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INGLES:
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1. INTRODUCCION







Introduccién

En las dos dltimas décadas el auge de las técnicas de minima invasion como la
laparoscopia y endoscopia en medicina veterinaria ha permitido grandes avances en el
diagndstico y terapéutica de las enfermedades gastrointestinales en el perro y el gato
(Tams, 2003).

La ventaja de la endoscopia flexible respecto a otros métodos diagnésticos como
la radiologia y la ecografia, es que no solo permite la visualizacion directa de la mucosa
del es6fago, estdbmago, duodeno, ileon y colon, sino que, ademas, hace posible la toma
de muestras bioldgicas y microbiolégicas de la mucosa intestinal (Tams, 2003). Sin
embargo, una de las principales limitaciones de la endoscopia flexible en la clinica
veterinaria es que la exploracién del intestino delgado actualmente esta limitada, por via
oral al duodeno, y por via anal al ileon, quedando la mayor parte (yeyuno) sin explorar.
En consecuencia, cuando se pretende obtener diagndsticos precisos en el intestino
delgado mediante endoscopia, la restriccion que impone muestrear una porcion escasa
de este 6rgano puede suponer una limitacion importante. Un ejemplo de ello son las
enteropatias multifocales, que cursan con lesiones mas severas en la mucosa ileal que en
el duodeno, y cuyo diagnostico histopatoldgico varia segun la porcion de intestino
biopsiada (Moore, 2003; Tams, 2003). Actualmente, el estudio histopatoldgico de las
yeyunopatias solo es posible mediante laparotomia o laparoscopia, procedimientos,
sobre todo el primero, con un mayor potencial de complicaciones (Casamian-Sorrosal et
al., 2010).

Con independencia del procedimiento de muestreo, en el diagnostico de las
enteropatias es importante contemplar posibles variaciones en la morfologia de las
tlnicas intestinales segun sea la porcién afectada. Estos cambios podrian ser relevantes

para la correcta interpretacion de las biopsias o de la imagen ecogréfica, sin embargo, de



Introduccién

momento, la informacién en este sentido es poco precisa y limitada a ciertas partes del
intestino (Washabau et al., 2010). Uno de los aspectos que convendria definir es el
referido a los cambios en el grosor de la mucosa, submucosa y muscular en las
diferentes porciones intestinales, ya que en los procesos inflamatorios se aprecian
alteraciones importantes que se deberian tener en cuenta (Delaney et al., 2003).

Segun lo expuesto, entre los retos actuales de la gastroenterologia canina destaca
lograr una exploracion endoscopica y biopsiado de la totalidad del intestino delgado, asi
como la posibilidad de disponer de un patrén estandarizado de la morfologia intestinal a
lo largo de toda su extensién. Esto permitiria profundizar en el conocimiento global del
intestino delgado, asi como realizar diagnosticos histopatolégicos rigurosos de las
diferentes enteropatias.

Una situacion parecida existia en medicina humana hasta finales del siglo
pasado, sin embargo, los avances en endoscopia de los Ultimos afios permitieron
examinar tramos profundos del intestino delgado, e incluso la posibilidad de una
exploracién completa de todo el tracto gastrointestinal. Una de las primeras técnicas
disefiada con este fin fue la capsula endoscépica (Iddan et al., 2000), que si bien supuso
la primera posibilidad real de visualizar el intestino delgado completo, no permite
terapéutica alguna. En el afio 2001, Yamamoto y colaboradores presentaron la
enteroscopia de doble balon (EDB), lo que promovid grandes avances tanto en el
diagnostico como en la terapéutica de enfermedades gastrointestinales en tramos
profundos del intestino delgado, extendiéndose su empleo rapidamente en la clinica
hospitalaria de todo el mundo. En los afios siguientes a la invencion de la EDB
surgieron otras técnicas de enteroscopia flexible alternativas, como la enteroscopia
espiral (Akerman et al., 2008) o la enteroscopia mono-balén (Tsujilkawa et al., 2008).

Sin embargo, transcurrida una década, la EDB sigue siendo el método mas usado y
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preferido por la mayoria de los servicios de enteroscopia, dado que presenta un mayor
porcentaje de éxito en el diagnostico (Lenz and Domagk, 2012), alcanza mayor
profundidad de exploracién (Messer et al 2013) y presenta una mayor tasa de
exploraciones completas del tracto gastrointestinal (Takano et al., 2011; Akerman,
2013; Messer 2013).

Segun lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo de Tesis Doctoral se
pretende profundizar en el conocimiento del intestino delgado del perro mediante el
empleo de la enteroscopia de doble baldn. Para ello creemos que es necesario conocer,
en primer lugar, si la anatomia del intestino delgado de esta especie cumple las
condiciones necesarias para el empleo de la EDB. Asi, planteamos como primer
objetivo “evaluar de forma detallada la morfologia del intestino delgado en el perro 'y
su relacion con las condiciones de seguridad necesarias para la aplicacion de la EDB”
(articulo 1). Por otro lado, tal y como se ha expuesto, para garantizar un correcto
diagndstico histopatologico resulta relevante definir los posibles cambios morfoldgicos
(grosor) en las tanicas del intestino delgado a lo largo de toda su extension. Por ello,

planteamos como segundo objetivo “contribuir a la caracterizacion de la histologia

normal del intestino del perro mediante la cuantificacion sistematica del grosor de sus
tlnicas™ (articulo 2). Por Gltimo, para validar el empleo clinico de la EDB en el perro es
imprescindible comprobar, de forma experimental, que la técnica es efectiva en esta
especie, y que ademas, no ocasiona efectos indeseados y garantiza las condiciones de

seguridad del paciente. Asi pues, el tercer objetivo que nos hemos planteado consiste

en: “evaluar la eficacia y seguridad de la técnica EDB en el perro tanto via oral

(articulo 3) como via anal” (articulo 4).






2.0BJETIVOS







Objetivos

Esta tesis doctoral se plantea con los siguientes objetivos:

Evaluar de forma detallada la morfologia del intestino delgado en el perro y su
relacion con las condiciones de seguridad necesarias para la aplicacion de la
EDB (articulo 1).

Contribuir a la caracterizacion de la histologia normal del intestino del perro
mediante la cuantificacion sistematica del grosor de sus tunicas (articulo 2).
Evaluar la eficacia y seguridad de la técnica de EDB en el perro tanto via oral

(articulo 3) como via anal (articulo 4).
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Revision bibliogréfica

Esta revision bibliografica comprende cuatro apartados, el primero corresponde
a la descripcion de la anatomia del intestino delgado del perro, incluyendo aspectos
morfologicos del mesenterio y de la vascularizacion. ElI segundo se centra en la
organizacion histolégica del intestino delgado del perro. En el tercero se revisan
aspectos generales de la endoscopia gastrointestinal en el perro y sus limitaciones en el
intestino delgado. En el cuarto y ultimo se describe la enteroscopia de doble bal6n
(EDB) en medicina humana.

3.1. ANATOMIA DEL INTESTINO DELGADO DEL PERRO

El intestino delgado es la porcion del tubo digestivo comprendida entre el piloro
y el orificio ileal. Su longitud media aproximada es variable seglin autores: 3 metros
(Climent y col., 2005), 4 metros (Sandoval, 2000), o entre 1,8 y 4,8 metros (Nickel y
col., 1979). El intestino delgado se divide en tres porciones; duodeno, yeyuno e ileon,
que son tratadas a continuacion por separado, al igual que el mesenterio y la
vascularizacion. Los factores anatdmicos que podrian condicionar la EDB en el perro
son analizados al final de este capitulo.

3.1.1. Duodeno

Aunque etimoldgicamente duodeno significa “doce dedos”, su longitud
aproximada en el perro es de 25 cm (Evans, 1993). Esta dividido en cuatro porciones,
desde la parte mas proximal se identifican como craneal, descendente, transversa y
ascendente.

La porcion craneal se inicia en el piloro, a nivel de la 92102 costilla,
terminando su corto trayecto en la flexura duodenal craneal. Esta porcion corta (2-4 cm)
contacta dorsal y cranealmente con el higado, y caudalmente con el pancreas. La
porcion craneal del duodeno estda unida al higado mediante el ligamento

hepatoduodenal, parte del omento menor que se une al porta hepatico. La porcién
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descendente del duodeno tiene una longitud aproximada de 15 cm, se dirige
caudalmente hasta la entrada de la pelvis contactando su cara lateral con la pared
abdominal derecha. En su inicio, transita entre los l6bulos derechos lateral y medial del
higado. Dorsomedialmente contacta con el 16bulo derecho del pancreas, y medialmente
se relaciona con el ciego y colon ascendente. En la porcion inicial del duodeno
descendente se encuentra la papila duodenal mayor, donde desembocan el conducto
colédoco y el conducto pancreatico principal (ausente en el 20% de los perros) (Climent
y col., 2005). A unos 3-5 cm de la papila duodenal mayor, se localiza la papila duodenal
menor, donde desemboca el conducto pancreético accesorio. Este conducto es el de
mayor importancia funcional en el perro. La porcidn transversa mide unos 5 cm, se
localiza en el plano horizontal, ventralmente a la sexta vértebra lumbar. Esta porcion
también es descrita como flexura caudal del duodeno (Evans, 1993). Rodea
caudalmente al ciego y abraza el ileon y algunas asas del yeyuno. La porcion
ascendente se dirige cranealmente desde la flexura caudal, a la izquierda del ciego,
colon ascendente y raiz del mesenterio. Dorsalmente se relaciona con estructuras
retroperitoneales como los uréteres, vena cava caudal, aorta, tronco linfatico lumbar, y
nodulos linfaticos lumbares. Su cara ventral se relaciona con el yeyuno, y la izquierda
con el colon descendente.

3.1.2. Yeyuno e ileon.

El yeyuno e ileon integran la mayor parte del intestino delgado. El yeyuno es la
porcibn mas larga (aproximadamente 2,5-3,5 m). Se inicia en la flexura
duodenoyeyunal, a la izquierda de la raiz del mesenterio. Las asas yeyunales se
topografian en la mitad ventral de la cavidad abdominal, formando 6-8 grandes giros,
gue terminan hacia el flanco derecho del abdomen, cerca del pubis, desde donde se

inicia el ileon en direccién dorsocraneal.
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Exteriormente el ileon se diferencia del yeyuno por el mayor grosor de sus
paredes, debido a un incremento de las fibras musculares (Sandoval, 2000). Ademas, es
menos movil que el yeyuno, al estar conectado al ciego por el pliegue ileocecal. Debido
a que no existe una demarcacion macroscopica yeyuno-ileon, Nickel y col. (1979)
determinaron la longitud del ileon por la extensiéon proximal del pliegue ileocecal y de
las arterias ileales. Aunque Evans (1993) cita la existencia de ciertas diferencias entre la
mucosa del yeyuno e ileon, no precisa cudles son, concluyendo que no son lo
suficientemente marcadas como para diferenciar las paredes de yeyuno e ileon. No
obstante, se considera que el ileon del perro mide aproximadamente 15 cm y contiene
menos foliculos linfoides agregados que las porciones proximales del intestino delgado,
incluyendo el duodeno. Ante la falta de un criterio anatémico e histolégico univoco que
lo diferencie del yeyuno, Evans (1993) definid el ileon desde la union cecocélica hasta
el extremo de los vasos ileales antimesentéricos.

3.1.3. Mesenterio.

El mesenterio esta formado por una doble hoja de peritoneo visceral descolgada
del techo del abdomen a nivel de la 22 vértebra lumbar. EI origen o raiz del mesenterio
incluye la arteria mesentérica craneal junto al plexo vegetativo intestinal. Desde la raiz,
se extiende en abanico aproximadamente unos 20 cm, hasta alcanzar el borde
mesentérico del intestino. Segun la porcion que sustente hablamos de mesoduodeno,
mesoyeyuno y mesoileon, aunque por extension, de forma genérica, mesoyeyuno es
sindnimo de mesenterio. Las dos laminas serosas del mesoduodeno, tras envolver la
porcién craneal del duodeno se fusionan a las del omento menor para constituir el
ligamento hepatoduodenal. En la porcion descendente del duodeno, el mesoduodeno
envuelve al I6bulo derecho del pancreas, asi como a los vasos pancreaticoduodenales

craneales, antes de unirse al borde mesentérico del duodeno. En la porcidn ascendente,
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el mesoduodeno se une a la hoja peritoneal derecha del mesocolon descendente. Esta
parte del mesoduodeno forma un pliegue con un borde libre oblicuo que se denomina
pliegue duodenocdlico.

El mesoyeyuno y mesoileon se encuentran ampliamente plegados junto con los
giros intestinales y su grosor es mucho més fino distalmente que en la raiz. El ileon
posee dos dependencias peritoneales, el mesoileon (continuacién directa del
mesoyeyuno) Y el pliegue ileocecal. Dicho pliegue es estrecho, pues no sobrepasa el
centimetro de ancho en su origen, siendo variable en longitud segun las razas (2-30 cm)
(Evans, 1993).

