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Lé Peste Porcina Africana (PPA) es una enfermedad producida por un deoxivirus que
afecta a cerdos domésticos y salvajes. Desde la descripcién de la enfermedad en Africa en 1921,

donde permanece endémica, se extendi6 en 1960 a Portugal y posteriormente a Espafia. A pesar

de los intensos esfuerzos para su erradicacion, la enfermedad permanece también endémica en.

algunas zonas de la Penfnsula Ibérica. Durante los ttimos 30 afios se han producido focos
epizodticos en diferentes pafses de Europa y América con importantes pérdidas econémicas, por
lo que se continua trabajando en diferentes métodos de control y erradicacién, ya que hasta el

“momento no se ha logrado optener una vacuna eficaz.

La investigacién en Espafia en PPA se realiza en el Centro de Investigacién en Sanidad
Animal de Valdeolmos (INIA Madrld), en el Centro de Blologfa Molecular (CBM) y en la
Facultad de' Veterinaria de Cérdoba. Este iltimo grupo desarrolla su trabajo sobre la Patologfa
de las dlst_mtas formas de la enfermedad y asf, se estd llevando a cabo la Fase IV (1992-1995)
sobre el estudio ultraestructural e inmunihisfolégico en los animales infectados con los aislados

. E75, Malawi y Reptiblica Dominicana del VPPA.

Los estudios inmunohistolégicos proporcionan importantes datos etiopatogénicos en las
enfermedades infecciosas. En la PPA estos estudlos han sido realizados en un principio utilizando

cortes de tejidos fijados por congelacnSn y medlante técnicas de inmunofluorescencia. En los
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INTRODUCCION .3

ultimos afios se han desarrollado técnicas de inmunoperoxidasa sobre tejidos incluidos en parafina
con los que se adquiere un mejor detéll_e morfolégico que en la actualidad nos permite obtener
un mayor m"imero de datos al poder emplear anticuerpos monoclonales. Hasta el momento, los
anticuerpos monoclonales'desarroliados contra el VPPA han sido utilizados preferentemente en

el diagndstico serolégico, no encontréndose en la literatura su uso en estudios inmunohistolégicos.

La principal caracterfstica lesional de las formas aguda y subaguda de la PPA son las
hemorraglas en numerosos 6rganos y serosas de los animales. En la actuahdad algunos grupos
de 1nvest1gac16n estdn estudlando la patogenia de estas hemorraglas encontrando la partnc1pacnén
de mecanismos derivados de la accién directa y/o indirecta del virus sobre distintos tipos celulares

implicados e interelacionados en la respuesta inmune, inflamatoria y en la coagulacién sangufnea.

En estudios previos se ha comprobado que las células blanco primarias del virus de la

PPA son las pertenecientes al Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF) siendo los érganos ricos

~en estas células, los de mayor inte'rés'evn :él diagndstico virolégico y en el estudio lesional de la
| erifgrmedad_. Por otra parte, en los ultimos afios se han obtenido datos tanto "in vivo" como "in
' vitro" que démuestran que el VPPA puede replicar, aunque en escasa proporcion, en otras células

no pertenecientes al SMF.

Uno de los fenémenos mds caracterfstico de la PPA es la coexistencia de una viremia con
altos tftulos de anticuerpos anti-virus siendo éstos, no protectores "in vivo". Igualmente se ha
éompr_obado tanto "in vitro” como "in vivo" el importante papel de las inmunoglobulinas y el

complemento en el desarrollo- de procesos inmunop.atolégicos en la enfermedad. En estudios

llevados a cabo en cerdos inoculados experlmentalmente con los aislados altamente virulento (E70)

y moderadamente virulento (E75) se apuntd el papel de las inmunoglobulinas y el complementov

- en las lesiones pulmonares y hepiticas en la PPA. Sobre la base de estos y otros estudios se

_éstablecieron los principales objetivos de la presente tesis doctoral:

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



' INTRODUCCION 4

1.- Demostracidn de la protefna mayoritaria de la cdpside viral (PV73) mediante el empleo
de un antic_uerpov monoclonal (18B.G3) y la utilizacién de técnicas inmunohistoldgicas sobre

tejidos fijados o reﬁjadds en formol e incluidos rutinariamente en parafina.

~2.- Distribucién de la PV73 en tejidos de cerdos miniatura infectados experimentalmente

con el aislado viral Espaiia 75 (E75).

3.- Estudio inmunohistopatolégico de las lesiones inducidas por el aislado moderadamente

virulento E75 en cerdos miniatura.

