empleado
como substrato criocortes de higado de rata. De entre todas las
técnicas empleadas, la inmunofluorescencia indirecta usando el higado

de rata como substrato ha sido el método tradicional (Fritzler, 1992) y
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se considera un método util para la determinacion de ANA en el perro
(Bell et al., 1997).

La elecciéon del substrato es uno de los factores técnicos mas
importantes en las pruebas de IFI (Fritzler, 1992). Los estudios
comparando varios substratos han demostrado que son comparables
en su capacidad para cuantificar los titulos de anticuerpos (Fritzler,
1992). Sin embargo, algunas encuestas de calidad hechas para varios
meétodos de IFlI en muchos laboratorios americanos, detectaron hasta
diferencias del orden de 64x en los titulos de ANA en el mismo suero
(McVey y Shuman, 1991). Los factores técnicos que limitan la
reproducibilidad inter- e intraensayo son: substrato, carencia de sueros
patron con un titulo definido para ANA de diferente especificidad,
diferencias en la calidad y conformacion de las O6pticas de los
microscopios, distintos conjugados y diferencias de concentracion,
especificidad y tasas de fluorocromo/proteina (Fritzler, 1992). Estos
factores técnicos junto con diferencias poblacionales pueden explicar
las variaciones registradas en la prevalencia de ANA.

Muchos de estos problemas pueden solucionarse empleando un
titulo de positividad apropiado para reducir los falsos positivos. En
laboratorios de humana se realiza una primera dilucion al 1:40 para
personas menores de 40 afios y de 1:80 para personas mayores de
esta edad. También es aconsejable verificar periédicamente la validez
del titulo frente a una bateria de sueros sanos, para asegurarnos que

hay menos de 5-10% de positivos en esta poblacion de referencia
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(Astion et al., 2000). El titulo definido como positivo debe ser elegido
de tal forma que entre el 5-7% de la poblacion clinicamente sana sea
positiva (Astion et al., 2000). En nuestro estudio, se utilizé un grupo de
30 perros sanos para comprobar la validez de nuestro titulo. Ninguno
de estos animales obtuvo un titulo positivo, por lo que la probabilidad
de obtener resultados falsos positivos parece muy pequefia, Sin
embargo es probable que hubiese alguin resultado falso negativo. La
alta prevalencia citada por Ciaramella et al. (1997) puede deberse a la
existencia de resultados de este tipo. Desgraciadamente, estos
autores no citan el titulo que consideran como positivo, siendo este
dato la mayor fuente de variacion entre laboratorios (Lapras y Monier,
1971). El mayor atractivo de las pruebas de fluorescencia para la
titulacion de ANA es su simplicidad y su sensibilidad. Sin embargo, se
ha demostrado que si no se usan controles adecuados pueden existir
grandes variaciones entre laboratorios. En un estudio donde se remitio
una serie de sueros a diferentes laboratorios se comprobdé que la
correlacion entre los resultados de la determinacién de ANA en gatos
no era significativa, mientras que en perros el coeficiente de
correlacion fue significativo pero con un valor de solo 0,66 (Troy et al.,
1996).

Inmunofluorescencia sobre células Hep-2

Empleando las células Hep-2 como substrato sobre una
poblacién de 67 perros con leishmaniosis, el porcentaje de positividad

se elevdo al 55,23% y se obtuvieron unos titulos relativamente
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elevados, alcanzando en 11 perros titulos iguales o superiores a 320
gue podemos considerar como clinicamente muy significativos (Figura
7).

Células Hep-2

w N
g F

NUmero de animales

AMNINN.S.S.

Figura 7.- Histograma de la distribucion de titulos
positivos en la prueba de IFI sobre células Hep-2.

Existe la opinion generalizada de que al menos deben
emplearse dos substratos diferentes antes de considerar una muestra
como negativa (Fritzler, 1992). La eleccion mas préactica son los
cultivos celulares (por ejemplo células Hep-2), los cuales producen una
proporcién menor de resultados falsos negativos (Fritzler, 1992). Por

otro lado, las células Hep-2 han demostrado ser un substrato mucho
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mas fiable que los criocortes de higado de rata para la investigacion de
ANA en el perro ya que también producen una menor proporcion de

falsos positivos (Hansson et al., 1996).

En el perro, trabajos previos han demostrado que las reacciones
positivas con diluciones bajas eran relativamente frecuentes en perros
sanos utilizando como substrato cortes de higado de rata. Por el
contrario, los perros sanos no mostraron reactividad alguna cuando se
usaron células Hep-2 como substrato, incluso analizando las muestras
a diluciones tan bajas como 1:15 (Hansson et al., 1996). Estos autores
concluyeron que las células HEp-2 eran un substrato mucho mas
apropiado para el perro debido a su baja reactividad con los sueros de
perros normales. Otra consideracion importante es el alto nivel de
correlacion (62:63) que encontraron en perros enfermos para ambos

substratos.

Un segundo motivo de controversia es decidir a partir de qué
titulo consideramos significativa la presencia de ANA en el contexto de
la enfermedad. La importancia de este punto es grande si tenemos en
cuenta que titulos positivos de ANA se han identificado en muchas
enfermedades tumorales, inflamatorias e infecciosas e incluso en
personas sanas (McVey y Shuman, 1991). La determinacién de ANA
es por tanto una técnica inespecifica (Shull et al., 1983). Otras veces
los ANA aparecen meses 0 afios antes de que se desarrolle el cuadro
clinico integro de la enfermedad autoinmune (Bradwell et al., 1995). La
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incidencia de ANA puede aumentar con la edad del paciente (Svec y
Veit, 1967). Aproximadamente entre el 30 y el 38% de personas
mayores de 60 afios tienen titulos significativos de ANA (Litwin y
Singer, 1965; Wilson y Sanders, 1992). Parece ser que estas personas
tendrian ANA de la clase IgM e IgA pero en ningun caso de la clase
IgG (Svec y Veit, 1967). La prevalencia de ANA en perros sanos
parece ser mayor en perros de la raza pastor aleman (Chabanne et al.,
1995).

En nuestro trabajo se eligid un titulo de 1:40 como valor de
corte. Este titulo es menor del recomendado por trabajos previos
donde se han empleado titulos de corte de 1:100 (Hansson et al.,
1996). Como en el apartado anterior, la técnica se aplic6 sobre 30
animales sanos sin que hubiera ninguna muestra positiva aplicando un
valor de corte de 1:40. Este es también el valor recomendado por el
fabricante de los reactivos. A pesar de estas precauciones, mas de la
mitad de perros con leishmaniosis fueron positivos con el titulo mas
bajo, y es probable que alguno de estos resultados constituyan falsos
positivos o0 bien que la leishmaniosis canina induzca titulos no

demasiado elevados de ANA.

En conclusion, titulos bajos de anticuerpos antinucleares son
relativamente frecuentes en la leishmaniosis canina aunque su
prevalencia varia segun la técnica empleada. Por su mayor

sensibilidad y por permitir la diferenciacion de varios patrones de
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inmunofluorescencia, la técnica de IFI sobre células Hep-2 es la
técnica de eleccion para la determinacion de ANA en perros con

leishmaniosis.

PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA

Sdlo tres tipos de patrones de inmunofluorescencia pudieron ser
definidos claramente: nuclear homogéneo, nucleolar y citoplasmatico.
El patrén nuclear fue el patron predominante al estar presente en 15
animales, otros 11 presentaron un patrén citoplasmatico y finalmente
en 6 animales el patron fue nucleolar. En 3 ocasiones, las muestras
presentaron un patron mixto que siempre fue una combinacion de

patron nuclear y citoplasmatico.

Una de las mayores dificultades para la identificacion de
patrones mediante IFlI es la reaccion de fondo debido a la unién
inespecifica de autoanticuerpos circulantes sin relevancia clinica
(Astion et al., 2000). Los patrones de reaccidon mas frecuentes del
perro son por orden decreciente el nuclear homogéneo y el
reticulonodular. La fluorescencia periférica es rara (Chabanne et al.,
1995). En un estudio sobre perros con hepatopatias cronicas, los
patrones de inmunofluorescencia mas frecuentes fueron el nuclear
granular y también el nucleolar en mucha menor medida, indicando
gue los autoantigenos especificos pueden ser nRNP o ARN. Esto

contrasta con el patrén nuclear homogéneo, caracteristico de ANA anti
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ADN e histonas que aparece en personas con hepatitis activa crénica

(Andersson y Sevelius, 1992).