3.1.4. Vascularizacion.

La principal arteria implicada en la vascularizacion del intestino delgado es la
arteria mesentérica craneal, si bien otras arterias participan en el aporte vascular del
duodeno.

El duodeno estd irrigado en su porcion proximal por la arteria
pancreaticoduodenal craneal, derivada indirectamente de la arteria celiaca. Dicha arteria
desprende ramos colaterales para las porciones craneal y descendente del duodeno,
ademas del cuerpo y la mayor parte del I6bulo derecho del péancreas. Una segunda
arteria, la arteria pancreaticoduodenal caudal (procedente de la arteria mesentérica
craneal), participa en el riego de la porcidn ascendente y transversa del duodeno, y de la
extremidad caudal del I6bulo derecho del péancreas. Las ramas terminales de ambas
arterias pancreaticoduodenales se anastomosan.

A partir de la arteria mesentérica craneal se desprenden 13-15 arterias yeyunales
que transitan por la parte central del mesenterio. A pocos centimetros del yeyuno
forman arcos de anastomosis entre ellas, y desde dichos arcos se desprenden las arterias

rectas, que alcanzan el borde mesentérico del yeyuno.
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En el ileon, los vasos se sitlan tanto en el borde mesentérico como en el
antimesentérico. En el primero de ellos interviene la rama ileal mesentérica, procedente
de la arteria ilecolica, mientras que en el lado antimesentérico se sitia la rama ileal
antimesentérica, desprendida de la arteria cecal (procedente de la arteria ileocolica)
(Nickel y col., 1981; Sandoval, 2000). La rama ileal antimesenterica suele
anastomosarse con las arterias yeyunales distales en la pared muscular del intestino
delgado (Noer, 1943; Sommerova, 1980, citado por Evans, 1993).

El drenaje venoso del yeyuno-ileon es homénimo a los trayectos arteriales. La
vena mesentérica craneal tributa a la vena porta hepéatica. Aparte de la vena
pancreaticoduodenal caudal y de la vena ileocolica, las principales tributarias de la vena
mesentérica craneal son las venas yeyunales, que reciben la sangre de todo el yeyuno
drenada de los arcos venosos y venas rectas del intestino. Por otro lado, la vena
pancreaticoduodenal craneal, con la mayor parte de la sangre venosa del duodeno,
desemboca en la vena gastroduodenal, y desde ahi a la vena porta (Sandoval, 2000).

3.1.5. Factores anatomicos que condicionan la EDB en el perro.

Dada la multiplicidad de razas en la especie canina, uno de los factores
limitantes de la exploracion endoscopica del intestino, en relacion al tamafio del
enteroscopio, es el diametro del lumen intestinal. EI diametro externo del equipo
empleado en la EDB es de 13.2 mm, lo que en perros de pequefio tamafio podria
dificultar el avance en blogue del endoscopio y el sobretubo. No hemos encontrado
ningun estudio previo donde se realice una cuantificacion detallada del calibre del
intestino delgado en sus diferentes porciones. Tampoco se ha estudiado la existencia de
posibles correlaciones entre parametros corporales externos como el peso, la altura, la
longitud cefalocaudal, etc, y parametros de tamafio intestinal como el diametro y

longitud intestinal, entre otros. Ambos estudios parecen necesarios para definir los
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limites anatémicos que podria presentar la EDB en perros de mediano o pequefio
tamario.

Por otro lado, la longitud del mesenterio también podria actuar como limitante
de las maniobras de exploracion, ya que el intestino delgado podria quedar sometido a
una importante tension y traccion. En la especie humana se ha comprobado que durante
la EDB el ligamento de Treitz, -entre el pilar derecho del diafragma y la flexura
duodenoyeyunal- se tensiona de forma ostensible, y esto, en gran medida, condiciona la
profundidad total de insercion del enteroscopio (May y Ell, 2006). En el perro, la
diferente extension del mesodudoeno, mesoyeyuno y mesoileon podria marcar
diferencias importantes en sus posibilidades de exploracién endoscopica. En este
sentido, seria interesante conocer los valores medios de estas dependencias peritoneales

y su variabilidad en funcion del tamafio corporal de los animales.

3.2. ORGANIZACION HISTOLOGICA DEL INTESTINO DELGADO DEL
PERRO.

En este apartado se compendian los aspectos estructurales del intestino delgado
de mayor relevancia para la enteroscopia. Histologicamente la pared intestinal esta
compuesta por cuatro tunicas, que ordenadas desde la luz intestinal hacia el exterior son
mucosa, submucosa, muscular y serosa. Segun sea la porcién del intestino delgado, en
las tanicas mencionadas podemos encontrar diferencias consistentes en la aparicion de
estructuras propias, en diferente nimero, o con mayor o menor desarrollo. El segundo
de los articulos de esta tesis tuvo como objetivo estandarizar el grosor de las tanicas del
intestino delgado del perro en puntos bien definidos de toda su longitud. Esto
contribuira a facilitar un correcto diagnoéstico histopatoldgico de las muestras obtenidas

mediante enteroscopia.
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Uno de los aspectos mas llamativos del intestino delgado es que presenta
diferentes especializaciones destinadas al incremento de la superficie interna, lo que
favorece los procesos de digestion y absorcién. De forma genérica, se trata de pliegues
circulares, vellosidades, criptas y microvellosidades (Buendia et al., 2004). Los pliegues
circulares de los animales domésticos, formados por la mucosa y la submucosa,
equivalen a los pliegues de Kerckring o valvulas conniventes del intestino delgado en la
especie humana, si bien el grado de desarrollo es variable segun la especie (Buendia et
al., 2004). Se debe destacar que en el perro, estos pliegues estan ausentes, por lo que
seran las vellosidades las principales responsables del aumento de superficie (Evans,
1993). Las vellosidades son proyecciones digitiformes de la mucosa, cuya longitud
varia en funcion de la actividad fisioldgica intestinal y de la especie. Las criptas son
invaginaciones del epitelio que se abren en la base de las vellosidades y, por ultimo, las
microvellosidades se encuentran en el borde apical de los enterocitos formando el
denominado ribete en cepillo.

3.2.1. Tunica mucosa.

La tdnica mucosa consta de un epitelio de revestimiento que descansa sobre la
ldmina propia de la mucosa, y ésta, a su vez, sobre la muscular de la mucosa, que consta
de dos capas de fibras musculares en diferente direccion (circular y longitudinal).

El epitelio de revestimiento de la mucosa es simple, compuesto por células
cilindricas absorbentes (enterocitos) y células caliciformes (productoras de moco). Los
complejos de unién formados en la superficie de estas células impiden que los liquidos
del contenido intestinal difundan hacia la lamina propia sin pasar a través de las células.
Las células caliciformes se sitian de manera dispersa entre los enterocitos. EI niUmero

de células caliciformes disminuye en el apice de las vellosidades, y su densidad es dos o
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tres veces mayor en la porcion final del intestino delgado que en su porcién inicial
(Stinson and Calhoun, 1993).

Ambos tipos de células descansan sobre un tejido conectivo laxo que forma la
parte central de las vellosidades y que se denomina lamina propia de la mucosa. Esta
presenta glandulas (de tipo mucoso), tejido linfoide difuso y algunos foliculos linfoides
simples.

En el centro de las vellosidades se localiza un plexo capilar y un vaso linfatico,
en general Unico, que se inicia en el &pice de la vellosidad en forma de vaso ciego, y
termina en una red linfatica en la lamina propia de la mucosa. Alrededor de este vaso se
extienden haces de fibras musculares lisas derivadas de la muscular de la mucosa, cuya
accioén contractil tiene una marcada influencia hemodinamica sobre las redes capilares.
En los carnivoros las vellosidades son alargadas y delgadas (Stinson y Calhoun, 1993).

Las criptas (de Lierberkihn) o glandulas intestinales son invaginaciones
tubulares de la mucosa situadas en la base de las vellosidades. Estas glandulas tubulares
son simples, largas y de naturaleza mucosa en carnivoros. En la parte externa estan
constituidas por enterocitos y células caliciformes, mientras que en el fondo predominan
células indiferenciadas que se multiplican, diferencian y emigran hacia las vellosidades,
dando lugar a los enterocitos y a las células caliciformes. Este proceso de diferenciacién
celular progresiva, determina que el epitelio se renueve aproximadamente cada 2-3 dias
(Stinson y Calhoun, 1993). En ocasiones, las criptas pueden extenderse hasta la
submucosa debido a que la muscular de la mucosa aparece interrumpida por la
presencia de agregados linfoides.

En las criptas, y en menor medida en las vellosidades, también hay células
enteroendocrinas. La secrecion de este tipo de células esta compuesta por diferentes

hormonas y péptidos reguladores que acttan coordinando las funciones digestivas.
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La capa muscular de la mucosa esta formada por dos estratos finos de fibras
musculares lisas perpendiculares entre si. El estrato mas préximo a la luz intestinal es
circular, mientras que el otro es longitudinal. Esta capa es continGa en el perro, y tres
veces mas gruesa que en otras especies (Evans, 1993). Su funcion es mantener la
superficie de la mucosa y de las glandulas en un estado constante de suave agitacion. De
esta forma se ayuda a expulsar la secrecion de las criptas, evitando asi, su estancamiento
y potenciando el contacto entre el epitelio y el contenido luminal, con el fin de facilitar
la absorcién (Young y Heath, 2002). Esta capa se continta con la submucosa.

En el perro, ademas, existe un tejido conectivo especial de aproximadamente 30
micrémetros de espesor entre las glandulas intestinales y la lamina muscular de la
mucosa. Esta capa es aparentemente similar a la localizada en el estomago (Titkemeyer
y Calhoun, 1955, citado por Evans (1993)), y su funcion parece ser impedir una
perforacion de la pared intestinal por contenido de huesos en el alimento (Baum et al.,
2007).

3.2.2. Tunica submucosa.

La tanica submucosa de los carnivoros esta formada por tejido conectivo
moderadamente denso (Bacha y Bacha, 2000). Las glandulas submucosas o duodenales
(glandulas de Briinner) compuestas y tubuloacinares, se sitian en la submucosa del
duodeno craneal y descendente y, a menudo, se extienden dentro de la ldmina propia de
la mucosa. Otro aspecto caracteristico de la submucosa son los foliculos linfoides,
distribuidos por las tres porciones del intestino delgado. Trautmann y Fiebiger (1957),
(citado por Evans, 1993) indican que los agregados foliculares se localizan
principalmente en la submucosa y s6lo una pequefia parte en la lamina propia de la
mucosa. En el perro, los agregados foliculares son mas abundantes en los tramos

iniciales del intestino delgado (Evans, 1993; Sandoval, 2000). Se han descrito
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agregados foliculares con una dimension de 2 x 1,5cm; (Titkemeyer y Calhound, 1955,
citado por Evans, 1993). En el perro los foliculos linfoides no sélo se localizan en el
lado antimesentérico de la pared intestinal, sino a ambos lados del intestino,
indistintamente. En la tGnica submucosa también se sitGan redes capilares de arterias y
venas que integran el plexo mas categorico de la pared del intestino o plexo vascular
submucoso. Igualmente, se presenta un plexo vegetativo submucoso, que sera descrito
mas adelante.

3.2.3. Tunica muscular.

La tGnica muscular consta de una capa circular interna y otra longitudinal
externa, ambas de musculo liso. En general, puede decirse que las dos capas son
relativamente finas a nivel del duodeno. En el yeyuno el espesor de la capa circular
interna puede llegar a duplicar el de la capa longitudinal externa, mientras que en el
ileon las dos capas se hacen mucho mas densas, preferentemente la de fibras
longitudinales (Sandoval, 2000). No obstante, podemos diferenciar engrosamientos
especificos de uno de los dos estratos en zonas concretas, debido a exigencias
funcionales. Asi, en el duodeno, por condensacion de las fibras musculares de la capa
circular se forman el musculo esfinter de la ampolla hepatopancreatica, el muasculo
esfinter del conducto pancreatico y el musculo esfinter del conducto pancreéatico
accesorio (Sandoval, 2000). El plexo nervioso que se halla entre las dos capas
musculares es el plexo mientérico (de Auerbach) que controla la progresion de las ondas
peristalticas.

3.2.4. Tunica serosa.

La tunica serosa esta formada por un tejido conectivo laxo recubierto por un

mesotelio que se corresponde con la hoja visceral del peritoneo.
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3.2.5. Vascularizacion de la pared intestinal.