4.- Distribucién de inmunoglobulinas (IgM, IgG e IgA) en diferentes tejidos de cerdos

infectados experimentalmente con el VPPA (E75) utilizando anticuerpos monoclonales.
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II.L.ETIOLOGIA.

La Peste Porcina Africana (PPA) es una enfermedad vfrica que afecta exclusivamente a

animales de la Familia Suidae (Hess, 1971; Wardley y cols., 1983; Vifiuela, 1985) siendo

considerada como una de las patdlogfas m4ds complejas e importantes del cerdo doméstico
‘ '(Plowright, 1980; Hess, 1987b; Wilkinson, 1989; Canals y cols., 1992; S4dnchez-Vizcafno 1992;
Arias y cois., 1993).

_El Virus de la Peste Porcina-Africana (VPPA) es un deoxivirus citoplasmético de simetrfa
-icosaédrica (Plowright y cols., 1966, Almeidé y colsf, 1967; Enjuanes y cols., 1976b; Carrascosa
y cols., ‘19.84) clasificado provisionalmente en base a criterios morfolégicos dentro de la Familia
Iridoviridae (Hess, 1971; Wildy, 1971; Kelly y Robertson, 1973; Fenner, 1976; Goorha y
Granoff, 1979; Matthews, 1982; Carrascosay cols., 1984; Brown, 1986). Sin embargo, este virus
presenta algunas caracterfsticas estructurales de organizacién del genoma y de la sfntesis de
ARNm similares a los pox?irus (Kuznar y cols., 1980; Kuznar y cols., 1981; Salas y cols., 1981;
Salas y cols., 1983; Wardely y éols.,' 1983; Sogo y cols., 1984; Vifiuela, 1985; Salas y cols.,
1988; Boursnell y cols., 1991). '

El microscopio electrénico de transmisién muestra el VPPA con formas hexagonales o

pentagonales (Haag y cols., 1966; Moura Nunes 'y cols., 1980; Carrascosa y cols., 1984),
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REVISION BIBLIOGRAFICA _ 7

midiendo las partfculas viricas extracelulares entre 175 y 215 nm dependiendo de que éstas
presenten o no envoltura externa (Breese y DeBoer, 1966a; Haag y cols., 1966; Breese y DeBoer,
' 1967, Garcfa-Gancedo y cols., 1974b; Moura NuneS y cols., 1975; Erijuanes y cols., 1976b;
Cafrascosa :y cols., 1984). El virus maduro estd formado por una nucleoide central electrodenso
‘donde se encuentra el material genético envuelto por una membrana lipidica electrolicida;
eXt_efnamente se encuentra la cdpside de morfologfa hexagonal rodeada a su vez por una
»me_:rribra_na lipoproteica (Almeida y col.s'.,. 1967; Breese y DeBoer, 1967; Hess, 1971; Wardley y
cols. ,' 1983; Vifiuela, 1985). El virus extracelular presenta adicionalmente una envuelta externa,
ad(iuiri’d_a al salir por gemacidn a través de la membrana de la célula in_fectada; envuelta que no
parece afectar a la capacidad »infectiva del virus (Moura Nunes y cols., 1975; Carrascosa y cols.,
- 1984).

El genoma del virus de la PPA es una molécula de ADN lineal de doble cadena y
aproximadamente 170 Kpb con un contenido de GC del 41% (Adlinger y cols., 1966; Enjuanes
y cols., 1976b; Almendral y cols., 1984). Algunos estudios apoyan la hipétesis de que el ADN
viral es sintetizado en el miicleo y posteriormente transportado al citoplasma celular (Ortin y
Vifuela, 19_.77; Tabarés y Sanchez Botija, 1979; Sanz y cols., 1985; Carrascosé y cols., 1986)
mientras que otros trabajos parecen indicar que la replicacién tiene lugar en el citoplasma celular,

cerca del nicleo, en las denominadas factorfas virales o cuerpos de inclusién (Vigario y cols.,

1967; Pan'y cols., 1980; Galo y Nunes Petisca, 1990). En cualquier caso, la sfntesis del ADN

requiere de una ADN polimerasa inducida por el virus que no se incorpora a la partfcula viral
(Polatnick y Hess, 1972) y que asu vei necesita del niicleo funcional de la célula infectada (Ortin
y }Viﬁuela, 1977). Para realizar los estudios sobre la estfuctura y organizacién del genoma viral,
éSte se ha clonado en su mayor parte en_plésmidos y fagos (Ley y c'ols'., 1984; Hingamp y cols.,
1992), obteniéndose mapas de restriccién del virus mediante el empleb de distintas endonucleasas

de restriccién (Ley y cols., 1984; Almendral y cols., 1985; Dixon, 1988).