En otro trabajo sobre 111 perros ANA positivos, el 90% de ellos
mostraron un patron nuclear granular o atipico granular. El patron
nuclear homogéneo, nuclear periférico y nucleolar se presentaron en

pocos casos (Kass et al., 1985).

La mayoria de los perros en nuestro trabajo presentaron sélo un
tipo de patron. Los patrones mixtos se producen cuando el suero de un
paciente contiene mas de un anticuerpo. En estos casos, diferentes
diluciones pueden producir diferentes patrones de inmunofluorescencia
en funcién de la concentracién de cada uno de los ANA (Bradwell et
al., 1995).

Excepto en los patrones nucleolares y de centromero donde los
antigenos estdn muy bien definidos, no es aconsejable confiar en el
resto de patrones para determinar la especificidad de los ANA. Puesto
gue muchos ANA o combinaciones de ellos pueden producir patrones
nucleares homogéneos o moteados (speckled), es conveniente
analizar las muestras positivas que presenten estos patrones con una

técnica especifica al menos para dsDNA y ENA (Bradwell et al., 1995).

En personas con LES, el patron nuclear homogéneo esta
correlacionado como anticuerpos anti-histonas y anti-dsDNA (Astion et
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al., 2000), el patron anular con anticuerpos anti-dsDNA y el moteado o
punteado del ndcleo se asocia con anticuerpos frente a antigenos
extractables (Sm, SS-A, SS-B, RNP, Scl-70 y Jo-1) (Bell et al., 1997).

La interpretacion de los patrones de inmunofluorescencia esta
mucho mas avanzada en personas que en el perro. La mayoria de
trabajos en el perro han intentado simplemente extrapolar la
informacion obtenida en personas. En los perros con leishmaniosis, el
patrén nuclear homogéneo fue el mas frecuente. El patron homogéneo
nuclear se define como la presencia de fluorescencia uniforme difusa
de todo el nucleo de las células en interfase. La intensidad de la
fluorescencia es mas pronunciada en la regiébn cromosémica de las
células en mitosis. El citoplasma circundante es negativo. Se asocia
con ANA para dsDNA, histonas, (sobre todo H2A-H2B-DNA), Ku y
otros antigenos abundantes asociados con cromatina (Bradwell et al.,
1995; Astion et al., 2000).

En nuestro trabajo, la elevada prevalencia de anticuerpos anti-
histonas encontrada en estos mismos animales podria explicar el

predominio de este patron (Figura 8).
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AHA (ELISA units)

Figura 8.-Niveles de AHA agrupados segun el
patrén de inmunofluorescencia obtenido sobre células
Hep-2. La barra horizontal representa la media.

El patrén nucleolar homogéneo fue el menos frecuente, sélo 7
perros presentaron este tipo de patron. En personas, se sabe que la
fluorescencia de todo el nucleolo es debida a anticuerpos para PM-Scl,
ARN-polimerasas, fibrilarina y otros (Astion et al., 2000). Las células en
metafase generalmente muestran una tincion difusa débil del
nucleoplasma. No hay fluorescencia en la region cromosémica
condensada. Clinicamente se asocia en el 50% de pacientes con el

sindrome superpuesto de polimiositis-escleroderma y menos

174



Discusion

frecuentemente con las enfermedades individuales. El antigeno PM-
Scl o complejo nucleolar se compone al menos de 10 polipéptidos de
los cuales los principales componentes antigénicos tienen un peso
molecular de 75 kDa y 100 kDa. Un patron nucleolar similar con tincién
nuclear homogénea se produce con los anticuerpos Ku. El antigeno Ku
consta de dos proteinas de 66 kDa y 86 kDa que se unen al ADN pero

cuya funcién exacta es desconocida (Bradwell et al., 1995).

El patron citoplasmatico estd producido por la presencia de
autoanticuerpos frente a proteinas del citoplasma. No serian por tanto,
estrictamente hablando, anticuerpos antinucleares. En personas es
importante por su asociacion con enfermedades reumaticas, pero no
siempre las pruebas de IFI sobre células Hep-2 permiten identificar con
su exactitud las diferentes estructuras del citoesqueleto vy titulos bajos
son normales en personas de mayor edad (Bradwell et al., 1995). Las
proteinas citoplasmaticas se diferencian en 6 grupos principales, entre
ellas la actina y la tubulina frente a las cuales se han descrito
autoanticuerpos en perros con leishmaniosis (Pateraki et al., 1983). La
identificacion del patrén citoplasmatico en una parte significativa de los
perros analizados podria explicarse por la presencia de este tipo de
autoanticuerpos. No obstante, al menos en nuestras manos, la técnica
de IFI sobre células Hep-2 no permitié diferenciar entre los patrones
citoplasmaticos antigeno-especificos que estan descritos en personas
(Bradwell et al., 1995). Normalmente la claridad con que se define un
patron depende del titulo de autoanticuerpos y de su afinidad. En
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perros con leishmaniosis, el nivel de autoanticuerpos frente a proteinas
citoplasmaticas como la actina, y la tubulina no seria Ilo
suficientemente elevado como para producir patrones de

inmunofluorescencia bien diferenciados.

Normalmente, los pacientes sin tincidn nuclear pero que tienen
una tincién identificable del citoplasma con una intensidad superior a la
del control se consideran como ANA negativos. No obstante, esta
observacién se suele hacer constar en el informe pues se sabe que
alguno de los patrones citoplasmaticos estan asociados con ciertas
enfermedades (Astion et al., 2000). Por ejemplo, en personas el patron
citoplasmatico mitocondrial se ha asociado con cirrosis biliar primaria y
el ribosomal con LES (Astion et al., 2000).

Ninguno de los tres patrones de inmunofluorescencia
identificados sobre células Hep-2 estaba significativamente asociado
con anticuerpos antinucleares especificos para histonas, ADN de doble
cadena o anticuerpos para antigenos nucleares solubles (Fig. 8). No
parece por tanto que, en perros con leishmaniosis, el patrén de
inmunofluorescencia sea especifico de un tipo de anticuerpos

antinucleares concreto.
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CORRELACION ENTRE LAS TECNICAS DE
INMUNOFLUORESCENCIA

Un problema para determinar la prevalencia real de ANA en
cualquier enfermedad, es la ausencia de buena correlacion entre las
pruebas de inmunofluorescencia que emplean diferentes substratos.
En un estudio sobre 69 sueros y considerando como positivos titulos =
de 1:40, el porcentaje de positividad fue del 70% empleando células
Hep-2 frente a un 29% empleando higado de rata (Remmel et al.,
1996). Por tanto, las células Hep-2 permiten una mayor sensibilidad en
la deteccion de ANA. Sin embargo, en otro estudio anterior analizando
141 sueros de pacientes con enfermedades reumaticas, el porcentaje
de positividad fue similar para ambos substratos pero se encontré una
tendencia a obtener titulos positivos mas altos empleando las células
Hep-2 como substrato (Miller et al., 1985). Trabajos posteriores en
perros sanos demostraron por el contrario que a diluciones bajas, la
técnica de IFI sobre criocortes de rata producia una gran cantidad de
resultados positivos (Hanssson et al., 1966; Hansson, 1999). Existe
por tanto controversia sobre la sensibilidad y especificidad de las
pruebas de IFI.

En este trabajo, se estableci6 la correlacion entre ambas
pruebas a partir de 24 muestras que habian obtenido un titulo positivo
en al menos una de las dos técnicas empleadas. Se dio prioridad al

establecimiento de la correlacion positiva dado que el namero de
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muestras que se pudieron procesar era limitado y porque la correlacion

negativa tiene un interés menor.

La correlacion positiva se puede describir como reducida, pues
se alcanzd soOlo en el 29% de las muestras. Parte de esta baja
correlacion esta seguramente relacionada con la menor sensibilidad de
los cortes de higado de rata, ya que un 45,8% de muestras (11
animales) alcanzaron un titulo positivo cuando se ensayaron sobre las
células Hep-2 pero fueron negativas sobre los cortes de higado de
rata. No obstante, aunque las células Hep-2 son sin duda un substrato
mas sensible, también se produjo la situacion contraria en 6 muestras
(25%). Estas muestras fueron positivas sélo sobre las células de
higado de rata. La explicacion a esta falta de correlacién tan acusada
debe estar relacionada con la mejor o peor expresién de antigenos
nucleares en cada substrato. También puede estar relacionada con la
mayor o menor especificidad de cada substrato, de tal modo que
algunos de los resultados positivos fueran realmente falsos positivos.
Si el titulo de corte elegido para la técnica de IFI sobre criocortes de
rata hubiera sido poco especifico, es posible que alguna de estas 6
muestras positivas Unicamente en esta técnica, sean realmente falsos
positivos. El uso de suero con diluciones bajas favoreceria la union
inespecifica de las inmunoglobulinas sobre el material nuclear. Esta
opcion parece poco probable pues el titulo de 1:20 como positividad se
estableci6 a partir de 30 perros sanos. Esta falta de correlacion
también ha sido descrita previamente. Puesto que la expresion de
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ciertos antigenos nucleares manifiesta diferencias cualitativas y
cuantitativas en los diferentes substratos, las pruebas de IFI para ANA
pueden ser negativas en cortes de 6rganos y positivas en cultivos
celulares o al contrario. En cualquier caso, los cultivos celulares
proporcionan un substrato que contiene una mayor variedad de
antigenos nucleares y es mas aconsejable para reducir la proporcion

de falsos negativos (Fritzler, 1992).