Las arterias que vascularizan la pared intestinal derivan de las arterias
pancreaticoduodenales craneal y caudal en el duodeno, las arterias rectas desprendidas
de las arterias yeyunales en el yeyuno, y ramas de las arterias ileales mesentérica y
antimesentérica en el ileon. A excepcién de la rama ileal antimesentérica, todas estas
arterias penetran la pared intestinal por el borde mesentérico. Tras aportar riego a la
serosa, dan lugar a un plexo subseroso, que proporciona ramas que se distribuyen por la
tinica muscular. Estas se contindan hasta la submucosa, donde forman el plexo
submucoso ya mencionado. A partir del plexo submucoso se emiten arteriolas cortas
que irrigan la capa muscular de la mucosa y el area de las glandulas de la mucosa. Por
otro lado, desde el plexo submucoso también se emiten arteriolas largas que alcanzan el
apice de las vellosidades. En los carnivoros, al igual que en el caballo y en el cerdo, no
se forma una red arteriovenosa en el apice de la vellosidad, sino que en la submucosa se
forman anastomosis arteriovenosas. Su funcidén seria desviar la sangre hacia las
vellosidades durante la digestidn, ocluyéndose cuando el proceso esta inactivo (Stinson
y Calhoun, 1993). Segin Morton (1929), citado por Evans (1993), el duodeno tiene 5-
10 veces mas flujo de sangre que el ileon.

3.2.6. Plexo entérico.

Un plexo entérico vegetativo controla las funciones de motilidad, secrecion
glandular y absorcion de las paredes intestinales. A él llegan fibras simpaticas aferentes,
que proceden directamente de los ganglios y plexos adrticos abdominales (celiaco y
mesentérico craneal), mientras que las fibras parasimpéticas son de origen vagal.
Ambos tipos fibrilares transitan junto a los vasos sanguineos arteriales. EI plexo
entérico se sita en dos estratos neuronales topograficamente y funcionalmente bien

diferenciados: el plexo mientérico y el plexo submucoso. El primero, también conocido
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como plexo de Auerbach, se distribuye entre los estratos longitudinal y circular de la
tinica muscular. Esta integrado preferentemente por fibras nerviosas no mielinizadas
responsables de la motilidad intestinal y activadoras de la secreciéon glandular. El
segundo plexo, conocido clasicamente como plexo de Meissner, se distribuye por la
tinica submucosa, satélite de la red arterial de dicha zona. Ademéas de inervar la
muscular de la mucosa, este plexo controla el flujo de sangre por dicha red y la
secrecion de las glandulas. Ambos plexos tienen capacidad funcional auténoma e
independiente de la inervacion vagal.

3.2.7. Tejido linfatico asociado al intestino.

Este tejido, conocido abreviadamente en inglés como GALT (Gut-Associated
Lymphoid Tissue), esta integrado por areas de tejido linfoide asociado a la mucosa y
submucosa del tracto digestivo, donde tiene lugar la interaccién entre los linfocitos y los
antigenos de agentes patdgenos procedentes del exterior. Esto origina una respuesta
inmunologica local especifica capaz de evitar una respuesta inmune sistémica.

El GALT puede presentarse como areas de tejido linfoide difuso, a base de
linfocitos infiltrados en el tejido conectivo de la propia, y el epitelio de la mucosa. Por
otro lado estan los foliculos linfoides aislados, en la lamina propia o en la submucosa, y
por ultimo, agrupaciones conspicuas de los dos tipos anteriores, lo que forma las placas
de Peyer.

3.2.8. Necesidad de la estandarizacion del grosor de las tanicas a lo largo del

intestino delgado.

La evaluacion del grosor del intestino delgado es importante para los estudios
de patologia clinica, ya que diferentes enfermedades —digestivas y no digestivas- pueden
causar una variacion en alguna de las tanicas del intestino delgado (Larson y Biller,

2009). En algunos estudios previos se han publicado valores del grosor del total del
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intestino (Baum et al., 2007), la submucosa (Baum et al., 2007) y la muscular (Paulsen
et al., 2003; Baum et al., 2007). Sin embargo, la localizacion y nimero de muestras no
se realizé de forma estandarizada. Asi, por ejemplo, las medidas de grosor se realizaron
en un unico punto (Baum et al., 2007) o en al menos en tres puntos cualesquiera a lo
largo del intestino (Kamiya et al., 1983; Paulsen et al., 2003; Kleinschmidt et al., 2008),
de modo que los valores de referencia encontrados apenas son comparables. Segun esto,
la cuantificacion del grosor de la pared intestinal, asi como de sus tunicas en puntos
anatdmicamente bien definidos del intestino delgado podria ayudar a estandarizar su
histologia normal, asi como a definir un patrén de referencia para biopsias tomadas en

zonas profundas mediante técnicas de enteroscopia con la EDB.

3.3. ENDOSCOPIA GASTROINTESTINAL EN PERROS

En las ultimas décadas, la posibilidad de explorar el tracto gastrointestinal
mediante endoscopia ha revolucionado el alcance y posibilidades de Ila
gastroenterologia. La posibilidad de pasar un endoscopio flexible a través del tracto
gastrointestinal y, ademas de visualizar la mucosa, poder tomar biopsias sin recurrir a la
cirugia ha permitido un gran avance para los clinicos veterinarios (Tams, 2003). Para
ilustrar esto, a continuacién, de forma sucinta, se resumen los aspectos basicos de la
endoscopia digestiva en el perro.

3.3.1. Equipamiento de un endoscopio

La eleccion de un endoscopio rigido es preferible para la extraccion de cuerpos
extrafios en eséfago y estdbmago (Simpson, 2005; Gualteri, 2010), mientras que para los
demés usos es mas practico el endoscopio flexible. Dos de las principales
consideraciones a tener en cuenta para favorecer una mayor calidad de la imagen

endoscopica son el sistema dptico y la fuente de luz, siendo esto determinante para el
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diagndstico de patologias en la mucosa. Otro punto critico para la eleccion del equipo
esta en el tamafio del endoscopio: en los gastroscopios la longitud del tubo puede variar
desde 1 a 1,5 m y el diametro de 7 a 9 mm. Aungue los colonoscopios tienen una
longitud de hasta 2 m, la desventaja es su mayor diametro (11-14 mm), lo que dificulta
su uso en animales de pequefio tamafio (Uson y Tejedo, 1985; Tams, 2003; Simpson,
2005; Gualtieri, 2010). Aparte de las dimensiones del endoscopio, es importante que el
canal de trabajo sea mayor a 2 mm (preferible 2.8 mm) lo que permite obtener biopsias
de mayor calidad. Otro aspecto importante es el movimiento del extremo libre o punta
del endoscopio, que ha de ser en las cuatro direcciones y con al menos 180 grados de
flexion. Junto al canal de trabajo estos equipos cuentan con la posibilidad de usar agua,
aire y aspiracion. Los accesorios disponibles para un endoscopio flexible incluyen:
pinzas de biopsia, cepillos de citologia, forceps de cesta, trampas de alambre y catéteres
estériles.

3.3.2. Utilidad clinica

La endoscopia permite la evaluacion directa de la mucosa del es6fago,
estdmago, duodeno descendente (ascendente y yeyuno proximal en algunos perros),
ileon terminal y colon; asi como la toma de biopsias endoscdpicas, fundamentales en el
diagnostico y posterior terapéutica de muchos trastornos gastrointestinales (Tams,
2003).

La esofagoscopia estd indicada en pacientes que presentan regurgitacion de
comida no digerida, disfagia y salivacion excesiva. La endoscopia es relevante para el
diagnostico de estenosis, masas neoplasicas y masas extraesofagicas, asi como en la
deteccion de cuerpos extrafios. Asi, las principales aplicaciones terapéuticas de la
endoscopia en eso6fago son la extraccion de cuerpos extrafios y la dilatacion de estenosis

esofagica (Simpson, 2005; Granados, 2010).
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La gastroscopia esta indicada en pacientes que presentan vomitos, hematemesis,
melena y anorexia. Las anormalidades identificadas frecuentemente son gastritis
cronica, cuerpos extrafios gastricos, disturbios motores estomacales y en menor
frecuencia: Ulceras gastricas, neoplasias y la gastropatia hipertrofica. Por otro lado, el
principal uso terapéutico es la eliminacion de cuerpos extrafios (Simpson, 2005;
Gualtieri, 2010).

La colonoscopia, de gran utilidad en la clinica veterinaria, esta indicada en
disquecia, tenesmo, constipacion o diarrea cronica con contenido mucoso y/o sangre
fresca (Simpson, 2005; Henroteaux, 2010).

La enteroscopia estd indicada en casos de voémitos y diarrea cronica, y
especialmente cuando el paciente presenta hematemesis, melena, hipoproteinemia y
pérdida de peso. Hoy dia la exploracion enteroscopia por via oral solo permite evaluar
totalmente el duodeno y, en animales de menor tamario, el inicio del yeyuno. De igual
forma, el abordaje anal solo permite visualizar parcialmente el ileon. Un diagnostico
definitivo se ha de basar en la toma de biopsias de todas las porciones de intestino
delgado (Casamian-Sorrosal et al., 2010). Sin embargo, a dia de hoy, las limitaciones de
la enteroscopia en el perro obligan a que la toma de biopsias tenga que realizarse
mediante laparotomia exploratoria y no mediante endoscopia, siendo aquella mucho
mas invasiva y menos segura.

3.3.3. Complicaciones de la endoscopia convencional.

Las complicaciones asociadas a la técnica endoscopica son afortunadamente

raras, incluyéndose hemorragia y perforacion intestinal (Simpson, 2005).
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3.4. ENTEROSCOPIA DE DOBLE BALON (EDB) EN MEDICINA HUMANA

A comienzos del afio 2001 fue descrita la primera técnica endoscopica con
visién directa inmediata capaz de explorar todo el intestino delgado (YYamamoto et al.,
2001). Esta técnica denominada enteroscopia de doble balon (EDB) revolucioné la
enteroscopia en medicina humana ya que permitié tanto el diagnéstico como la
terapéutica de numerosas enfermedades. A pesar de que en los Gltimos afios se han
comercializado otros equipos para enteroscopia como el enteroscopio de balon simple
(Olimpus®) o el spiral (SynMed®), la EDB es la técnica de mayor aceptacion en los
servicios de endoscopia digestiva hospitalaria (Lenz y Domagk, 2012). En este sentido,
son varios los modelos de enteroscopios que se han comerciado para realizar EDB, sin
embargo el mas empleado es el terapéutico (EN-450T5, Fujinon, Japon).

3.4.1. Caracteristicas del equipo EN-450T5.

Se trata de un videoenteroscopio con una longitud de 2.000 mm y un didmetro
exterior de 9.4 mm. EIl canal de biopsia es de 2.8 mm, lo que permite el uso de un gran
variedad de accesorios terapéuticos. Sobre el endoscopio se desliza un sobretubo
flexible (TS-13140, Fujinon, Japdn) que tiene una longitud de 1.45 cm y un diametro
externo de 13.2 mm. Entre el endoscopio y el sobretubo queda un espacio que permite
el desplazamiento de uno sobre el otro. Tanto el endoscopio como el sobretubo poseen
en su extremo distal un baldn de latex de 0.1 mm de grosor cuya presion es controlada
con aire insuflado mediante un equipo de manometria (PB-10, PB-20, Fujinon, Japén),
gue incorpora un sistema de seguridad acustico-visual en caso de sobrepresion (Shanabo

etal., 2007) (Fig. 1).
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Fig.1. (A) Equipo completo del enteroscopio de doble balén (www fechgiendoscopy com). (B) Detalle del aspecto externo del
anteroseopio terapemico y del sobretubo.
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3.4.2. Técnica endoscopica de doble baldn.

La exploracion comienza con la insercion del enteroscopio y el sobretubo, con
los balones desinflados, hasta alcanzar la maxima profundidad posible en el duodeno.
En este punto, el balon del sobretubo se infla para fijarlo al lumen y asi poder deslizar el
enteroscopio hasta su maximo alcance (Fig. 2A). A continuacion se infla el balén del
enteroscopio (Fig. 2B), y después se desinfla el bal6n del sobretubo (Fig. 2C) y se
avanza sobre el enteroscopio hasta el punto de insercion maxima, situado en el punto
155 cm (marcado con una linea gruesa) (Fig. 2D). Alcanzado este punto, el balén del
sobretubo se infla y, con ambos balones hinchados se inicia una maniobra de
rectificacion (Fig. 2E). Para ello, enteroscopio y sobretubo se retiran en bloque hacia
fuera del paciente hasta notar resistencia a la traccion o una sobrepresion manometrica
(Fig. 2F). Con la maniobra de rectificacion, la parte del intestino ya explorada queda
plegada por detras del bal6n del sobretubo, lo que permite iniciar una nueva maniobra
de avance. Se desinfla el balon de endoscopio y se avanza el tubo al maximo mientras
se mantiene inflado el balén del sobretubo. Todas estas maniobras se repiten
sucesivamente durante la exploracion, de forma que cada maniobra de avance y la

posterior rectificacion constituyen un ciclo exploratorio. Tras varios ciclos se consigue
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explorar gran parte del intestino delgado, quedando éste plegado detras del balén del
sobretubo. La explicacion de la técnica puede ser consultada en numerosos articulos
(Yamamoto et al., 2001; Latorre et al., 2007; Pérez-Cuadrado y Shanabo, 2007;

Mdonkemdller et al., 2008; Sunada et al., 2008).