Los extremos del ADN viral se encuentran unidos covalentemente (Ortfn y cols., 1979;
Almendral y cols., 1984) con repeticiones terminales e internas invertidas (Sogo y cols., 1984).
La unién covalente entre las dos cadenas tiene lugar mediante una estructura en horquilla de 37
nucledtidds compuesta casi exclusivamente por Adenina y Timina (Gonzdlez y cols., 1986).

Préxima a los extremos se encuentra la repeticién invertida terminal constituida por varias series
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de repeticioﬁes directas dispuestas en tdndem y separadas por zonas de secuencia tnica. Los
estudios realizados con diferentés aislados vfricos muestran variaciones significativas en esta
regién (Blasco y cbls., 19893; Blasco y cols., 1989b). Adyacentes a esta regién, hacia el interior
»del gendma, se encuentran otras repeticiones directas que dan lugar a la existencia de dos familias
multigénicas (360 y llOI) (Almendral y cols., 1990; Gonzdlez y cols., 1990). Las familias

multigénicas poseen fases de. lectura abierta que producen protefnas ligeramente distintas, pero

muy relacionadas. Asimismo, estas zonas presentan una gran variabilidad entre distintos aislados
naturales las cuales consisten en delecciones o adiciones (Vifiuela, 1985; Tabarés, 1987b; Agiiero
y cols. , 1990), lo que podrfa indicar que estas zonas se encuentran relacionadas con la
‘variabil_idad antigénica del virus, constituyendo un posible mecanismo de escape del virus frente
al sistema inmune (Bla§co y cols., 1989a). Enel centro de la molécula se encuentra la regién mds

constante en todos los aislados (Blasco y cols., 1989a).

La obtencién de los mapas de restriccién del ADN viral ha permitido también realizar un
andlisis sobfé la variabilidad genética de los distintos aislados (Wesley y Pan, 1982; Dixon, 1988;
- Blasco y cols. ,' 1989b; Agiiero y cbis. , 1990). Asf, mediante el andlisis con enzimas de. restriccion
los a_islados- viricos Europeos y Americanos muestran estrechas relaciones (Wesley y Pan, 1984;
Vifiuela, 1985; Blasco y cols., 1989a); en cont‘réste ‘con los aislados de virus Africanos que
manifiestan importantes diferencias entre ellos y con ios aislados Europeos (Wesley y Pan, 1984;
Blasco y cols., 1989a). Esto sugiere el origen comtin asf como la proximidad de los virus aislados

- fuera del continente africano (Blasco y cols., 1989a).

De igual manera y mediante enzimas de restriccién se han secuenciado algunos genes de
las protefnas mayoritarias del virus; como la PV73 (L6pez-Otin y cols., 1990), la PV37 (Lépez-
Otfn y cols., 1988) y algunas enzimas del virus (Hingamp y cols., 1992).

Protefnas del virus.

En los tltimos afios, diferentes grupos de investigacién han realizado numerosos estudios
para conocer la composicién protéica estructural y no estructural del VPPA. Los resultados de
estos trabajos han mostrado algunas diferencias en relacién al peso molecular y al mimero de

protefnas estructurales y de infeccion entre los distintos aislados virales (Black y Brown, 1976;
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Vigario y cols., 1977; Tabarés y cols., 1983a).
Protefnas estructurales.

El aislado E70 del VPPA adaptado a cultivos celulares y purificado mediante
centrifugacién en gradientes de sacarosa, evidencié 28 protefnas estructurales con pesos
moleculares comprendidos entre 11.5 y 243 KD (Carrascosa y cols., 1978; Tabarés y cols.,
1980), siendo las protefnas mayoritarias del virus intracelular la PV172, PV73, PV46, PV42,
?V36, PVI12 y la PV15 (Tabarés y _éols;, 1980; Wardley y cols., 1983 ; Tabarés, 1987a); de ellas
el polipéptido PV42 parece corresponderse con la actina celular (Tabarés y colS., 1980; Esteves
y cols., 1986). Ademds, entre las protefnas estructurales se han caracterizado fosfoprotefnas
(Tabarés y cols., 1983), glicoprotefnas (Tabarés y cols., 1980; Tabarés y cois.,'1983; Del Val
y cols., 1986;) y protefnas surgidas a partir de precursores por ac_:tividades protedsicas (Sanz y
cols., 1985; Lopez-Otin y cols., 1988; Lopez-Otin y cols. , 1989).