Las células Hep-2 cada vez mas estan reemplazando a los
tejidos de roedores debido a las numerosas ventajas que ofrecen,
aumentando significativamente la sensibilidad de la técnica (Bradwell
et al., 1995). La mayor sensibilidad de los cultivos celulares se debe a
gue sus nucleos son mayores, algunos antigenos estan presentes en
mayor concentracion en estas células tumorales poco diferenciadas
gue en tejidos muy diferenciados como son el higado o el rifidn, su
disposicion monocelular asegura que todos los nucleos son visibles y
no existe matriz de tejido conectivo que dificulte la observacién de las
células (Tan, 1982; Fritzler, 1992).

En un trabajo anterior, estudiando la correlacion entre diferentes
meétodos para la determinacion de ANA en el perro, se obtuvieron
resultados sorprendentes por la falta de correlacion, que podrian
deberse al hecho de que ninguna de las muestras procedentes de
perros con diversas enfermedades reumaticas alcanzé titulos positivos

sobre las células Hep-2. Estos autores (Bell et al., 1997) compararon
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las pruebas de IFI sobre cortes de higado de rata y células Hep-2, con
métodos ELISA para ADN de doble cadena, ADN de cadena simple y
para histonas y con técnicas de western blotting usando
homogeneizados de células de higado de rata. No hubo correlacién
entre los titulos de ANA y los anticuerpos para los antigenos
nucleares. El método de western blotting produjo un patron demasiado
complejo como para identificar los antigenos especificos. Los titulos de
ANA vy los valores obtenidos en el ELISA anti-histonas estaban solo

débilmente correlacionados (r = 0,34).

La conclusion del trabajo es que debe existir un amplio rango de
reactividades o existe union inespecifica de inmunoglobulinas sobre
los cortes de higado de rata. De hecho, usando las células Hep-2
como substrato, ninguna de las muestras analizadas tenia un titulo
positivo (Bell et al.,, 1997). Fue sorprendente que el ELISA no
demostrase la presencia de reacciones especificas antigeno-
anticuerpo y esto hace dudar sobre la fiabilidad de las pruebas IFI.
Empleando como substrato nuclear las células Hep-2, consideradas
como el sistema mas sensible para el diagnostico de LES humano,
ninguno de los sueros ANA-positivos sobre higado de rata fueron
positivos. El mismo resultado se obtuvo empleando como substrato el
quinetoplasto de Crithidia luciliae (Bell et al., 1997).

En la figura 9 se puede apreciar la débil correlacion entre los

titulos obtenidos en la prueba de IFI sobre células Hep-2 y los niveles
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de anticuerpos anti-histonas de los mismos perros. Hasta cierto punto
resulta l6gica la falta de correlacion entre las pruebas de IFI y las
pruebas de ELISA, ya que las muestras incluidas en este estudio
podian contener ANA dirigidos frente a antigenos diferentes a los
incluidos en el ELISA. Una gran variedad de ANA son detectados
sobre higado de rata pero existen dudas sobre la sensibilidad y
especificidad del test en perros (Bell et al.,, 1997). Otros autores
apuntan a que debido a su mayor objetividad y a la posibilidad de
analizar un namero elevado de muestras, las técnicas IFl deben ser
reemplazadas por técnicas de enzimo-inmuno ensayo (Kumagai y
Hayashi, 2001).

8001

6004

400+

Titulo Hep-2

2004

0 1 2 3 4
Unid. ELISA

Figura 9.- Correlacion entre titulos de ANA en IFI
sobre células Hep-2 y anticuerpos antihistonas en
unidades ELISA.
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ISOTIPOS DE ANA

En 14 muestras con titulos positivos sobre cortes de higado de
rata, se introdujo un paso adicional en el método de IFl para
determinar el isotipo de los ANA presentes. El isotipo mas frecuente
fue el IgM aunque a titulos nunca superiores a 1:150 y, salvo en 3
casos, siempre acompafado por ANA del isotipo IgG y en menos

casos IgA. Los titulos mas elevados fueron los del isotipo IgG.

En un estudio amplio en personas con LES, los ANA IgG se
detectaron en el 96% de pacientes, IgM en el 81% e IgA en el 51%. La
mayoria de pacientes tenia mas de un isotipo de ANA. El 50% tenia
ANA de los 3 isotipos, el 27% IgG e IgM, el 1% IgG e IgA y el 18% so6lo
IgG y el 4% solo IgM (Gonzalez y Rothfield, 1966). No se encontré
correlacion entre la duracibn de la enfermedad y la clase de
inmunoglobulina en los ANA. La presencia de ANA de la clase IgA fue
mayor entre pacientes con enfermedad clinicamente activa comparada

con pacientes en remision (Gonzalez y Rothfield, 1966).

En un estudio en perros con LES, solo los ANA de tipo IgG
estaban elevados en comparacién con los perros normales (Monestier
et al., 1995). Ademas, estos ANA de la clase IgG parecen estar
restringidos a ciertas subclases, especialmente las subclases IgG1l e
IgG3, que son las que mayor capacidad tienen para fijar el

Complemento (Schur et al., 1972).
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El isotipo de ANA estd directamente relacionado con su
potencial patogénico. Los isotipos IgM predominan en la respuesta
primaria, por lo general alcanzan titulos bajos, tiene una afinidad
reducida y su vida media es corta. Por su parte, los isotipos IgG
predominan en la respuesta inmune secundaria y son los de mayor
potencial patogénico. La produccion de anticuerpos IgG anti-ADN
requiere la interaccion entre las células B que producen los
anticuerpos y las células T helper que activan la sintesis y secrecion
de anticuerpos por las células B. Para que se produzcan, las células
gue normalmente suprimen la activacion de las células B, los linfocitos
T CD8+ y las células natural killer, deben tener una actividad supresora
deficiente. La hiperactividad de las células T helper esté bien ilustrada
en ratones y personas con LES, en el cual, péptidos procesados desde
autoanticuerpos para ADN activan las células T helper, un proceso que
a su vez aumenta la sintesis de anticuerpos patogénicos para el ADN
(Hahn, 1998). En un modelo experimental de perros con LES, la
actividad de los linfocitos T supresores era menor en los perros con

LES que en perros sanos de la misma colonia (Monier et al., 1988).

Otro factor importante para explicar la aparicion de ANA de un
isotipo concreto es la capacidad de eliminacion de los CIC donde se
encuentran incluidos los ANA. Se sabe que el aclaramiento de los
inmunocomplejos por las células fagociticas es también deficiente en
pacientes con LES. Esto se debe en parte a un niamero reducido de
receptores para la fraccion CR1 del Complemento sobre la superficie
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celular. La eliminacion defectuosa también puede deberse a una
fagocitosis inadecuada de inmunocomplejos IgG2 e 1gG3. La red
idiotipica que previene la sobreproduccién de anticuerpos en sujetos
normales es probablemente defectuosa en pacientes con LES (Hahn,
1998).

El predominio de ANA IgM parece restar importancia patogénica
a los ANA en la leishmaniosis canina. En la mayoria de procesos
autoinmunes humanos (Massa et al., 1995) y caninos (Kass et al.,
1985), predominan los ANA del isotipo IgG. Avila y Rojas (1990)
encontraron una mayor frecuencia de auto-anticuerpos IgM en
personas con leishmaniosis visceral, mientras que en la leishmaniosis
cutanea localizada era mas frecuente la asociacion IgM-IgG, tal y
como en los perros incluidos en nuestro estudio. Este hecho puede ser
un reflejo de la mayor prevalencia de lesiones cutaneas en la

leishmaniosis canina.