Fig2. Detalle de la técnica de EDB (Figuras A-F). Imagenes extraidas del libro de
Enteroscopia de Doble Balon (Pérez-Cuadrado, 2007).

3.4.3. Rutas de insercion.

La técnica de EDB puede realizarse tanto por via oral como anal.
Ocasionalmente, en la especie humana es posible la exploracion de todo el intestino
delgado -hasta el ciego- mediante la insercion por via oral. Sin embargo, en la mayoria
de los casos en los se requiere la observacion de todo el intestino delgado es necesaria
una combinacion de ambas vias. Para ello, el marcaje con tinta china en la mucosa del
punto de maxima insercion del endoscopio permite verificar una exploracion completa
cuando adicionalmente se utiliza la via contraria a la inicial (Sunada et al., 2008). La
eleccion de una u otra via normalmente depende de la localizacion de la(s) lesion(es), de

los signos clinicos, los resultados del laboratorio, la imagen radiologica o el video de la
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capsula endoscopica (Monkemuller et al.,, 2008). Segun un estudio reciente, la
exploracion completa por combinacién de ambas vias se consigue en un 44 % de los
casos, mientras que si Unicamente se usa la via oral, el porcentaje desciende a 1.6 %
(Xin et al., 2011). La longitud media de intestino delgado explorada por via oral oscila
entre 250-350 cm, todo ello en un tiempo medio aproximado de 60-125 min (Di Caro et
al., 2005; Ell et al., 2005; May et al., 2005a; Pérez-Cuadrado et al., 2006; Lin et al.,
2008; Messer et al., 2013). En cuanto a la via anal, la distancia media explorada es
menor (140-210 cm), aunque los tiempos medios de exploracién son similares (60-90
min) (Di Caro et al., 2005; May et al., 2005a; Gross y Stark, 2008; Messer et al., 2013).
El método mas utilizado para estimar la profundidad de insercion del enteroscopio fue
descrito por May et al. (2005b), y se basa en el sumatorio de los avances estimados en
cada uno de los ciclos de exploracion.

3.4.4. Utilidad clinica EDB.

Dos de las principales indicaciones de la EDB son el diagnostico de la
hemorragia digestiva de origen oscuro (HDOO) y la evaluacion de sospecha de la
enfermedad de Crohn. Por otro lado, se ha extendido cada vez mas el uso de la técnica
de doble balon para confirmar lesiones identificadas con capsula endoscopica
(Monkemdller et al., 2008). Otras indicaciones diagndsticas son la sospecha de linfoma
en enfermedad celiaca, poliposis y tumores. Por otro lado, la terapéutica mas comun
utilizada con la técnica de doble balén consiste en: hemostasia (mediante
electrocoagulacion con argén plasma, colocacion de hemoclips o inyeccién de
adrenalina), reseccion (polipectomia y reseccibn mucosa asistida), dilatacion de
estenosis con balon neumatico, colocacién de protesis metélicas enterales
autoexpandibles, extraccién de cuerpos extrafios, colangiopancreatografia retrograda

endoscépica (ERCP) en pacientes con cirugia en Y de Roux, yeyunostomia percutanea
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endoscédpica entre otras (Lopez y Esteban, 2007, Monkemdiller et al., 2008). Xin et al.
(2011) en una amplia revision a partir de los articulos publicados durante la dltima
década concluydé que la principal indicacién para la realizacion de la EDB es la
sospecha de sangrado intestinal (62.5 %), seguido por sintomas/signos aislados (7.9 %),
obstruccion intestinal y enfermedad de Crohn (5.8 % en ambos casos) y lesiones
neoplasicas (4.6 %).

3.4.5. Complicaciones de la EDB.

Las complicaciones son similares a las de la endoscopia convencional. Aunque
la casuistica es de baja incidencia (0.72%), las mayores complicaciones son:
perforacion, sangrado intestinal y pancreatitis post-EDB (Xin et al., 2011). La
pancreatitis post-EDB afecta Gnicamente a un 0.3-0.5% de las exploraciones (Kopacova
et al.,, 2010; Xin et al., 2011), sin embargo, dada su gravedad, es una complicacién
profusamente estudiada (Honda et al., 2006; Kopacova et al., 2007; Lo y Simpson et al.,
2007; Matsushita et al., 2007; Mensik et al., 2008; Pata et al., 2010). Hasta el momento,
el mecanismo causal de pancreatitis debido a la EDB no esta claro. Lo y Simpson
(2007) propusieron varios posibles mecanismos, entre los que incluyen una obstruccion
del conducto pancreatico debido a la presion de los balones (Honda, 2006), reflujo
intestinal hacia el conducto pancreatico debido a un incremento de la presion
intraluminal (Groenen et al., 2006), y dafio prolongado o isquemia en el pancreas
debido a las maniobras exploratorias y/o la presion ejercida sobre el pancreas con el
endoscopio y el sobretubo (Heine et al., 2006; May y Ell, 2006; Matsushita et al., 2007).

El amplio abanico de posibilidades tanto diagndsticas como terapéuticas de la
enteroscopia de doble balén en medicina humana ha permitido avanzar en la patologia
clinica digestiva en los Ultimos afios. La validacion del empleo de esta técnica en el

perro, podria permitir, de la misma forma, incrementar el conocimiento tanto
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diagndstico como terapéutico de enfermedades gastrointestinales de tramos profundos

del intestino delgado del perro.
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THE VETERINARY JOURNAL

Morphometry of the canine intestine with reference to the use of double balloon
endoscopy

Double balloon endoscopy (DBE) enables the diagnosis and treatment of small
intestinal disease. The dog is a potential animal model for DBE training and also a
candidate for the clinical application of this technique. However, the anatomy of the
canine small intestine may limit the use of DBE by restricting the push-and-pull
manoeuvres required for DBE. To establish what these limitations are, the length and
width of different portions of the small intestine as well as the mesenteric dependences
were measured in 55 dogs. Several external parameters related to body size plus the age,
weight, sex and breed were recorded. Potential restriction of the progress of the
enteroscope due to narrow intestinal diameter is expected in the jejunum of mid- and
small size dogs.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023310002911
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Morphometric study of the layers of the canine small intestine at five sampling
sites.

The histology of the canine intestine has not been accurately defined. To establish the
precise thickness of its different layers, whole wall samples of the small intestine were
removed from 41 cadavers at five standardised sampling sites (duodenum, proximal
jejunum, distal jejunum, proximal ileum and distal ileum). The total thickness was
estimated by morphometry, as was the thickness of the mucosa, muscularis mucosae,
submucosa and muscularis externa. In addition, the size of the lymphoid aggregates in
the submucosa and the thickness of the circular and longitudinal layers within both the
muscularis mucosae and the muscularis externa were estimated.

The total intestinal thickness depended very much upon the thickness of the mucosa and
submucosa. The mucosa decreased progressively from proximal to distal parts of the
small intestine (47% reduction). The thickness of the submucosa, however, changed
little from the duodenum to the distal jejunum, but increased significantly in the ileum;
this change was positively correlated with the amount of lymphoid tissue. Sex
influenced the thickness of the intestinal wall, with males displaying higher thickness
values along the small intestine. Conversely, no correlation between bodyweight and
intestinal thickness was found for any of the five sampling sites. This study gives
absolute and relative values for the thickness of the layers of the dog intestine which
might help in the diagnosis of small intestinal pathology from postmortem samples
and/or endoscopic biopsies.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023311002553
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Characterization of oral double balloon endoscopy in the dog.

Exploration of the canine small intestine using conventional endoscopy is restricted to
the duodenum and/or the ileum. Double balloon endoscopy (DBE) is a “push and pull’®
technique that has been described in humans and permits a complete exploration of the
small intestine. In this study, oral DBE was performed on 12 healthy dogs (10-34 kg) to
characterize for the first time the efficiency, exploration dynamics and safety of the
technique. DBE was successful in 83% of dogs; the average estimated insertion depth of
the endoscope was 287 + 36 cm, and the average duration of the exploration was 84 + 8
min. No complications or relevant adverse clinical effects were observed, and there was
no indication of post-procedure pancreatitis based on serology of two specific markers
of pancreatitis (amylase and lipase) and the immediate nonspecific inflammatory
mediator C-reactive protein. The study showed that oral DBE is viable and safe in the
dog, allowing for the diagnosis and treatment of gastrointestinal diseases deep in the
small intestine to an extent that has not previously been possible using conventional
endoscopy.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023312002559
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Characterization of anal double balloon endoscopy in the dog.

Retrograde (anal) exploration of the canine small intestine by conventional endoscopy is
restricted to the ileum, but double balloon endoscopy (DBE) has recently been validated
using the oral approach. In this study, anal DBE was performed on nine healthy dogs to
characterize the efficiency, exploration dynamics and safety of the technique. DBE was
successful in all dogs; the average estimated insertion depth of the endoscope was about
2 m and took approximately 1 h to achieve. No complications or related adverse clinical
effects were observed, and pancreatitis did not occur following the procedure. Anal
DBE is viable and safe in the dog within the limits of the study, and has the potential to
facilitate the diagnosis and treatment of gastrointestinal diseases, not only in portions of
the colon and ileum, but also in portions of the distal jejunum.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023313001913
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Conclusiones

1. El estudio anatémico del intestino delgado ha permitido validar la especie canina
como adecuada para la EDB siempre que se respeten las posibles limitaciones
impuestas por el didmetro del lumen intestinal en animales de pequefio tamafio.
La longitud del antebrazo fue el pardmetro corporal con mayor asociacion con el
didmetro del intestino, y por ende el mejor estimador del tamafio minimo
requerido para la EDB en el perro.

2. Los resultados obtenidos sobre el rango de grosor normal de las diferentes
tunicas a lo largo de todo el intestino delgado del perro constituyen la primera
referencia publicada de estas caracteristicas, con lo que ello puede suponer para
el diagndstico de patologias del intestino delgado a partir de de biopsias
endoscopicas, ultrasonidos, muestras obtenidas por laparoscopia 0 postmortem.
El sexo debe ser tenido en cuenta como fuente de variacion del grosor de las
thnicas intestinales.

3. Se ha demostrado que la EDB tanto por via oral como anal es factible y segura
en la especie canina. Los resultados aportados sobre la dinamica de exploracion
son importantes pues aportan valores de referencia para el empleo futuro de la
EDB con fines diagnosticos o de tratamiento de enfermedades en porciones
profundas del intestino delgado.

4. La exploracion completa del intestino delgado del perro mediante EDB no ha
sido posible ni por via oral ni anal. Sin embargo, dado el interés que ello puede
tener en el diagnostico de algunas enfermedades del intestino delgado, serian

necesarios nuevos estudios en los que se plantee la combinacién de ambas vias.
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INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales representan un alto porcentaje de las
patologias en el perro y el gato. En las dos Ultimas décadas, el auge de las técnicas de
minima invasién en medicina veterinaria ha permitido avanzar en el diagndstico de
muchas de estas enfermedades (Tams, 2003), sobre todo debido a la endoscopia flexible
via oral 0 anal. Un ejemplo claro son los procesos de diarrea cronica con origen tanto en
intestino delgado como grueso (Tams, 2003, Casamian-Sorrosal et al., 2010). La ventaja
de la endoscopia flexible, respecto a otros métodos diagnosticos como la radiologia y
sobre todo la ecografia, consiste en que no solo permite la visualizacion directa de la
mucosa digestiva, sino que, ademas, permite la toma de muestras bioldgicas y
microbioldgicas de la mucosa intestinal (Tams, 2003). No obstante, la endoscopia
flexible también tiene limitaciones, ya que en la clinica veterinaria la exploracion del
intestino delgado esta limitada a una pequefia parte de su extension, quedando al margen
la mayor parte de yeyuno. Una exploracion y toma de muestras restringida supone una
gran limitacion a la hora de obtener diagnésticos precisos en un drgano tan extenso
como el intestino delgado. Actualmente, la realizacién de un estudio histopatoldgico del
yeyuno solo es posible mediante laparotomia o laparoscopia, procedimientos con un
mayor potencial de complicaciones que la endoscopia (Casamian-Sorrosal et al., 2010).