Mediante el empleo de otros métodos como la solubilizacién de protefnas con detergentes
(Tabarés y cols., 1980) y la inmunomicroscopfa electrénica utilizando anticuerpos monoclonales
frente a.prbtefnas virales (Carrascosa y cols., 1986; Carrascosa y cols., 1993) se ha logrado
determinar la distribucién de algunas protefnas estructurales del S'ifus. A diferencia del virus
intracelular, en el virus extracelular adaptado a células Vero se han identificado 34 protefnas
estructurales con pesos moleculares comprendidos entre 10y 150 KD (Carrascosa y.cols., 1985).
Entre ellas, se ha caracterizado una .protefna estructural de 12 KD que se piensa que corresponde

al receptor virico especffico de membrana (Carrascosa y cols., 1993).

Protefnas de infeccion.

Mediante el uso de técnicas de electroforesis convencional se han descrito 44 protefnas
inducidas en células MS infectadas con el VPPA,- cuyos pesos moleculares oscilan entre 9.5 y 243
KD (Escribano y cols., 1987b). Empleando la electroforesis bidimensional se han identificado 95
protefnas del virus Badajoz 71 (Santarén y Viiiuela, 1986), 106 inducidas por el aislado Lisboa
60 (Esteves y cols., 1986) y 111 protefnas de infeccién en el VPPA (E70) (Urzainqui y cols.,
1987).
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REVISION BIBLIOGRAFICA 10

El empleo de inhibidores especificos de la sfntesis de protefnas y del ADN virico, ha -

demostrado la existencia de una regulacion en la sfntesis de protefnas de infeccidn las cuales son
expresadas de forma temprana y tardfa (Esteves y cols., 1986; Santarén y Vir'uiela, 1986;
Escribaﬁd y Tabarés, 1987b; Tabarés, 1987a; Urzainqui y cols., 1987), encontrdndose en el
’ﬁ'l’timo grupo una de las protefnaS estructurales mayoritarias del virus, la PV73 (Escribano y
Tabarés, 1987b; Tabarés, 1987a).

. Protetnas antigénicas.

Se han logrado caracterizar numerosas protefnas (entre 25 y 55) inductoras de anticuerpos
en los cerdos infectados (Tabarés, 1987a; Alcaraz y cols., 1992). Una de ellas, la prdtéfna
estructural tardfa y mayoritaria PV73 ha sido purificada (Tabarés y cols., 1981) y utilizada como
reactivo antigénico en la técnica de ELISA (Sénchez-Vizcafno y cols., 1982; Takamatsu y colS.,
. 1987) -¢ Immunodot blot (_Geering y cols., 1986). Igualmente, otras protefnas con pesos
molecﬁlar‘esv entre 23 y 35 KD han sido utilizadas en inmunoblotting al observarse que éstas
induéen.anticuerpos en fases mds -témpranas que la protefna estructural mayoritaria PV73, lo que

contribuye a mejorar el diagndstico serolc_Sgico de 1a PPA (Pastor y cols., 1990).

En base a la importancia de las glicoprotefnas virales en los mecanismo inmunitarios de
i neutralizacién, se han identiﬁcadb‘sie'te.polipéptidos g]icdsilados del VPPA intracelular, tres de
1os cuales son precipitados por sueros procedentes de animales infectados (Tabarés y cols., 1983).
Sin-einbargo en el virus extracelular purificado no se ha comprobado la existencia de tales

glicoprotefnas (Del Val y cols., 1986).

Otras protefnas de interés desde el punto de vista de la proteccién son las que se expresan
en la membrana de la célula infectada, al poder estar irhplicadas en los mecanismos de
citotoxicidad dependiente de anticuerpos y mediada por linfocitos y/o complemento (Norley y
Wardley, 1982; Norley y Wadley, 1983a; Norley y Wardley, 1983b; Norley y Wardley, 1984;
Wardley y cols., 1985). En este caso, las protefnas de mayor interés serfan las de expresién
temprana ya que bloi;uearf_an la produccién de viriones al provocar la lisis célular antes de
‘completarse el ciclo de replicacién vfricaA (Escribano y cols., 1987a; Camacho y Viﬁuela, 1991).