No pudo encontrarse una relacion clara entre el isotipo de
inmunoglobulina presente en los ANA y los sintomas clinicos,
probablemente por el reducido tamafio de la muestra y por la
participacion de otros factores patogénicos en el desarrollo de los
sintomas. De forma similar, Nieto et al. (1992) tampoco pudieron
establecer una correlacién significativa entre el isotipo de los CIC y las

lesiones glomerulares en perros con leishmaniosis. En conclusién,
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aungue el isotipo IgM fue el predominante en los ANA, la mayoria de

perros mostraron una combinacion de isotipos IgM e IgG o IgA.

ESPECIFICIDAD ANTIGENICA

La especificidad antigénica puede guardar relacion con el origen
y mecanismo de produccién de cada tipo de ANA. Por ejemplo, la
exposicién prolongada de los queratinocitos a luz UV produce
apoptosis y, durante la misma, particulas del ndcleo se empaquetan en
vesiculas de la membrana celular. Algunas de estas vesiculas
contienen complejos de ARN y proteinas como el antigeno Ro (SS-A).
Los anticuerpos frente a estas proteinas se asocian con erupciones
cutaneas en pacientes con lupus cutaneo subagudo y en neonatos con
lupus (Hahn, 1998).

Para determinar la especificidad antigénica de los ANA, en
primer lugar habria que identificar las muestras positivas mediante
inmunofluorescencia indirecta (Gelberg et al., 1985). En el perro, esta
prueba tiene por si sola valor diagnéstico para detectar mecanismos
autoinmunes comparables a los que se presentan en el hombre
(Lapras y Monier, 1971). Detecta la gran mayoria de los ANA ya que la
mayor parte de los antigenos nucleares se encuentran presentes en
los tejidos que utiliza (Bentwich et al., 1988; Nakamura y Robbins,
1992). Una vez obtenidos resultados positivos, se determinaria la

especificidad de los ANA mediante otras técnicas (inmunodifusion,
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hemaglutinacion pasiva, contraelectroforesis, RIA y ELISA) (Bentwich
et al., 1988).

Actualmente, dos técnicas permiten la identificacion de la
especificidad antigénica de los ANA: el ELISA y la contra-
inmunoelectroforesis (CIE). Henriksson et al. (1998) intentaron
caracterizar la especificidad antigénica de una serie de sueros caninos
ANA positivos mediante inmunodifusién. Los sueros positivos y
negativos empleados fueron sueros de referencia humanos. Mediante
estos sueros se identificaron las lineas de precipitacion de los
antigenos RNP A y C, el antigeno principal RNP (UI-70K) y el Sm se
identificaron mediante anticuerpos monoclonales. Los antigenos se
obtuvieron a partir de homogeneizados de células Hep-2. Los
resultados indicaron que no habia una relacion clara entre el patron de
inmunofluorescencia y ciertas especificidades aunque si habia
correlacion entre la positividad mediante inmunofluorescencia e
inmunodifusion. Las conclusiones de este trabajo fueron que, aunque
el patrén anti-histonas difiere dramaticamente entre personas y perros,
tanto el reconocimiento de varias proteinas antigénicas asociadas a
RNP como el reconocimiento de dominios dentro de la proteina Ul-
70K es similar en ambas especies. Por tanto, la respuesta de auto-
anticuerpos contra las proteinas Sm y RNP existe también en el perro.

En los sueros positivos de perros con leishmaniosis
investigamos la presencia de ANA especificos para varios auto-

antigenos.
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ADN de doble cadena

La carga cationica de los anticuerpos anti-ADN les proporciona
gran poder patégeno, posiblemente porque los anticuerpos se unen a
moléculas de la membrana basal del glomérulo cargadas
negativamente (Hahn, 1998). Otro factor de patogenicidad
determinante puede ser la capacidad de los ANA para ADN de unirse a
antigenos adicionales de la membrana basal, tales como el Clq o
nucleosomas unidos al colageno tipo IV 0 a componentes tisulares de
los glomérulos o de las paredes de los vasos, tales como laminina o el
heparan sulfato (Hahn, 1998).

Inicialmente se pensaba que los ANA no podian penetrar en el
interior de células vivas. Después se comprobd que los anticuerpos
frente a ribonucleoproteinas podian penetrar en el interior de células
mononucleares humanas vivas mediante su unién con los receptores
Fc (Alarcon-Segovia et al., 1978). Se piensa que los anticuerpos anti-
ADN del LES penetran al interior de las células a través de la miosina

presente en la membrana celular (Hahn, 1998).

Aparte de un amplio espectro y mayor potencial patogénico, la
determinacién de ANA especificos para ADN de doble cadena también
puede ser interesante por la relacion que existe entre sus niveles y el

grado de actividad clinica del LES en personas. En general, cuando los
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tests para anticuerpos anti ADN de doble cadena se realizan a
intervalos regulares, con independencia de los sintomas, se observa
que cuando los titulos aumentan, la posibilidad de exacerbacion de la
enfermedad se multiplica por dos o tres en los siguientes 3-4 meses. Si
se detecta una elevacion brusca, la exacerbacion suele ser inmediata y
manifestada por glomerulonefritis o vasculitis en pocas semanas. En
algunos pacientes, el titulo de ANA para ADN de doble cadena es una
medicién excelente para controlar el grado de actividad de la
enfermedad. En otros pacientes, el aumento de actividad se controla
mejor detectando la caida de las concentraciones plasmaticas del
Complemento (Hahn, 1998). Aparte del LES, muchos ANA no fluctdan
en funcién de la actividad de la enfermedad y por eso su cuantificacion
precisa no es necesaria (Bradwell et al., 1995).

Para estudiar la presencia de ANA especificos para ADN de
doble cadena, se analizaron las muestras de 34 perros con
leishmaniosis y titulos positivos sobre células Hep-2 y/o cortes de
higado de rata. La determinacibn se hizo mediante
inmunofluorescencia sobre cultivos del protozoo Crithidia luciliae. Este
protozoo se ha demostrado como un substrato Util para detectar
anticuerpos especificos para ADN nativo. Posee una gran mitocondria
gue contiene ADN relativamente libre de otros antigenos nucleares
como las histonas (Halliwell, 1982; Fritzler, 1992). Ademéas de su
sencillez, la técnica presenta la ventaja de que, a diferencia de otros
ensayos IFl que detectan sdOlo anticuerpos de alta afinidad, este
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método detecta tanto anticuerpos de alta como de baja afinidad
(Bentwich et al., 1988).

De las 34 muestras sélo una de ellas alcanz6 un titulo positivo
de 1:80. De estos resultados se desprende que en perros con
leishmaniosis el desarrollo de ANA especificos para ADN de doble
cadena es excepcional. Otra consideracion seria cuestionar la validez
de la prueba. En el perro, algunos autores consideran que la técnica
de Crithidia luciliae carece de sensibilidad suficiente para ser
empleada como técnica de rutina, ademdas parece detectar
preferentemente anticuerpos para ADN de doble cadena de baja
afinidad y recomiendan el empleo de métodos ELISA que son positivos
en el 90% de perros con LES (Halliwell, 1982; Jones, 1993). También
se ha apuntado la posibilidad de que en el suero canino existan ciertos
componentes no especificos que se unen al ADN e interfieren con la
union de los anticuerpos anti-ADN (Andersson y Sevelius, 1992).
Cualquiera que sea la explicacion, la falta casi absoluta de positividad
en muestras positivas por otras técnicas de IFI indica que esta técnica
no es Uutil para detectar ANA en perros con leishmaniosis y

seguramente en otras enfermedades.

Monier et al. (1988) emplearon este ensayo para deteccién de
ADN de doble cadena en perros con LES partiendo de una dilucién
inicial de 1:2, mientras que el método empleado aconseja diluir las
muestras al 1:10. Es posible que hubiese un mayor nimero de

positivos si hubiésemos llevado a cabo el ensayo con una dilucién
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menor. En cualquier caso, es dificil valorar el significado clinico de
titulos tan bajos.

El papel que el auto-antigeno especifico juega dirigiendo la
produccion de auto-anticuerpos en las enfermedades sistémicas
autoinmunes no esta bien determinado. En primer lugar, los auto-
anticuerpos para ADN, los factores reumatoides y otros auto-
anticuerpos tienen un espectro de reactividad muy amplio. Por
ejemplo, los ANA anti-ADN pueden unirse a varias combinaciones de
ADN de doble cadena, ADN de cadena simple, polinucleétidos
sintéticos, fosfolipidos, proteinas del citoesqueleto, polisacéaridos,
plaguetas, células Raji y linfocitos. Es probable que estos anticuerpos
multiespecificos reaccionen contra antigenos microbianos y sélo
accidentalmente lo hagan con ADN y otros antigenos nucleares
(Prud’homme y Parfrey, 1988).