En el diagnéstico de las enteropatias es importante contemplar posibles
variaciones en la morfologia de las tunicas intestinales segin la zona de muestreo.
Aunque este aspecto, y mas concretamente el grosor de la mucosa, submucosa y
muscular puede ser relevante para la correcta interpretacion de las biopsias o de la
imagen ecogréafica, de momento, la informacion en este sentido es poco precisa y

limitada a ciertas partes del intestino delgado (Washabau et al., 2010).
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Asi pues, entre los principales retos actuales de la gastroenterologia canina se
encuentra la posibilidad de lograr una exploracién endoscopica y biopsiado completo
del intestino delgado, asi como la posibilidad de disponer de un patron estandarizado de
la morfologia intestinal a lo largo de toda su extension.

En medicina humana, los avances en endoscopia en los ultimos afios han
permitido alcanzar tramos profundos del intestino delgado e incluso la posibilidad de
una exploracion completa de todo el tracto gastrointestinal. Una de las primeras técnicas
disefiada con este fin fue la capsula endoscopica (Iddan et al., 2000), que, si bien supuso
la primera posibilidad real de visualizar el intestino delgado completo, no permite
terapéutica alguna. En el afio 2001, Yamamoto y colaboradores presentaron la
enteroscopia de doble balén (EDB), que revoluciond tanto el diagndstico como la
terapéutica de las enfermedades gastrointestinales del intestino delgado, extendiéndose

pronto su empleo en la clinica hospitalaria de todo el mundo.

Por todo lo expuesto anteriormente, se plantearon los siguientes objetivos, base
de la siguiente tesis doctoral:

1. Evaluar de forma detallada la morfologia del intestino delgado en el
perro y su relacion con las condiciones de seguridad necesarias para la
aplicacion de la EDB.

2. Contribuir a la caracterizacion de la histologia normal del intestino del
perro mediante la cuantificacion sistematica del grosor de sus tanicas.

3. Evaluar la eficacia y seguridad de la técnica EDB en el perro tanto via

oral como via anal.
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MATERIAL Y METODOS

El disefio de la tesis se fundamenta en 2 fases experimentales, la primera en
cadaveres de perro, y la segunda in vivo.

Un total de 55 cadaveres de perro procedentes del servicio de zoonosis del
Ayuntamiento de Murcia, del servicio de animales de laboratorio (animalario) de la
Universidad de Murcia y del hospital clinico veterinario de la Universidad de Murcia
fueron empleados para el estudio anatémico/morfométrico del intestino delgado
(objetivo 1, articulo 1). De esos 55 animales, 41 también fueron utilizados para el
estudio histolégico/morfométrico del intestino delgado (objetivo 2, articulo 2). La
eutanasia de los perros, por sobredosis de pentobarbital sodico, no estuvo relacionada
con enfermedades gastrointestinales sino que fue por causa ajena a este estudio.

Para la fase experimental in vivo, se emplearon un total de 21 perros sin historial
de enfermedad digestiva, procedentes del animalario y del hospital clinico veterinario de
la Universidad de Murcia. Las exploraciones enteroscopicas se realizaron con un
enteroscopio terapéutico de doble balon (EN-450T5, Fujinbn®) tanto por via oral

(objetivo 3, articulo 3), como anal (objetivo 4, articulo 4). .

Articulo 1

Como ya se ha comentado, para este estudio fueron utilizados 55 cadaveres de
perro (33 de raza cruzada y 22 de raza pura) de edades comprendidas entre 1y 9 afios, y
un peso medio de 18 + 0.95 kg (5-33) con una proporcion de hembras de 28/55. Una
vez eutanasiado el animal, se midieron los siguientes parametros externos: peso, altura
del miembro toracico, longitud del antebrazo, longitud del miembro pelviano, longitud
de la nuca a la cola y longitud de la nuca a la nariz. Una vez posicionado el animal en

decubito lateral izquierdo, se realizd una laparotomia para la medicién de parametros
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morfolégicos del intestino delgado y del mesenterio. Los pardmetros medidos en
duodeno fueron: longitud, didmetro del duodeno craneal, descendente y ascendente, y
longitud del mesoduodeno; en el yeyuno: longitud total y diametro externo a 75, 150,
225, 300 y 375 cm de distancia desde la flexura duodenoyeyunal, asi como longitud del
mesoyeyuno proximal y distal; en el ileon: longitud total y didmetro externo de ileon
proximal y distal; ademas también se cuantifico la longitud del ligamento
hepatoduodenal y la longitud del pliegue duodenocolico. El didmetro externo del
intestino delgado se estimé midiendo la distancia entre el borde mesentérico y
antimesentérico con el intestino colocado en posicion plana. La medicion de los
parametros se realizo durante la primera hora tras el sacrificio para evitar cambios post-
mortem. Para el analisis estadistico se utilizd el programa SPSS 17.0. (SPSS, Inc®)
ejecutando en primer lugar un estudio exploratorio de cada una de las variables con el
fin de obtener sus estadisticos descriptivos, asi como el test de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y de homocedasticidad de Levene. El anélisis de varianza
(ANOVA) y el test de Turkey post-hoc fueron realizados para analizar los cambios en el
diametro externo intestinal en cada una de las diferentes porciones del intestino delgado.
Se analizaron las correlaciones bivariadas de todas las variables (coeficiente de
Pearson), y se realiz6 un andlisis de componentes principales para agrupar
conceptualmente las fuentes de variacion. Ademas, la posible dependencia entre los
parametros externos y las mediciones del intestino delgado se analiz para las variables
mas representativas mediante analisis de regresion lineal. Todos los test se realizaron
para un nivel de significacion de p<0,05.

Articulo 2

Para este estudio fueron utilizados 41 cadaveres de perro (24 de raza cruzada y

17 de raza pura) de edades comprendidas entre 5 meses y 12 afios, y un peso
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comprendido de 5 a 33 kg, con una proporcion de hembras de 20/41. Una vez
eutanasiado el animal se posiciono en decubito supino y con una incision por linea alba
se tomaron secciones completas de intestino delgado de 0.5 cm de longitud en cinco
puntos definidos a priori: en la mitad de duodeno descendente (duodeno descendente), a
75 cm desde la flexura duodenoyeyunal (yeyuno proximal), 25 cm antes de ileon,
tomando como referencia del comienzo del ileon el final de la rama ileal
antimesentérica (yeyuno distal), 2 cm después del comienzo de ileon (ileon proximal) y
unos dos centimetros antes del orificio ileal (ileon distal). Las muestras fueron fijadas
en formol (10%), incluidas en parafina, cortadas y tefiidas con hematoxilina-eosina, y
posteriormente examinadas por dos anatomopat6logos para descartar cualquier proceso
patologico que pudiera influir en el grosor de la pared intestinal. Con lupa (Stemi 2000,
Zeiss) 0 microscopio optico (AxiosKop40, Zeiss) se captaron imagenes digitales de la
seccion transversal completa de la pared intestinal, asi como de sus diferentes tdnicas.
Posteriormente se midi6 el grosor (seccién transversal, um) de: pared intestinal, tnica
mucosa (incluyendo el epitelio, la ldmina propia y la muscular de la mucosa), muscular
de la mucosa, tunica submucosa y tunica muscular. En la submucosa también se midio
el area de los agregados linfoides (um?), y en muscular de la mucosa y la tinica
muscular se midieron por separado la capa circular y la longitudinal. En cada una de las
muestras se fotografiaron 3 campos histologicos con el fin de que el estudio
morfométrico fuese representativo. La morfometria se realizd utilizando el programa
Sigma Scan Pro 5.0 (Systat), siempre por la misma persona. El anélisis estadistico se
realizd utilizando el programa SPSS 17.0. (SPSS, Inc®) con un primer estudio
exploratorio de cada una de las variables para obtener los estadisticos descriptivos, entre
los que se incluyen los test de Kolmogorov-Smirnov y Levene como pasos previos al

andlisis de varianza (ANOVA, p<0,05). Mediante el test de Tukey valoraron los
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cambios en el grosor de las diferentes tdnicas en funcion del punto de toma de muestras
y del sexo. Finalmente, la correlacion entre las variables fue estudiada mediante el

analisis de las correlaciones bivariantes (coeficiente de Pearson).

Articulo 3

En este estudio se utilizaron 12 perros de diferentes razas procedentes del
animalario y del hospital clinico veterinario de la Universidad de Murcia con un rango
de peso entre 10 y 34 kg, sin ningun historial de enfermedad digestiva. A todos se les
practicd una enteroscopia oral con un enteroscopio de doble bal6n terapéutico (EN-
450T5, Fujinon). Los perros se mantuvieron en ayunas 36 horas antes de la enteroscopia
y ademas fueron premedicados con una combinacién de acepromacina (0.05 mg/kg) y
butorfanol (0.3 mg/kg) administrado intramuscularmente. La anestesia fue inducida con
una dosis de propofol 5 mg/kg por via intravenosa hasta alcanzar el efecto; se intubaron
orotraquealmente y fueron mantenidos con isofluorano (1-1.2x concentracién alveolar
minima) y oxigeno 100% usando un sistema de respiracion anestésico adaptado al
tamafo del animal. Durante la enteroscopia se monitorizd la presion sanguinea, las
frecuencia cardiaca y respiratoria, y la saturacion de oxigeno. Las enteroscopias fueron
Ilevadas a cabo por dos de los autores del articulo, con experiencia de mas de 5 afios en
esta técnica. En cada caso, se contabilizd la duracion de cada ciclo de empuje-
rectificacion y se estimo la distancia avanzada en cada ciclo, por consenso de dos de los
autores. Los datos se anotaron en una hoja de trabajo segin la metodologia de May et
al. (2005b). La estimacion de la profundidad de la exploracion se inici6 una vez que el
enteroscopio habia pasado por el piloro, y el final de la exploracion se establecio
después de 5-6 maniobras nulas, sin posibilidad de avanzar. En 3 animales la

exploracién fue supervisada por fluoroscopia (PHILIPS BV-300), lo que permitid

66



Resumen general

visualizar la punta del endotubo y del sobretubo en la cavidad abdominal. En 5 animales
se tomaron muestras de sangre al comienzo y al final del procedimiento, asi como a las
24 horas y 7 dias después de la enteroscopia. A partir de la sangre se cuantificaron los
niveles de proteina C reactiva (PCR) -indicador de inflamacion-, y los de amilasa y
lipasa, como marcadores de dafio pancreatico. Después de la anestesia y durante los 7
dias posteriores al procedimiento los animales fueron examinados dos veces al dia para
descartar posibles complicaciones asociadas a la técnica. El andlisis estadistico se
realiz6 utilizando el programa SPSS 17.0. (SPSS, Inc®). Se analizaron los estadisticos
descriptivos y los resultados del test de Shapiro-Wilks (normalidad) y el test de Levene
(homocedasticidad). Los valores de las enzimas fueros evaluados por el analisis de
varianza (ANOVA, modelo lineal de medidas repetidas) considerando el tiempo de
obtencién de la muestra de sangre como el factor inter-sujetos. Los valores de PCR
fueron convertidos mediante transformacién logaritmica para cumplir los requisitos del
analisis. Los datos para el numero de ciclos y el tiempo se representaron frente a la
distancia explorada usando un anélisis de regresion. Toda la estadistica se realiz6 un

nivel de significacion menor a p< 0.05.

Articulo 4

Para el estudio de las EDB por via anal se utilizaron 9 perros de raza American
Foxhound procedentes del animalario de la Universidad de Murcia, exentos de cualquier
tipo de enfermedad digestiva. Como en el caso anterior, se empleo el enteroscopio de
doble baldn terapéutico (EN-450T5, Fujinon). Los perros estuvieron en ayunas 48 horas
antes del procedimiento y fueron premedicados con un laxante oral un dia antes de la
exploracién. Ademas, 12 y 2 horas antes de la colonoscopia se les administré un enema.

El protocolo pre-anestésico y anestésico fue el mismo que el descrito en el articulo 3.
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Las variables caracterizadoras de la exploracion fueron las mismas que en el articulo 3,
con la particularidad de que la duracion del procedimiento y la profundidad de
exploracion fueron medidas a partir del orificio ileal. En siete perros se tomaron
muestras de sangre en los mismos tiempos descritos en el articulo de EDB oral, y de
igual forma, los animales fueron observados durante siete dias después del

procedimiento. El planteamiento del analisis estadistico fue semejante al del articulo 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Articulo 1

El resultado obtenido para la longitud media total del intestino delgado fue de
400 + 91.4 cm, correspondiendo aproximadamente el 10% a duodeno, el 85% a yeyuno
y el 5% a ileon. La longitud intestinal ha sido muy documentada en la literatura (Nickel
et al., 1979; Evans, 1993; Sandoval, 2000; Climent et al., 2005; Dyce et al., 2010), sin
embargo, los datos aportados varian considerablemente, lo que se debe a las dificultades
de medicion en el animal vivo, y a los errores asociados a la relajacion del intestino
después de la muerte (Dyce et al., 2010). De forma estimada, la longitud total del
intestino delgado se considera que alcanza entre 2 y 3 veces la longitud total del tronco
(Dyce et al., 2010). Sin embargo, en el presente estudio la estimacion se aproximé a 5
veces, de forma similar a lo referido por Williams (1935).