Los estudios empleando anticuerpos monoclonales han
demostrado que los anticuerpos que se unen exclusivamente a ADN
de doble cadena son raros, y que la mayoria de ANA para ADN de
doble cadena también reaccionan frente a ADN de cadena simple
(Hahn, 1998). En conclusion, nuestros resultados parecen corroborar
todas estas aseveraciones que restan gran valor a la determinacion

especifica de este tipo de ANA.
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Anticuerpos frente a ENA

Los ENA son antigenos nucleares solubles compuestos por
pequefas ribonucleoproteinas y otros antigenos celulares. Dentro de
este grupo de antigenos se incluyen los antigenos Sm y nRNP. El
mayor interés de identificar la especificidad de los ANA es su
asociacion con ciertas enfermedades. Un ejemplo claro son los ANA
anti-Sm gue en personas aparecen exclusivamente en el LES y tienen
por tanto un valor diagnostico elevado (Wilson y Sanders, 1992). Por
su parte, el antigeno nRNP esta constituido por un grupo de
ribonucleoproteinas nucleares que en personas se asocia a varias

enfermedades reumaticas.

Nuestro objetivo era investigar la presencia de ANA especificos
de estos antigenos en perros con leishmaniosis pero en ninguna de las
34 muestras analizadas de perros con leishmaniosis se detectd la

presencia de anticuerpos frente a ENA.

En un amplio estudio sobre 580 perros que mostraban al menos
1 sintoma de LES, 132 fueron positivos para ANA. De estos perros
ANA-seropositivo, 8 tenian anticuerpos para ADN de doble cadena, 35
de 66 sueros investigados eran positivos para histonas, en 9 perros se
encontraron ANA para el antigeno Sm y en otros 9 anticuerpos frente a
RNP. Cuando se investigb la presencia de anticuerpos para el

antigeno Ro (también llamado SS-A), s6lo 1 de los 580 perros fue
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positivo (White et al., 1992). Segun los resultados de este estudio, la

prevalencia de ANA anti-ENA seria muy baja en el perro.

Aparte de la tedrica baja prevalencia de ANA especificos de los
ENA en el perro, otro motivo para explicar la ausencia de resultados
positivos podria ser la técnica elegida. Para algunos autores, la
inmunodifusién se considera una técnica insuficiente para determinar
la especificidad de los ANA en el perro, debido fundamentalmente a
gue no todos los ANA tienen capacidad precipitante (Hansson y
Karlsson-Parra, 1999). Estos autores encontraron que mediante la
técnica de inmunodifusiéon de Ouchterlony, solo los ANA asociados
estrictamente con un patrén nuclear moteado producian lineas de
precipitacion. El resto de patrones de IFI no mostré actividad

precipitante.

La mayoria de auto-antigenos caninos no se han identificado
aun y es importante hacerlo y tener sueros de referencia. Ademas, los
extractos proteicos desarrollados para la deteccion serologica de auto-
anticuerpos humanos pueden ser deficientes cuando se aplican al
perro. Un antigeno canino muy importante de 43kDa no esta presente
en algunos extractos comerciales. Las técnicas de immunoblotting y
ELISA son mas recomendables por dar mas resolucion a los auto-
antigenos caninos (Henriksson et al., 1998). En nuestro caso, el kit
empleado estaba desarrollado especificamente para el perro y los
controles positivos producian lineas de precipitacion facilmente
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identificables. Elegimos esta técnica por su simplicidad y porque se
habia usado con anterioridad de forma exitosa para la deteccion de
anticuerpos especificos de antigenos nucleares solubles como el Sm
en perros con LES (Costa et al., 1984). En conclusién, este tipo de
ANA estaria ausente en perros con leishmaniosis o la técnica de

inmunodifusion carece de la sensibilidad suficiente para detectarlos.

Histonas

Del total de muestras de perros con leishmaniosis analizadas (N
= 093), 43 muestras (46,23%) presentaron una concentracién de
anticuerpos IgG anti-histonas elevada. Un tercio aproximadamente
(32,5%) de las reacciones positivas se clasificaron como positivos
débiles (N = 14); en 19 perros (44,18%) las reacciones se consideraron
moderadas y 10 perros (23,2%) presentaron concentraciones

consideradas como altas segun la escala establecida.

Nuestros resultados muestran que los anticuerpos anti-histonas
estan elevados en un numero significativo de perros con leishmaniosis.
Los perros que mostraron reacciones clasificadas como débiles
pueden considerarse como clinicamente no relevantes debido a la
presencia de bajos titulos de ANA en muchas enfermedades. Sin
embargo, la identificacion de un 44,18% de perros con titulos
clasificados como moderados pero en el rango de los encontrados en

el LES canino y de un 23,2% con titulos altos, indican que los
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anticuerpos anti-histonas pueden ser un factor patogénico importante
responsable de las manifestaciones pleomorficas que caracterizan a la

leishmaniosis canina.

El potencial patogénico de los ANA es muy variable pero se
considera alto en el caso de los anticuerpos anti-histonas. Las histonas
catidénicas pueden unirse a la membrana basal del glomérulo que esta
cargada negativamente, quedar fijadas y unirse con los anticuerpos
anti-histonas formando complejos inmunes que darian lugar al
desarrollo de una glomerulonefritis. Este mecanismo se ha propuesto
para explicar la elevada incidencia de lesiones renales en el LES
canino (Monestier et al., 1995), y podria contribuir al desarrollo de la
glomerulonefritis caracteristica de la leishmaniosis canina. En perros
con LES se han encontrado anticuerpos IgG frente a histonas H1,
H2A, H3 y H4 en concentraciones significativamente mayores que en

perros sanos (Monestier et al., 1995).

En otro trabajo usando antigenos nucleares especificos (Bell et
al., 1997), se identificaron en perros los anticuerpos anti-histonas y con
un rango amplio de valores, coincidiendo con las observaciones de
Monier et al. (1992). En este trabajo, los ANA para ADN de doble
cadena estaban significativamente elevados en perros con artritis
reumatoide. La mayoria de los escasos sueros positivos con ANA anti-

ADN de doble cadena también tenian elevados niveles de ANA anti-
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ADN de cadena simple. Esto puede indicar una activacién policlonal de
células B (Bell et al., 1997).

Varios de los mecanismos propuestos para explicar la formacién
de anticuerpos frente a componentes del ADN como las histonas,
podrian tener lugar en la leishmaniosis canina: (1) pueden ser auto-
anticuerpos naturales, parte del repertorio normal de anticuerpos auto-
reactivos de baja afinidad; (2) la activacién policlonal de células B
clasicamente descrita en la infeccién por leishmania en perros con una
respuesta inmune humoral; (3) estimulacion antigénica especifica por
parte de antigenos del parasito (fosfolipidos, ADN, complejos ADN-
proteinas) que podrian dar reacciones cruzadas con auto-antigenos
nucleares. En todas estas hipotesis, la capacidad para formar
anticuerpos anti-histonas dependeria fuertemente de la susceptibilidad
genética de cada animal. Esto explicaria que solo estuvieran presentes
en concentraciones clinicamente significativas en un porcentaje

reducido de los perros que desarrollan la enfermedad.

CORRELACION ENTRE ANTICUERPOS ANTI-HISTONAS Y
GLOMERULONEFRITIS

En los perros con leishmaniosis, la prevalencia de titulos
positivos de anticuerpos anti-histonas y sus niveles expresados en
unidades ELISA fue significativamente mayor en el grupo de perros
con glomerulonefritis. Segun nuestro resultados, 7 de 18 perros
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(38,8%) en el grupo | y 22 de 25 perros en el grupo Il (88%) tenian
titulos de anticuerpos anti-histonas en niveles similares al LES canino
(Henriksson et al., 1998), indicando que la infeccidén por leishmania
puede inducir un incremento patogénicamente relevante en la
formacion de este tipo especifico de ANA. Segun nuestros resultados,
los perros con leishmaniosis y una concentracion aumentada de
anticuerpos anti-histonas tendrian un riesgo mayor de desarrollar una

glomerulonefritis inmunomediada.

En el grupo de perros con leishmaniosis estudiado, se encontré
una correlacion positiva significativa entre los niveles de anticuerpos
anti-histonas y el cociente de UPC. Esta correlacion dejaba de ser
significativa cuando ambos grupos se analizaban de forma
independiente. Esta aparente discrepancia podria estar relacionada
con el tamafio muestral. Estadisticamente, al estudiar ambos grupos
por separado se reduce el tamafio de la muestra, y también la
probabilidad de que la prueba discrimine entre el efecto del azar y la
existencia de relacion entre ambas variables. También es razonable
esperar un periodo variable de tiempo entre la formacién de
anticuerpos anti-histonas y la manifestacibn clinica de la
glomerulonefritis, afectando negativamente a la posibilidad de detectar
estadisticamente una correlacion significativa entre ambas variables.
Esta hipdtesis estaria apoyada por la presencia de titulos elevados de
anticuerpos anti-histonas en perros del grupo |, que no mostraban

signos de insuficiencia renal. Finalmente, dado el caracter cronico y
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pleomoérfico de la leishmaniosis canina, otros mecanismos, incluso sin
relacion alguna con la infeccion, pueden contribuir al desarrollo de
patologia glomerular o interferir con la correlacion directa entre los

niveles de anticuerpos anti-histonas y el cociente UPC.

Se ha demostrado que la proteinuria presente en perros con
leishmaniosis esta asociada con el dafio glomerular y tubular que
sufren estos animales y que una fraccion significativa de la misma esta
producida por la excrecion de IgG e IgA (Zaragoza et al., 2003). La
proteinuria fue mas intensa en los perros que presentaban el mayor
namero de sintomas, un resultado que coincide con lo observado en

nuestro estudio.

Las lesiones glomerulares de la leishmaniosis canina también
estan correlacionadas con la presencia de antigenos del parasito en
orina e incluso de amastigotes viables. La antigenuria se produce por
la liberacion de antigenos solubles del parasito. La presencia de ADN
del parasito en la orina de perros infectados se ha estimado en un 25%
pero no se ha podido establecer una correlacion significativa entre la
insuficiencia renal y la eliminacion de ADN parasitario en orina, lo cual
se interpreta como una falta de relacion entre ambos fendémenos
(Franceschi et al., 2007). Por el contrario, otros trabajos previos
encontraron una correlacion entre las lesiones renales y la presencia
de ADN de Leishmania en orina (Manna et al., 2005; Solano-Gallego et
al., 2005).
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Las lesiones glomerulares encontradas en la leishmaniosis
canina son lesiones tipicamente asociadas con procesos patoldgicos
inmunomediados (Poli et al., 1991, Zatelli et al., 2003), causados por el
deposito de CIC que inician el dafio renal (Franceschi et al., 2007).
Todavia no se ha descrito minuciosamente el mecanismo de unién de
la 1I9G y los CIC a la membrana basal del glomérulo para iniciar el
proceso inflamatorio. Los inmunocomplejos no se unen a la membrana
basal glomerular a menos que sean de naturaleza catidénica. A
diferencia de los CIC anti-ADN de caracter anionico, las histonas son
cationicas y se unen facilmente a la membrana basal del glomérulo
que presenta una carga negativa. Una vez ancladas sobre la
membrana, actian como antigenos fijando a sus anticuerpos
especificos (Teodorescu et al., 2004). Mediante este mecanismo,
aunque el poder patogénico de los ANA es variable, los ANA anti-
histonas tendrian mayor capacidad para iniciar un proceso de
glomerulonefritis. De hecho, las histonas y sus anticuerpos especificos
pueden eluirse de los depdsitos de CIC presentes en ratones con LES
(Grotscholten et al., 2003). También, en perros con LES, fueron
anticuerpos anti-histonas de la clase IgG los Unicos encontrados en
concentraciones significativamente mayores que en perros normales
(Monestier et al., 1995). Nuestra hipotesis fue que este mecanismo
podria también contribuir al desarrollo de glomerulonefritis en la
leishmaniosis canina. El hallazgo de diferencias estadisticamente muy

significativas en la prevalencia de titulos positivos de anticuerpos anti-
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histonas y en las concentraciones séricas de estos ANA entre ambos
grupos de perros con leishmaniosis y la correlacion significativa entre
los niveles séricos de anticuerpos anti-histonas y el cociente UPC
indicarian que existe una asociacion patogénica. También,
considerando que el valor predictivo positivo de un titulo elevado de
ANA anti-histonas para el desarrollo de glomerulonefritis fue del 88%,
la determinacion de este tipo de ANA podria tener interés clinico para
valorar el riesgo de desarrollar lesiones glomerulares en perros con
leishmaniosis.

Esta relacion entre los anticuerpos anti-histonas y la patogenia
de la enfermedad ha sido sugerida por trabajos previos donde se
estudiaron anticuerpos dirigidos frente a las histonas H2A y H3 del
parasito (Nieto et al., 1999). En principio no existe reaccion cruzada
entre estas histonas y las del perro pero es significativo que, en perros
infectados experimentalmente, solo aquellos donde los anticuerpos
anti-histonas del parasito se elevaron mostraron signos clinicos de la

enfermedad.

El grupo de perros sanos se emple6 como referencia para
identificar un aumento en los niveles de ANA anti-histonas, al no existir
ningun suero de referencia con una concentracion definida. El limite
superior del rango normal se establecié como la media + 2 veces la DE
de las lecturas de DO obtenidas en el grupo control. Este sistema para
calcular la concentracion de ANA anti-histonas en unidades ELISA y la
escala empleada en esta tesis se han usado previamente en la
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investigacion de los ANA anti-histonas en personas y perros (Costa et
al., 1984; Henriksson et al., 1998; Teodorescu et al., 2004). También
es importante comentar que mediante estudios de pre-absorcion sobre
sueros con titulos positivos de ANA anti-histonas de perros con LES,
se ha demostrado que las histonas bovinas empleadas en nuestro
método ELISA reaccionan especificamente con los ANA anti-histonas
de la clase IgG (Paul et al., 2005). La misma fuente de histonas se ha
usado en otros trabajos previos (Costa et al., 1984; Monestier et al.,
1995; Henriksson et al., 1998; Paul et al., 2005), lo que es importante

para demostrar la especificidad de nuestro método ELISA.

Respecto a los niveles de creatinina séricos, no hubo
correlacion significativa entre las concentraciones de anticuerpos anti-
histonas expresadas en unidades ELISA y las concentraciones de
creatinina. Esta falta de correlacion no es sorprendente pues se sabe
gue hay otros mecanismos implicados en la patogenia de las lesiones
glomerulares de la leishmaniosis canina. Ademas, aunque la
concentracion seérica de creatinina varia inversamente con la tasa de
filtracion glomerular, su elevacion no es especifica de glomerulonefritis
(DiBartola, 2000). Una situacion similar existe en perros con LES
donde se ha demostrado que las lesiones de nefritis pueden aparecer
en ausencia de anticuerpos anti-ADN (Monestier et al., 1995).
También, es razonable esperar que exista un periodo variable de
tiempo entre la formacién de los anticuerpos anti-histonas y las

manifestaciones clinicas de enfermedad renal, un hecho que podria
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ser valorado Unicamente a través de estudios prospectivos usando
perros infectados experimentalmente. Finalmente, se ha demostrado
gue los niveles de creatinina no son un indicador precoz de las
lesiones glomerulares asociadas a la leishmaniosis canina (Palacio et
al., 1997) y que no estan correlacionados con el cociente UPC ni con
la presion sanguinea en perros con insuficiencia renal (Buranakarl et
al., 2007). Segun los resultados de estos autores, hubiera sido més
interesante correlacionar los anticuerpos anti-histonas con la enzimuria
como indice mas sensible y precoz para la detecciébn de lesiones

glomerulares en perros con leishmaniosis.

Ademas del LES, los anticuerpos anti-histonas se han detectado
en personas con artritis reumatoide, enfermedad intestinal inflamatoria,
neoplasias ANA positivas, cirrosis biliar primaria, escleroderma,
enfermedades reumaticas y en pacientes geriatricos (Hahn, 1998). En
nuestro estudio, se tomaron todas las precauciones posibles para
mejorar la especificidad de nuestros resultados; una evaluacion clinica
y laboratorial completa, serologia para otras enfermedades infecciosas
y exclusion de perros de edad avanzada y de aquellos con sintomas

poco frecuentes o atipicos de leishmaniosis canina.

La ehrlichiosis es la segunda enfermedad crénica mas frecuente
en nuestra region y un titulo serolégico negativo no siempre permite
descartarla. Ademas, en un trabajo previo (Nelly et al.,, 1994), se
demostré que habia una baja prevalencia de ANA en perros infectados
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con E. canis. También se ha demostrado que el cociente UPC
aumenta de forma marcada pero transitoria durante la fase aguda de la
infeccion por E. canis (Codner y Maslin, 1992), por lo que
consideramos poco probable que una ehrlichiosis concomitante pueda
haber influido sobre nuestros resultados. Otros procesos capaces de
interferir y que pudiesen no haber sido detectados se presentan de
forma excepcional y dudamos por tanto que hayan podido inducir un

sesgo en nuestros resultados.