El didmetro del intestino en diferentes puntos es la variable mas importante para
asegurar el paso del enteroscopio a través del lumen intestinal. Su valor fue maximo en
duodeno descendente (2.5 cm) y minimo en yeyuno (2.1 cm). Los valores de didmetro
en ileon proximal y distal fueron ligeramente mayores a 2 c¢cm pero sin presentar
diferencias significativas con las porciones de yeyuno. Tomando como referencia el

diametro externo del enteroscopio, un grosor intestinal menor a 2 cm pensamos que
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dificultaria el paso del endoscopio. Por ello, el duodeno presentaria la menor dificultad
al paso del enteroscopio de doble balon, mientras que en el yeyuno las dificultades para
progresar el enteroscopio serian méas probables, ya que en méas de un 50% de los perros
el calibre fue menor a 2 cm; y en mas del 40% de los casos, el yeyuno distal e ileon
también fueron menores a 2 cm. En un estudio previo en el que se realizaron
estimaciones del diametro intestinal en el perro (Laganiere et al., 1984), so6lo se
consideraron 8 animales y los valores de diametro se tomaron en un solo punto de cada
porcién intestinal.

Casi todos los valores del diametro externo intestinal y de los parametros
corporales externos mostraron indices de correlacion positivos, a excepcion del
diametro externo del yeyuno a 375 cm, lo que probablemente se debid al bajo nimero
de individuos con dicha longitud de intestino. La maxima asociacion ocurrio entre el
didmetro externo del yeyuno a 225 cm y la longitud del antebrazo. El anélisis de
regresion entre estos dos parametros nos permitié concluir que los perros con una
longitud de antebrazo menor a 19 cm podrian tener un diametro externo intestinal
menor a 2 cm en un 61% de los casos.

En lo referente a las mediciones del mesenterio, las correlaciones entre la
longitud del mesenterio y los pardmetros corporales externos no fueron del todo
consistentes. Las longitudes del mesoduodeno y mesoyeyuno distal mostraron un alto
grado de correlacion con la longitud nariz-cola y la altura del miembro toracico,
mientras que fue mucho menor frente a la longitud del mesoyeyuno proximal. El hecho
de que el mesoduodeno sea bastante amplio en el perro (18 + 3.6 cm) podria contribuir

al rapido progreso del endoscopio en esta porcion.
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Articulo 2

El valor de grosor de la seccidn transversal de la pared del duodeno (2.99 mm)
fue significativamente mayor al resto de porciones: ileon distal (2.54 mm), yeyuno
proximal (2.52 mm), yeyuno distal (2.16 mm) e ileon proximal (2.38 mm). Estos datos
coinciden con las descripciones generales de los libros clasicos de anatomia e histologia
(Banks, 1993; Sandoval, 2000), y el hecho de procesar en cada animal cinco muestras
tomadas de forma estandarizada a lo largo del intestino aporta un valor afiadido respecto
a estudios previos en los que el muestreo fue menor y sin estandarizar (Paulsen et al.,
2003; Baum et al., 2007; Kleinschmidt et al., 2008).

La proporcion entre el grosor de las diferentes tunicas de la pared intestinal vario
segun la porcién estudiada. Las tdnicas que mostraron mayor variacion fueron la
mucosa y submucosa. El grosor de la tnica mucosa decreciod significativamente desde
porciones proximales a distales del intestino delgado. Esta disminucion progresiva se
relaciona con una menor cantidad de glandulas intestinales y de tejido linfoide (Paulsen
et al., 2003). A excepcion de las dos porciones estudiadas en el ileon, la mucosa siempre
aporté mas del 50 % del grosor de la pared intestinal. Valores similares han sido
descritos en un estudio ecografico en cachorros (Stander et al., 2010), aunque otros
autores, en una serie de 9 Beagles, indicaron que la mucosa aporta menos del 40 % del
grosor total (Paulsen et al., 2003). EI m&ximo grosor de la tinica mucosa encontrado en
el duodeno es atribuido al mayor tamafio de las vellosidades, la presencia de glandulas
duodenales y la presencia de tejido linfoide en la Iamina propia (Banks, 1993).

La muscular de la mucosa mostré una tendencia similar a la tinica mucosa,
excepto en el ileon, donde se mostr6 mas gruesa. Las dos capas que conforman esta
lamina se apreciaron sin interrupcion en todo el intestino. La capa circular interna fue

aproximadamente la mitad de gruesa que la externa. Evans (1993) indic6 que la lamina
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muscular de la mucosa en el perro tiene un grosor tres veces mayor que en otras
especies, aunque sin aportar datos numéricos. En nuestro estudio el mayor grosor de la
lamina muscular de la mucosa se encontré en el duodeno, pudiendo esto explicarse por
la necesidad de facilitar una mayor agitacion de las vellosidades para favorecer el
contacto de las enzimas digestivas con el quimo y asi incrementar el contacto entre el
epitelio y el contenido luminal (Young y Heath, 2002).

Contrariamente a la mucosa, la tinica submucosa aumento su grosor en las
porciones distales de intestino delgado (ileon), relaciondndose este aumento con un
aumento significativo del porcentaje de tejido linfoide en ileon distal respecto al
duodeno y yeyuno.

Con respecto al grosor de la tanica muscular, decrecid progresivamente desde el
duodeno hasta yeyuno distal, pero se incrementd en el ileon, siendo mayor en el ileon
distal. Este aumento podria estar relacionado con la proximidad del muasculo esfinter
ileal. En cada una de las cinco porciones de intestino analizadas, la capa circular fue el
doble de gruesa que la longitudinal, lo que coincide con la informacion aportada por
Sandoval (2000). En el ileon, el grosor de la tinica muscular ha sido utilizado como
criterio estructural diferencial con el yeyuno (Williams y Warwick, 1995; Sandoval,
2000), sin embargo, en nuestro estudio la tdnica muscular no incrementd
significativamente entre dichas porciones La transicion entre ellas estuvo mas
relacionada con el incremento de agregados linfoides en la submucosa que con el grosor
de la tunica muscular. Esta tanica sélo fue significativamente mayor en relacion con el
orificio ileal.

El grosor de la pared intestinal presento diferencias significativas entre machos y
hembras, siendo en aquello mayor a lo largo de todo el intestino delgado, excepto en el

fleon distal. En concreto, los resultados mostraron diferencias con valores de un 19.4 %
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en duodeno, 20.7 % en yeyuno proximal, 19.3 % en yeyuno distal y un 18.9 % en ileon
proximal. En cambio, en ninguna de las cinco porciones se encontro correlacion entre el
grosor intestinal y el peso. En estudios previos no se encontré correlacion entre el sexo
y el grosor de la pared intestinal (Goggin et al., 2000), aunque en dichos trabajos el
estudio estadistico pudo estar limitado por la no uniformidad entre machos y hembras.
En cambio, nuestros resultados contrastan con otros estudios (Delaney et al, 2003;
Baum et al., 2007) que citan valores mayores del grosor en duodeno y yeyuno en

animales de mayor edad.

Articulo 3

De los 12 animales preseleccionados, en 10 de ellos la exploracion EDB no
presentd ninguna dificultad, alcanzandose una profundidad media de insercion de 287 +
36 cm (144-495) y una duracion media de 84 + 8 min (54-125). La eficiencia de la
exploracion expresada en numero de ciclos, mostro que el primer ciclo es el més eficaz
(valor medio de 35 cm), decreciendo progresivamente hasta valores inferiores a 10 cm
al final de la exploracion. Para la exploracion del primer metro se necesitaron 5 ciclos,
para el segundo metro 8 ciclos adicionales (13 en total) y para el tercer metro 9 ciclos
mas (22 ciclos en total). La media de ciclos por procedimiento fue de 21.5 ciclos. En
cuanto a la dinamica de exploracion en funcion del tiempo se encontré que, para la
exploracién del primer metro fueron necesarios 20 min, para la exploracion del segundo
metro 30 min adicionales (50 en total) y para el tercer metro, 50 min adicionales (100
min en total). Segin Nickel et al, (1979) una profundidad de 3 m se corresponde
aproximadamente con el 60 % de la longitud del intestino delgado. Segun esto, y a tenor
de nuestros resultados, con una EDB oral de hora y media se podria explorar todo el

duodeno y la mayor parte de yeyuno. Estos resultados son similares a los publicados en
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diferentes series de enteroscopias en la especie humana (Araki et al, 2006; Pérez-
Cuadrado et al, 2006; Lin et al., 2008; Hedge et al., 2010).

En 2 perros no fue posible concluir la EDB de forma exitosa ya que poco
después de haber explorado el duodeno descendente se encontrd una imposibilidad de
avance del endoscopio. En medicina humana, la imposibilidad para avanzar en una EDB
se ha relacionado con la formacidon de bucles, la excesiva acumulacion de aire detras del
balén del sobretubo, la inexperiencia del endoscopista y posibles restricciones
anatémicas individuales (Mehdizadeh et al., 2006; Pérez-Cuadrado et al., 2007; Sunada
y Yamamoto, 2008). En los perros, la formacion de bucles parece ser mas frecuente que
en humanos, lo cual podria explicarse por la laxitud y mayor longitud del mesoduodeno
en el perro. A pesar de que los bucles pueden identificarse por palpacion y de que en la
mayoria de los casos es suficiente con cambios en la posicion del perro para resolverlos,
la fluoroscopia se mostrd de gran utilidad para la orientar las maniobras requeridas.

En ningln caso se observaron alteraciones en los parametros clinicos
monitorizados durante la enteroscopia (presion sanguinea, frecuencia cardiaca y
respiratoria, y saturacion de oxigeno). La ingesta de comida fue normal desde el dia
siguiente al estudio, y no se observaron signos clinicos de dolor abdominal, vémitos,
diarrea o alteracién en el comportamiento. En cuanto al seguimiento bioguimico, no se
obtuvieron cambios significativos en los niveles de amilasa y lipasa ni durante ni hasta
los 7 dias posteriores a la EDB. En cuanto a la proteina C reactiva, se aprecié un
aumento a las 24 horas y también a los 7 dias de la exploracién, aunque los valores no
alcanzaron nivel de significacion (p>0.05). La proteina C reactiva no es un indicador
especifico de pancreatitis, pero se ha sugerido que la PCR es util como indicador de
dafio en la mucosa gastrointestinal en perros (Bayramli y Ulutas, 2008). Los efectos

iatrogénicos de la técnica -compresion de la mucosa, plegamiento del intestino detrés de
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los balones y tension en mesenterio- podrian ser una de las causas del aumento de PCR.
En medicina humana el diagndstico de pancreatitis implica que cursen dos de las tres
condiciones siguientes: dolor abdominal, niveles elevados de amilasa y/o lipasa tres
veces superior al basal, y hallazgos compatibles con medios diagnésticos de tomografia
computerizada o de imagen de resonancia magnética (Bollen et al., 2008). Ninguno de
estos signos se aprecio en los perros.

En cuanto a la utilidad clinica de la EDB en el perro, consideramos que puede
ser de gran valor para el diagndstico de lesiones localizadas en yeyuno, en patologias
difusas o0 que cambian de grado dependiendo de la porcion de intestino delgado (Tams,
2003; Casamian-Sorrosal et al., 2010; Ayala et al., 2011), asi como en las
linfangiectasia (Tams, 2003). Finamente afadir, que dado que en la mucosa ileal se
detectan méas anormalidades que en el duodeno (Casamian-Sorrosal et al., 2010)
consideramos de gran utilidad valorar las posibilidades de la EDB anal en el perro.
Ademas, la combinacién de ambos abordajes —oral y anal- con mucha probabilidad
podria permitir una exploracién completa del intestino delgado, tal y como se describe

en humana (Kita et al., 2005; Monkemdiller et al., 2008; Xin et al., 2011).

Articulo 4

En todos los perros la EDB via anal fue exitosa. La distancia media de insercion
del endoscopio fue de 212 + 12 cm, y el tiempo medio de 61 £ 6 min. En cuanto a la
dinamica de exploracion referida en ciclos, el primer ciclo fue el més efectivo, con una
media de insercion de 54 cm. A lo largo de la exploracion, la eficiencia decrecid
progresivamente, alcanzando valores inferiores a 10 cm por ciclo al final del
procedimiento. Por otro lado, se observé que para alcanzar el primer metro fueron

necesarios 4 ciclos mientras que para el segundo metro se requirieron 13 ciclos
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adicionales (17 en total). Asi pues, mediante una EDB via anal en el perro ser
necesitaria una hora para la exploracion completa del ileon y de gran parte del yeyuno.
A pesar de que segun Ruaux (2013) la prevalencia en enfermedades de yeyuno es
escasa, la practica de la EDB podria ser relevante para el diagnostico de la enfermedad
inflamatoria intestinal y el linfoma gastrointestinal.

En cuanto a los pardmetros monitorizados (presién sanguinea, frecuencia
cardiaca y respiratoria, y saturacion de oxigeno) no se encontraron cambios
significativos asociados a la exploracién. De forma similar a lo encontrado en trabajos
de EDB oral en perros (Latorre et al., 2007; Ayala et al., 2011; Sarria et al., 2012) no se
observaron limitaciones con el instrumental utilizado, ni complicaciones asociadas con
el procedimiento, ya que todos los perros se recuperaron completamente y sin
complicaciones después de las 24 horas.

Los niveles de amilasa, lipasa y PCR han sido utilizados como indicadores para
el diagnosico de cuadros de pancreatitis post-EDB en humanos (Kopacova et al., 2010),
en cerdos (Latorre et al., 2012) y en perros (Sarria et al., 2012). En este estudio el
seguimiento bioquimico de dichos marcadores no mostré aumentos de amilasa y lipasa
ni durante ni después de la EDB. La PCR se increment6 significativamente a las 24
horas de la exploracién, pero como éste es un marcador inespecifico de inflamacién,
(Bayramli y Ulutas, 2008), el incremento podria estar relacionado con los efectos
iatrogénicos de la técnica. Ademas, si nos atenemos a las referencias en la especie
humana, la mayoria de los casos de pancreatitis post-EDB en humanos ocurren con la

ruta oral (Kopacova et al., 2010).
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CONCLUSIONES

76

1.

El estudio anatomico del intestino delgado ha permitido validar la especie canina
como adecuada para la EDB siempre que se respeten las posibles limitaciones
impuestas por el didmetro del lumen intestinal en animales de pequefio tamafio.
La longitud del antebrazo fue el pardmetro corporal con mayor asociacion con el
didmetro del intestino, y por ende el mejor estimador del tamafio minimo
requerido para la EDB en el perro.

Los resultados obtenidos sobre el rango de grosor normal de las diferentes
tlnicas a lo largo de todo el intestino delgado del perro constituyen la primera
referencia publicada de estas caracteristicas, con lo que ello puede suponer para
el diagndstico de patologias del intestino delgado a partir de de biopsias
endoscopicas, ultrasonidos, muestras obtenidas por laparoscopia 0 postmortem.
El sexo debe ser tenido en cuenta como fuente de variacion del grosor de las
thnicas intestinales.

Se ha demostrado que la EDB tanto por via oral como anal es factible y segura
en la especie canina. Los resultados aportados sobre la dinamica de exploracion
son importantes pues aportan valores de referencia para el empleo futuro de la
EDB con fines diagnosticos o de tratamiento de enfermedades en porciones
profundas del intestino delgado.

La exploracién completa del intestino delgado del perro mediante EDB no ha
sido posible ni por via oral ni anal. Sin embargo, dado el interés que ello puede
tener en el diagnostico de algunas enfermedades del intestino delgado, serian

necesarios nuevos estudios en los que se plantee la combinacién de ambas vias.
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INTRODUCTION

The small intestinal diseases represent a high percentage of the common clinical
problems in dogs and cats. In the last two decades, the upgrade of the minimally
invasive techniques in veterinary medicine has produced important advances (Tams,
2003), especially concerning the flexible endoscopy by oral and/or anal approaches. A
clear example is the processes of chronic diarrhoea with origin in either the small or
large intestine (Tams, 2003; Casamian-Sorrosal et al., 2010). When comparing flexible
endoscopy with other diagnostic methods such as radiology and mainly ultrasonography
the advantage is that endoscopy not only allows visualization but also sampling of the
mucosa (Tams, 2003). However, flexible endoscopy has also limitations since most of
jejunum, the longest part of the small intestine is hardly explored, which is a
disadvantage for a definitive diagnosis. In fact, nowadays the histopathology of the
jejunum is only feasible after sampling by laparotomy and laparoscopy, both procedures
potentially more risky than endoscopy (Casamian-Sorrosal et al., 2010).

On the other hand, in the diagnosis of enteropathies it is important to consider
potential morphological changes in the intestinal layers according to the sampling area.
Although this aspect, especially the thickness might be relevant for a correct
interpretation of the biopsies or the ultrasonographic image, up to now such information
is rather inaccurate and scarce (Washabau et al., 2010).

Hence, the complete endoscopic approach to the small intestine and having a
standardized morphological pattern of the intestinal layers all along their length are
among the main current challenges in canine gastroenterology.

In human medicine, the recent advances in endoscopy have allowed the

complete exploration of the small intestine. The first technique designed for this
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purpose was the endoscopic capsule (Iddan et al., 2000) which allows a complete
visualization of the small intestine, although delayed on time and without therapeutic
options. In 2001, Yamamoto and colleagues presented the double balloon enteroscopy
(DBE), and this technique rapidly boosted the diagnostic and therapeutic possibilities in
the gastrointestinal tract.

For these reasons, the main of objectives of this PhD Thesis are:

1. To study in detail the morphology of the small intestine in the dog so as to
evaluate whether it accomplishes the security conditions required for the
double balloon enteroscopy.

2. To contribute to characterize the normal histology of the dog’s small
intestine by quantifying the thickness of its layers.

3. To characterize the efficiency and safety of the double balloon enteroscopy

in the dog by both the oral and anal approaches.

MATERIAL AND METHODS

This work was carried out in two experimental phases. The first one in cadavers
and the second in vivo.

55 dog cadavers were obtained from the local pound (Local Zoonoses of
Murcia), the Animal House and the Veterinary Hospital of the University of Murcia. All
the cadavers were used for anatomical (morphometric) study (objective 1, article 1),
while 41 of them were used for histological (morphometric) study of the small intestine
(objective 2, article 2). Euthanasia of the dogs was done with overdose of sodium
pentobarbital for reasons others than gastrointestinal disorders.

For the in vivo experimental phase (DBE), 21 dogs without history of digestive

diseases were used. The dogs came from the Animal House and Veterinary Hospital of
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the University of Murcia. DBE were carried out with a therapeutic enteroscope (EN-
45075, Fujinon®) either by the oral (objective 3, article 3) and the anal approaches

(objective 4, article 4).

Article 1

Fifty-five dog cadavers (33 mixed breed, 22 pure breed) were used in this study.
Dogs were aged 1-9 years, the average weight was 18.0 + 0.95 Kg (5-33) and the
number of female 28 (27 males). After euthanasia, the following body parameters were
recorded: weight, forelimb height, forearm length, leg length, nape-tail length and nape-
nose length. The dogs were then positioned in left lateral recumbency, the abdomen was
opened and the following morphological parametes of the small intestine and the
mesentery were carefully measured: duodenal length, cranial duodenal width,
descending duodenal width, ascending duodenal width, mesoduodenum length, jejunum
length, jejunum width 75, 150, 225, 300 and 375 cm ahead from the duodenojejunal
flexure, proximal mesojejunum length, distal mesojejunum length, ileum length,
proximal ileum width, distal ileum width, small intestine length, hepatoduodenal
ligament length and duodenocoloic ligament length. The width of the small intestine
was determined by measuring the distance between the mesenteric and anti-mesenteric
borders when the intestine was placed in a flat position. All parameters were measured
within the first hour from the euthanasia to minimise the impact of post-mortem
changes. All data were included in a datasheet and analysed with the statistic package
SPPS 17.0. Descriptive statistics were obtained and all the variables tested for normality
(Kolmogorov-Smirnov test) and Levene test. One-way ANOVA and post hoc Tukey
tests were performed for the intestinal width at different portions of the small intestine.

Bivariate correlations were established for all the variables and factor analysis
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(Principal Component Analysis) was used to reduce redundant information.
Additionally, a series of linear regressions were established to investigate dependence
between external parameters and intestinal width. All statistics were performed using a
significance level of p < 0.05.

Article 2

Forty-one dog cadavers (24 mixed breed; 17 pure breed) were used in this study.
The age range was 5 months to 12 years, the weight range 5-33 Kg and the number of
females 20 (21 males). After euthanasia, dogs were placed in supine recumbency and
the abdomen was opened at the level of the linea alba. Complete sections (0.5 cm) of the
intestine at five defined sites were obtained: midpoint of the descending duodenum
(descending duodenum), 75 cm distal to the duodenojejunal flexure (proximal jejunum),
25 cm before the ileum (end of the ileal antimesenteric branch) (distal jejunum), 2 cm
from the beginning of ileum (proximal ileum) and 1-2 cm before the ileal orifice (distal
ileum). The samples were fixed in 10% formalin, paraffin embedded, sectioned and
stained with haematoxylin and eosin. All the samples were evaluated histologically by
two pathologists to rule out any pathological process that could influence the normal
thickness of the intestinal wall. Digital pictures of the whole intestinal wall and its
different layers were obtained with a magnifying glass (Stemi 2000, Zeiss) or optical
microscope (AxiosKop 40, Zeiss). The measured intestinal parameters were the total
thickness of the intestinal wall, the thickness of the mucosa, including the epithelium,
lamina propria and muscularis mucosae, the thickness of the muscularis mucosa, the
submucosa, and the muscularis externa. In the submucosa, the size of the lymphoid
aggregates was measured and, in the lamina muscularis mucosae and muscularis
externa, both the circular and longitudinal layers were measured. Three random pictures

were taken from each histological sample so as to obtain average representative values
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for each measured parameter per dog. Morphometry was performed with the Sigma
Scan Pro 5.0 package (Systat), always by the same person. Statistical analysis was
carried out with the SPSS 17.0 software. Descriptive statistics were obtained and all the
variables tested for normality (Kolmogorov-Smirnov test). One-way analysis of
variance (ANOVA, p < 0.05) and post-hoc Tukey tests were performed to analyse the
thickness of the different intestinal layers related to sex (fixed factor). The relationship
among the variables was studied by bivariate correlations (Pearson’s coefficient).

Article 3

Twelve dogs from the animal house of the University of Murcia with a range of
10-34 Kg and no history of digestive diseases were used. DBE was done with a
therapeutic enteroscope (EN-450T5, Fujinon). Dogs were fasted 36 hours before
enteroscopy and premedicated with a combination of 0.05 mg/kg acepromazine and 0.3
mg/kg butorphanol, administered intramuscularly. Anaesthesia was induced with a dose
of 5 mg/kg propofol, administered intravenously to effect, and after orotracheal
intubation the animals were maintained with isofluorane (1-1.2x minimum alveolar
concentration) and 100% oxygen, using an anaesthetic breathing system adapted to their
size. During the enteroscopy, blood pressure, heart rate, respiratory rate and oxygen
saturation were monitored. Enteroscopies were carried out by two of the authors who
have routinely performed DBE for more than 5 years. During each procedure, the
distance advanced for each push and pull cycle and the time taken for the exploration
were recorded in a worksheet (May et al., 2005). Exploration depth was measured from
just after the pylorus while the end of procedure was established after the repetition of
5-6 unsuccessful push and pull manoeuvres (no advance of the endoscope). In three
animals, the progress of the endoscope was surveyed by fluoroscopy (PHILIPS BV-

300). This allowed visualizing the position of the tip of the endoscope and the overtube
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within the abdominal cavity. In five dogs, blood samples were obtained at the beginning
and end of DBE, and at 24 hours and 7 days after procedure. Serum concentrations of
CRP, amylase and lipase were used as indicators of potential inflammation and/or
pancreatic damage. After recovery, the dogs were examined twice a day for up to 7 days
so as to rule out any complication related to technique. All data were included in a
worksheet and statistical analysis was performed using SPSS 17.0. (SPSS, Inc®).
Descriptive statistics including the Shapiro-Wilks test for normality and Levene test for
homogeneity of variance were initially obtained for all experimental variables. Enzyme
values were evaluated by analysis of variance (ANOVA, linear model with repeated
measures), considering the timing of blood sampling as a within-subject factor. CRP
values were subjected to a logarithmic transformation to comply with the assumptions
of the analysis. Data for the number of cycles and time were plotted against the explored
distance using regression analysis. All statistics were performed using a significance
level of p < 0.05.

Article 4

Nine American Foxhound dogs from the animal facility of the Univerisity of
Murcia without history of digestive disease were used for anal DBE (EN-450T5,
Fujinon). The dogs were fasted for 48 hours before enteroscopy and premedicated with
an oral laxative (X-Prep R; Viatris Pharmaceuticals) 24 hours before exploration. Two
warm water enemas (Enema Casen; Laboratoris Casen-Fleet; approximately 33mL/Kg)
were administered 12 and 2 hours before colonoscopy. Pre-anaesthetic and anaesthetic
protocols have been described in article 3. The outcome of the study was evaluating the
same variables reported in article 3, except that the duration of procedure and the
exploration depth were both measured from just after the ileal orifice. All dogs were

supervised twice each day for up to 7 days. In seven dogs amylase, lipase and C-
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reactive protein were sampled as referred in article 3. Statistics were the same as in

article 3.