La barrera de filtracion glomerular se compone de células
endoteliales capilares, una membrana basal cargada negativamente y
los podocitos. La pérdida de la permeabilidad selectiva normal se
puede identificar por la presencia de proteinuria y el cociente urinario
de proteinas-creatinina permite la evaluacion de enfermedades
glomerulares primarias como la glomerulonefritis (DiBartola, 2000). Las
lesiones glomerulares tipicas en perros con leishmaniosis cursan con
la aparicion de proteinuria que es independiente del tipo histolégico de
lesion glomerular (Zatelli et al., 2003). Ademas, los resultados del
cociente UPC canino no estan afectados por diferencias en sexo,
meétodo de recoleccion de la orina o de si el animal se encuentra 0 no
en ayunas en el momento de tomar la muestra o de la hora del dia.
Esto hace que el cociente UPC sea un método préactico y exacto de
valorar la funcion glomerular en los perros con leishmaniosis que
acuden a la consulta. La existencia de piuria o la contaminacion con

sangre de las muestras puede alterar el cociente de UPC en ausencia
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de lesion glomerular (DiBartola, 2000). Todos los perros incluidos en
este estudio presentaban un sedimento urinario normal y es por tanto
poco probable que una inflamacion urinaria hubiera pasado inadvertida
incrementando el cociente de UPC. Ademas, se ha demostrado que
muchos perros con piuria no tienen proteinuria y que la hematuria no
causa un incremento en la proteinuria salvo que sea macroscopica
(Vaden et al.,, 2004). En cualquier caso, el valor de corte para el
diagnéstico de glomerulonefritis fue un UPC > 1 y no el habitualmente
usado de > 0,5. De esta forma, un valor de corte mas elevado permite
aumentar su especificidad en el diagndstico de glomerulonefritis

reduciendo la posibilidad de resultados falsos positivos.

En conclusién, el hallazgo de una media de ANA anti-histonas
significativamente superior en perros con glomerulonefritis asociada a
leishmaniosis y la correlacion entre los niveles de anticuerpos anti-
histonas y el cociente de UPC en perros con leishmaniosis, muestran
gue existe una relacion patogénica relevante entre la presencia de
anticuerpos anti-histonas y las lesiones glomerulares en perros con
leishmaniosis. Aunque otros factores deben estar forzosamente
implicados, la determinacion de ANA anti-histonas puede tener cierto
interés clinico para valorar el riesgo de desarrollar glomerulonefritis

iInmunomediada en perros con leishmaniosis.

203



204



Conclusiones

CONCLUSIONES

205



Importancia de los ANA en leishmaniosis canina

1.- Titulos bajos de anticuerpos antinucleares son relativamente
frecuentes en la leishmaniosis canina aunque su prevalencia varia
segun la técnica empleada. Por su mayor sensibilidad y por permitir la
diferenciacion de varios patrones de inmunofluorescencia, la técnica
de IFl sobre células Hep-2 es la técnica de eleccion para la

determinacion de ANA en perros con leishmaniosis.

2.- Ninguno de los tres patrones de inmunofluorescencia identificados
sobre células Hep-2 estaba claramente asociado con anticuerpos
antinucleares especificos para histonas, ADN de doble cadena o
anticuerpos para antigenos nucleares solubles. No parece por tanto
que, en perros con leishmaniosis, el patron de inmunofluorescencia

sea especifico de un tipo de anticuerpos antinucleares concreto.

3.- Aunque el isotipo IgM fue el predominante en los anticuerpos
antinucleares, la mayoria de perros mostraron una combinacion de
isotipos IgM e IgG o IgA. No pudo encontrarse una relacion clara entre
el isotipo de inmunoglobulina presente en los anticuerpos
antinucleares y los sintomas clinicos, probablemente por Ila
participacion de otros factores patogénicos en el desarrollo de los

sintomas de leishmaniosis.

4.- Los ANA especificos para ADN de doble cadena o para ENA estan

ausentes en perros con leishmaniosis 0 en una concentracion
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demasiado baja para ser detectada mediante IFI o doble

inmunodifusion, respectivamente.

5.- En una proporcién significativa de perros con leishmaniosis, los
anticuerpos antinucleares anti-histonas alcanzan niveles similares a los
encontrados en el LES canino. Pueden ser por tanto uno de los tipos

de anticuerpos antinucleares de mayor importancia patogénica.

6.- En los perros con leishmaniosis, la prevalencia de titulos positivos
de anticuerpos anti-histonas fue significativamente mayor en el grupo
de perros con glomerulonefritis, indicando que la infeccion por
leishmania puede inducir un incremento patogénicamente relevante en
la formacion de este tipo especifico de anticuerpos antinucleares. En
base al valor predictivo encontrado, los perros con leishmaniosis y una
concentracion aumentada de anticuerpos anti-histonas presentan un

riesgo mayor de glomerulonefritis inmunomediada.

7.- En general, por sus titulos bajos, falta de especificidad y de
asociacion con sintomas clinicos concretos, los anticuerpos
antinucleares constituyen un epifendmeno asociado a la leishmaniosis
canina, cuya relevancia clinica parece limitada salvo en el caso de los
anticuerpos anti histonas. La determinacion de anticuerpos
antinucleares anti-histonas puede tener interés clinico para valorar el
riesgo de desarrollar glomerulonefritis inmunomediada en perros con

leishmaniosis.
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La leishmaniosis canina es una enfermedad parasitaria
endémica en toda el area mediterranea. Su curso clinico se caracteriza
por su cronicidad y por la gran variedad de sintomas que puede
provocar. Parte de este pleomorfismo clinico puede atribuirse a los
fendmenos inmunopatoldgicos que el parasito desencadena en los
perros donde la respuesta inmune no es protectora. Dentro de esta
categoria se incluye el desarrollo de anticuerpos antinucleares (ANA)
pero nunca se ha establecido la especificidad antigénica de estos ANA
ni se ha estudiado su correlacion con procesos inmunopatolégicos

graves para el animal como glomerulonefritis inmunomediada.

Nuestros objetivos en este trabajo han sido establecer la
prevalencia de titulos positivos de ANA en perros con leishmaniosis y
determinar los isotipos de inmunoglobulinas que los forman. En
segundo lugar, investigar la especificidad antigénica de los ANA
presentes en la leishmaniosis canina, especialmente la asociacion
entre ANA anti-histonas y el desarrollo de insuficiencia renal y
glomerulonefritis. Una parte de los animales incluidos lo fueron de
forma retrospectiva, mientras que otra parte de la poblacion estudiada

se incluyo de forma prospectiva.

La prevalencia de titulos positivos de ANA se establecié por IFI
usando como substrato criocortes de higado de rata (60 perros) y
cultivos de células Hep-2 (67 perros). En el primer caso, la prevalencia
de ANA fue del 23,3% mientras que usando cultivos de células Hep-2
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la prevalencia de titulos positivos se elevo hasta el 52,23%. Los titulos
oscilaron entre 1:40 (18 perros) y 1:640 (1 perro). Tres muestras
alcanzaron un titulo de 1:80, otras 3 muestras de 1:160 y en 10 perros
se obtuvo un titulo final de 1:320. Sélo tres tipos de patrones de
inmunofluorescencia pudieron ser definidos claramente: nuclear,
nucleolar y citoplasmatico. La mayoria de los perros presentaron solo
un tipo de patrén. El patron nuclear fue el patron predominante al estar
presente en 15 animales, otros 11 presentaron un patrén
citoplasmatico y finalmente en 6 animales el patrén fue nucleolar. En 3
ocasiones, las muestras presentaron un patrén mixto que siempre fue
una combinacion de patréon nuclear y citoplasmatico. Las dos técnicas
de inmunofluorescencia mostraron una correlacion positiva en 7 de las

24 (29%) muestras analizadas.