RESULTS AND DISCUSSION

Article 1

The mean total length of the small intestine was 400 + 91.4 cm, approximately
10% corresponded to duodenum, 85% to jejunum and 5% to ileum. Small intestine
length has been well documented in the literature (Nickel et al., 1979; Evans, 1993;
Sandoval, 2000; Climent et al., 2005; Dyce et al., 2010), but the quoted figures vary
considerably. This was probably due to the formidable difficulties of measurement in
live dogs and the errors associated with relaxation of the gut after death (Dyce et al.,
2010). Also, the total length of the small intestine has been estimated by multiplying by
2-3 times the total body length (Climent et al., 2005). In the present study the estimation
was 5 x times this parameter, similarly to what was reported by Williams (1935).

The width of the different portions of the small intestine is critical for the
progress of the endoscope through the intestinal lumen. The average width of the
intestine was at its maximum in the descending portion of the duodenum (2.5 cm) and at
its minimum at the approximate midpoint of the jejunum (2.1 cm). The average jejunum
width was always lower than 2 cm, whereas the proximal and distal parts of the ileum
displayed average values slightly higher than 2 cm. Based on the assumption that
intestinal widths lower than 2 cm might give excessive mechanical resistance to the
progress of the endoscope it is likely that the duodenum is the less risky portion of the
small intestine for DBE exploration. Conversely, more difficulties are expected in the

jejunum and ileum, since more than 50 % of the sampled dogs had less than 2 cm of
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average jejunal width and more than 40 % had distal jejunum and ileum lower than 2
cm.

A positive correlation was found among almost all the intestinal width
measurements and the external parameters, with the exception of the jejunal widthszs
which was probably due to the low number of dogs with such an intestinal length. The
maximal association corresponded to jejunumsys and forearm length such that a linear
model suggested that dogs with forearm length lower than 19 cm would have jejunal
width lower than 2 cm in 61 % of the cases (p< 0.05).

Concerning the mesentery measurements, the correlations with the external
parameters was not totally consistent. The mesoduodenum and distal mesojejunum
showed high significant correlations with nape-tail length and forelimb height. The fact
that the dog”s mesoduodenum is very broad (18 £ 3.6 cm) might contribute to a rapid
progress of the endoscope through this part of the intestine.

Article 2

The total thickness of the intestinal wall was higher in the duodenum (2.99 cm)
than in other portions of the small intestine: distal ileum (2.54 cm), proximal jejunum
(2.52 cm), distal jejunum (2.16 cm) and proximal ileum (2.38 cm). These data coincided
with the average figures given in classical anatomy and histology books (Banks, 1993;
Sandoval, 2000), however, in the present work sampling was defined at five different
sites which adds value compared to previous studies in cadavers where sampling was
not so extensive or standardised (Paulsen et al., 2003; Baum et al., 2007; Kleinschmidt
et al., 2008),.

The proportion between the thickness of the different layers changed according
to the portion of the small intestine (sampling site). Layers with the highest variation

were the mucosa and submucosa. The maximum thickness of the mucosa was found in
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the duodenum. Then, it decreased progressively from this site which was probably due
to the lack of intestinal glands and the minimum amount of lymphoid tissue found in the
jejunum (Paulsen et al., 2003). Apart from the ileum, the mucosa always accounted for
more than 50% of the total thickness. This value was also observed by ultrasonography
in a series of puppies (Stander et al., 2010), however in another work carried out in a
series of nine Beagles, the mucosa accounted for less than 40% of the total thickness
(Paulsen et al., 2003). The mucosa in the duodenum is particularly high because of the
size of the villi, the presence of duodenal glands and the lymphoid tissue in the lamina
propria (Banks, 1993).

The lamina muscularis mucosae followed the same tendency that the mucosa,
except in the ileum where it increased. Two well differentiated layers of circular and
longitudinal smooth muscle fibres were observed in the muscularis mucosae all along
the small intestine. The inner circular layer was approximately half the thickness of the
outer longitudinal layer. Evans (1993) observed that the lamina muscularis mucosae in
the dog is up to three times thicker than in any other species. In our study, the greatest
thickness of the lamina muscularis mucosae was found in the duodenum. This might be
related to its role in agitating the villi and emptying the secretion of the crypts to
promote enzymatic attack on the chime and increase the contact between the epithelium
and the luminal contents (Young and Heath, 2002).

Contrary to the mucosa, the submucosa increased markedly in the ileum,
appearing to be directly related to the percentage of lymphoid tissue, which was highest
in the distal ileum and lowest in the duodenum and jejunum.

The muscularis externa was thickest in the distal ileum which was probably
related with the proximity of the muscle sphincter ilearis. The circular layer was on

average more than twice the thickness of the longitudinal layer. This occured at all the
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five sampling sites and was in accordance with Sandoval (2000). In the ileum, the
thickness of the muscularis externa has been used as a structural criterion to
differentiate this segment from the jejunum (Williams and Warwick, 1995; Sandoval,
2000), however, in our study the thickness of the muscular layer did not increase
significantly between the jejunum and proximal ileum. Thus, the transition between
these two intestinal portions is more likely related with an increase in lymphoid
aggregates in the ileal submucosa. In fact, the muscularis layer was only significantly
thicker in relation with the ostium ilearis.

The thickness of the intestinal wall showed significant differences according to
sex, such that males had higher values than females all along the small intestine except
for the distal ileum. This resulted in a 19.4 % lower thickness in females in the
duodenum, 20.7 % in the proximal jejunum, 19.3 % in the distal jejunum and 18.9 % in
the proximal ileum. Conversely, no correlation between the intestinal thickness and
body weight was found for any of the five sampling sites. No previous studies have
found a correlation between intestinal thickness and sex, although a non-uniform
distribution of males and females might have been the cause of that (Goggin et al.,
2000). On the other hand, our results differ from those of Delaney et al. (2003) and
Baum et al. (2007) who found and increase in the duodenal and jejunal thickness related
to ageing.

Article 3

In ten out of the twelve dogs, the oral DBE was successfully. The average
insertion depth was 287 £ 36 cm (144-495) and the average duration of the procedure
was 84 + 8 min (54-125). The exploration efficiency, expressed as advanced distanced
per cycle, showed that the first push manoeuvre was the most effective with an average

value of 35 cm. Then efficiency decreased progressively until values of 10 cm per cycle
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at the end of procedure. To cover the first metre of small intestine five complete cycles
were necessary, the second metre was explored after eight additional cycles (13 cycles
in total) and the third metre after nine more cycles (22 cycles in total). The average
number of cycles per procedure was 21.5 cycles. Regarding the exploration dynamics,
20 min were necessary to reach 1 metre of insertion, 30 additional min to reach 2 metres
(50 min in total) and 50 additional min to reach 3 metres (100 min in total). According
to Nickel et al. (1979) a total insertion depth of 3 m might refer to approximately 60%
of the total small intestinal length. Thus, it can be concluded that a typical oral DBE in
the dog takes approximately 1.5 h to explore the duodenum and almost half of the
jejunum. These figures are quite similar to those published in humans for oral DBE
(Araki et al., 2006; Pérez-Cuadrado et al., 2006; Lin et al., 2008; Hegde et al., 2010).

In two dogs, the procedure was aborted soon after having passed the duodenum
because the endoscope could not progress despite of many attempts. In literature for
DBE in humans the impossibility of progressing has been related with the formation of
endoscope loops, the excessive accumulation of air bubbles behind the overtube’s
balloon, the endoscopist’s lack of experience and potential anatomical restrictions such
as adhesions or congenital small bowel rotations (Mehdizadeh et al., 2006; Pérez
Cuadrado et al., 2007; Sunada and Yamamoto, 2008). In dogs, the formation of
endoscope loops was quite frequent and this could be related with the anatomy of the
dog’s duodenum and the large and flexible mesoduodenum. The loops were easily
verified by abdominal palpation and in most cases solved by changing the dog’s
recumbency. When fluoroscopy was available it proved helpful to guide the required
manoeuvres.

In all dogs, none of the parameters monitored during the procedure (blood

pressure, heart rate, respiratory rate and oxygen saturation) showed any significant

89



Extended summary

alteration. Food intake was normal the day after procedure, and no clinical signs of
abdominal pain, vomiting, diarrhoea or altered sensory behaviour were observed.
Regarding the biochemical assays amylase and lipase levels did not changed
significantly during or after the procedures. Serum CRP increased at 24 h and 7 days
post DBE, although these changes did not achieve statistical significance (p> 0.05).
CRP is not an specific indicator of pancreatitis, but rather a non-specific marker of acute
inflammation, and a recent study suggested that CRP is a useful indicator of
gastrointestinal mucosal injury in dogs (Bayramli and Ulutas, 2008). The iatrogenic
effects of the technique — mucosa compression, intestine folding behind the balloons
and mesentery strengthening— are likely the cause of the increased CRP levels. In
humans, the diagnosis of pancreatitis requires accomplishing two of these three
conditions: upper abdominal pain, amylase and/or lipase levels more than 3 times the
upper normal limit and CT or MRI findings compatible with pancreatitis (Bollen et al.,
2008). Referred to the two former conditions none of them were observed in the dogs.
DBE could be helpful in diagnosing localized lesions in the jejunum or
pathologies that are diffuse or change depending on the portion of the small intestine,
such as the irritable bowel diseases (Tams, 2003; Casamian-Sorrosal et al., 2010; Ayala
et al., 2011) or lymphangiectasia (Tams, 2003). Besides, as in the dog histological
abnormalities are sometimes more readily detected in the ileal mucosa than in the
duodenum (Casamian-Sorrosal et al., 2010), the retrograde approach by DBE could be
an interesting field for future investigation. The combined oral and anal approaches
could probably allow a complete exploration of the small intestine, which has proved
very useful in human medicine (Kita et al., 2005; Monkemdiller et al., 2008; Xin et al.,

2011).
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All anal DBE were successful. The average insertion depth was 212 + 12 cm and
the average duration of the procedure was 61 + 6 min. The exploration efficiency
expressed as the advanced distanced per cycle, showed that the first pushing manoeuvre
was the most effective with an average value of 54 cm. Then it decreased progressively
up to values lower than 10 cm per cycle by the end of the procedure. Approximately 4
cycles were necessary to cover the first metre of small intestine, while the second metre
was explored after 13 additional cycles (17 cycles in total). Thus, a typical anal DBE in
the dog takes approximately 1 hour to explore the ileum and a large portion of the
jejunum. Reports concerning the prevalence of jejunal diseases are scarce in veterinary
literature (Ruaux, 2013), although this might change with the increasing availability of
DBE in canine practice and could be particularly relevant for the diagnosis of
inflammatory bowel diseases and the gastrointestinal lymphoma.

The parameters monitored during the procedure (blood pressure, heart rate,
respiratory rate and oxygen saturation) did not showed any significant alteration. As
with the oral DBE in dogs (Latorre et al., 2007; Ayala et al., 2011; Sarria et al., 2012),
no limitations associated with the instrument or post-procedure complications after 24
hours were observed.

Amylase, lipase and CRP have been monitored as indicators of post-DBE
pancreatitis in humans (Kopacova et al., 2010), pigs (Latorre et al., 2012) and dogs
(Sarria et al., 2012). In the present study, no significant increases in amylase or lipase
levels were found during or after the procedures. CRP values increased 24 hours after
DBE, but as CRP is a non-specific marker of acute inflammation (Bayramli and Ulutas,

2008), the increase could be related to the iatrogenic effects of the technique. Besides,
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post-DBE pancreatitis in humans have uniquely been described after the oral approach

(Kopacova et al., 2010).

CONCLUSIONS

92

. Validation of the dog as a candidate for DBE has been obtained after a thorough

anatomical study of the small intestine. However, when planning DBE caution
should be taken in small dogs due to potential limitations imposed by the width
of the intestine. The length of the forearm showed the highest association with
the diameter of the intestine so that it is the best body parameter to define the
minimum body size necessary for a secure DBE in the dog.

The results for the thicknesses of the different layers of the small intestine given
in this study are a novelty and might serve to assist the diagnosis of
enteropathies by endoscopic biopsies, ultrasounds, laparoscopy and postmortem
sampling. The sex should be considered as a major source of variation in
intestinal thickness in the dog.

It has been demonstrated that both the oral and anal DBE is feasible and safe in
the dog. The results for the exploration dynamics of the procedure might serve
as reference values for future diagnosis and treatment of diseases in deep
portions of the small intestine.

The complete exploration of the small intestine by DBE has not been achieved
yet in the dog. Further studies with a combination of the oral and anal
approaches might facilitate this goal, which could be useful for a accurate

diagnosis of some enteropathies.
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