Los isotipos de inmunoglobulinas implicados en la formacion de
ANA se investigaron mediante una modificacién de la técnica de IFI
empleando como substrato criocortes de higado de rata. So6lo en 4 de
los 14 perros estudiados, los ANA correspondian a un solo isotipo. La
mayoria de animales presentaron ANA de dos isotipos diferentes, por
lo general IgG e IgM y en ningln caso se detect6 la presencia de los 3
Isotipos en una misma muestra. Seis perros presentaron ANA de los
isotipos IgG e IgM, cuatro presentaron al mismo tiempo ANA de los
isotipos IgM e IgA, otro perro presentaba uUnicamente ANA IgG y

finalmente 3 perros presentaron Unicamente ANA del isotipo IgM.
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Se investigd la especificidad antigénica de los ANA para los
antigenos ADN de doble cadena (34 perros) mediante IFI usando
como substrato cultivos del protozoo Crithidia luciliae; antigenos
nucleares solubles (ENA) de los tipos NnRNP y Sm mediante la técnica
de doble difusion de Ouchterlony (34 perros) y para histonas mediante
un método ELISA no competitivo (92 perros). Los titulos de ADN-dc
fueron negativos en todos los animales salvo en un perro que presentd
fluorescencia con un titulo de 1:80, mientras que ninguna muestra
desarroll6 lineas de precipitacion para los ENA estudiados. Del total de
muestras de perros con leishmaniosis analizadas (N=93), 43 muestras
(46,23%) presentaron una concentracion de anticuerpos IgG anti-
histonas elevada. Un tercio aproximadamente (32,5%) de Ilas
reacciones positivas se clasificaron como positivos débiles (N = 14); en
19 perros (44,18%) las reacciones se consideraron moderadas, y 10
perros (23,2%) presentaron concentraciones consideradas como altas

segun la escala establecida.

Finalmente, para estudiar la asociacion entre ANA anti-histonas
y glomerulonefritis se formaron con caracter prospectivo dos grupos:
perros sin signos de glomerulonefritis y perros con signos de
glomerulonefritis, basando el diagnostico de glomerulonefritis
fundamentalmente en la presencia de un cociente elevado de
proteinas/creatinina en orina. Estadisticamente, la proporcion de
perros con niveles elevados de anticuerpos anti-histonas fue

significativamente mayor en el grupo de perros con signos de
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glomerulonefritis (P<0,0011; test exacto de Fisher). Del mismo modo,
cuando se compararon las concentraciones de anticuerpos anti-
histonas expresadas en unidades ELISA, las diferencias fueron
también estadisticamente significativas (test de Mann-Whitney), con
una concentracion media superior en el grupo de perros con

leishmaniosis y glomerulonefritis.

Los niveles de anticuerpos anti-histonas y el cociente UPC
presentaron un coeficiente de correlacion positivo moderado (r =
0,3058) y estadisticamente significativo (P = 0,0461) cuando se
analizaron conjuntamente los perros de ambos grupos. Sin embargo,
no se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones séricas de creatinina y los niveles de anticuerpos anti-
histonas. Igualmente, cuando ambos grupos se analizaron
separadamente, no se encontraron coeficientes de correlacion
estadisticamente significativos para las variables estudiadas en
ninguno de los grupos. El valor predictivo positivo de niveles elevados
de anticuerpos anti-histonas como riesgo del desarrollo de
glomerulonefritis fue del 88%. Segun este valor, el 88% de perros con
leishmaniosis y niveles elevados de anticuerpos anti-histonas

desarrollarian glomerulonefritis.

En general, por sus titulos bajos, falta de especificidad y de
asociacion con sintomas clinicos concretos, los anticuerpos

antinucleares constituyen un epifendmeno asociado a la leishmaniosis
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canina, cuya relevancia clinica parece limitada salvo en el caso de los
anticuerpos anti histonas. La determinacion de anticuerpos
antinucleares anti-histonas puede tener interés clinico para valorar el
riesgo de desarrollar glomerulonefritis inmunomediada en perros con

leishmaniosis.
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Canine leishmaniasis is a parasitic disease endemic in the
mediterranean basin. Its clinical course is chronic and characterized by

a great variety of clinical signs.

This clinical pleomorphism may be partly explained by the
immunopathologic mechanisms triggered during the infection in those
dogs which develop a predominantly humoral non-protective immune
response. Included in these immunopathologic mechanisms are the
antinuclear antibodies (ANA); neither their antigenic specificity nor their
correlation with serious immunomediated processes such as

glomerulonephritis has been established in canine leishmaniosis.

Our aim in this work was to determine the prevalence of positive
ANA titres in dogs with leishmaniosis and the distribution of
immunoglobulin isotypes involved in their formation. Another objective
was to investigate the association between anti-histone ANA and the
development of renal failure and glomerulonephritis. Some of the
animals were included retrospectively whereas when it was possible

the dogs were included prospectively.

The prevalence of positive ANA titres was determined using
indirect immunofluorescence assay (IFI) with rat liver cryocuts (60
dogs) or cultured Hep-2 cells as substrate (67 dogs). Using the first
method, the ANA prevalence was 23.3%, lower than using Hep-2 cells
which yielded a prevalence of 52.23%. The titres with this last method
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ranged between 1:40 (18 dogs) and 1:640 (1 dog). Three samples had
a titre of 1:80, another three samples 1:160 and in 10 dogs the final
titre was 1:320. Only three immunofluorescence patterns could be
clearly defined: nuclear homogeneoous, nucleolar and cytoplasmic.
Most dogs showed a single pattern. The nuclear pattern predominated
being present in 15 dogs; another 11 dogs had a cytoplasmic pattern
and only 6 dogs showed a nucleolar immunofluorescence pattern.
Three samples had a mixed pattern, always a combination of a nuclear
and cytoplasmic pattern. Both immunofluorescence techniques showed

a positive concordance in 7 out of 24 samples (29%) analysed.

The immunoglobulin isotypes involved in ANA formation were
investigated by modifying the IFI method using rat liver cryocuts as
substrate. Only in 4 of the 14 dogs analysed ANA were composed by
just one isotype. Most of the animals had ANA corresponding to two
different isotypes, usually IgG and IgM and none of the samples had
ANA of the three isotypes investigated. Six dogs showed ANA of the
IgG and IgM isotype, another dog had only IgG ANA and finally three
dogs showed only IgM ANA.

The antigenic specificity of the ANA was investigated for the
antigens ds-DNA (34 dogs) by an IFI method using cultures of the
protozoan Crithidia luciliae, extractable nuclear antigens (ENA) nRNP
and Sm by the double immunodifusion Ouchterlony method (34 dogs)
and histones using a non-competitive sandwich ELISA (93 dogs). The
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ds-DNA titres were negative for all the samples analysed but one,
which showed a positive titre of 1:80, similarly, none of the samples
showed precipitation antibodies for the ENA assayed. Concerning the
anti-histones ANA, from the total of 93 samples analysed, 43 of the
samples (46.23%) had increased IgG anti-histones ANA. One third
(32.5%) of the positive reactions were classified as weak positives
(N=14); in, 19 dogs (44.18%) reactions were considered as moderate
and in 10 dogs (23.2%) the anti-histone ANA concentrations could be

considered as high.

Finally, in order to study the relationship between anti-histone
ANA and glomerulonephritis, two groups of dogs were selected
prospectively; dogs without signs of glomerulonephritis and dogs with
signs of glomerulonephritis. The diagnosis of glomerulonephritis was
mainly based on the presence of a high protein/creatinine urinary ratio.
Statistically, the ratio of dogs with high anti-histone ANA serum levels
was significantly higher in dogs with leishmaniosis and
glomerulonephritis (P<0.0011; Fisher exact test). Similarly, when the
anti-histone  ANA concentrations expressed as ELISA units were
compared, differences were also statistically significant (Mann-Whitney
test) with a higher mean concentration in the group of dogs with

leishmaniosis and glomerulonephritis.

The levels of anti-histone antibodies and the UPC ratio showed
a correlation coefficient of moderate intensity (r = 0.3058) and
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statistically significant (P<0.0461) when all dogs were analysed as a
single group. However, correlation between creatinine serum levels
and anti-histone antibodies was not statistically significant. Similarly,
when both were separately analysed, the coefficients of correlation
were not statistically significant for the two associations studied. The
predictive value of increased anti-histone antibodies as a risk to
develop glomerulonephritis was 88%. According to this parameter, 88%
of the dogs with leishmaniosis and increased anti-histone antibodies

will develop glomerulonephritis.

As a final conclusion, due to the generally low ANA titres found,
their lack of specificity and absence of a direct association with specific
clinical signs, ANA in canine leishmaniosis seem to represent an
epiphenomenona of the disease, with a limited clinical relevance
except anti-histone ANA. The determination of anti-histone ANA may
be of clinical interest to predict the development of immunomediated

glomerulonephritis in dogs with leishmaniosis.
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