Con eSte objetivo y en células Vero se han demostrado las protefnas de infeccién con pesos
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moleculares de 220 KD (Santarén y Vifiuela, 1986), de 32 KD (Whyard y cols., 1985; Santarén
y -Vifiuela, 1986) y de 12 KD (Revilla y cols., 1988), asf como la protefna estructural 22 KD

" (Camacho y Viiiuela, 1991) que se expresan en la membrana de las células infectadas, si bien no

" se ha demostrado su participacién en la induccién de una respuesta inmune especffica.

Otros trabajos han identiﬂcado ‘hasta 12 protefnas virales antigénicas asociadas a los
‘macréfagos infectados (Alcaraz y cols., 1989; Alcaraz y cols., 1992). De éstas, tres (PV16,
PVI15. y:PV14), son reconoéidas por sueros homéiogos, pero no por sueros de cerdos que no han
tenido.contacto con el virus o. con aislados heter6logos, lo que indica qﬁe estas protefnas podrfan

- jugar un papel importante en los mecanismos de resistencia frente al virus (Alcaraz y cols., 1989).

IL.2. ANTICUERPOS MONOCLONALES FRENTE A PROTEINAS DEL
VPPA. |

- Latecnologfa de los anticuerpos monoclonales, descubierta por Kholer y Milstein en 1975,
p’efmité obtener cantidades ilimitadas de anticuerpos con especiﬁ'cid_ad predecible y definida
(Kholer y Milstein, 1979). Las Ifneas celulares hfbridas resultantes de la fusién entre dos estirpes
celulares diferentes: el plasmocitoma o mieloma, por una parte, y los linfocitos B del bazo de
ratones inmunizados por otra, recogen la herencia de sus progenitoras siendo capaces de
reproducirse de forma indefinida producie_ndo a la vez anticuerpos dirigidos especfficamente
contra un epitopo particular del antfgeno inoculado (Letchworth y Whyard, 1984; Campbell,
1985; Mateo y cols., 1985; Sanz y cols., 1985; Coppe, 1988).

La incapacidad de neutralizacién "in vivo" de los anticuerpos anti-VPPA es una de las

caracterfsticas mas interésantes.y determinantes de la infeccién. La ausencia de esta propiedad

podrfa deberse a la variacién de determinados antfgenos crfticos (Garcfa Barreno y cols., 1986).

Asf, entre los estudios realizados para evaluar la variabilidad antigénica de VPPA destacan la.

inhibicién del fenémeno de'lzi hemoadsorcién (Malquist, 1963; Coggins, 1968a; Vigario y cols.,
1970), las inoculaciones con virus atenuados que desarrollan una resistencia parcial contra el virus

original, pero no frente a otros .virus (DeTray, 1963; Malmquist, 1963; Sdnchez Botija, 1963a;
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Hess y cols., 1965; Stone y Hess, 1967; Pan y cols., 1970; Hess, 1971; DeBoer y cols., 1972;

 Hess, 198'1; Ruiz Gonzalvo y cols., 1983), y la heterogeneidad de los aislados virales que estarfan

constituidos-por subpoblaciones de virus con diferentes propiedades biolégicas como son su

virulencia, capacidad de hemoadsorcién y/o patogenicidad (Pan y Hess, 1984, Pan y Hess, 1985). .

En este sentido, también la utilizacién de anticuerpos monoclonales dirigidos frente a
_ _~protefnas estructurales y no estructurales (Letchworth y Whyard, 1984; Sanz y cols., 1985;
Whyard y cols., 1985; Garcfa Barreno y cols., 1986; Wenswoort y cols., 1986; Pan y cols.,

1988; Federsbiel y cols., 1991) ha puésto de manifiesto la amplia variabilidad antigénica del virus

de la”VPPA, asf la utilizacién de 39 anticuerpos monoclo'n,ales (Tabla 1) desarrollados frente a

10 protefnas virales demostré que los virus de campo cultivados en macréfagos porcinos
incrementaban su variabilidad antigénica en una mayor proporcién-que los virus adaptados a
células Vero (Garcfa Barreno y‘cols., 1986). I_gualmente se encontraron diferencias antigénicas

entre clones de virus aislados de un mismo cerdo infectado (Garcfa Barreno y cols., 1986).

En un estudio de 23 aislados viricos de Africa, Europa y América se demostré que los
' vaislado‘:s Africanos difieren entre ellos mds que los aislados no Africanos, esto es probablemente
debid’d a que el virusen Africa ha estado circulando durante mucho tiempo y se ha diversificado
(Garcfa Barreno y cols., 1986);1 la uniformidad de los aislados no africanos puede ser debido a
que uno o po.cos virus entraran en Europa durante 1957-1960 (Manso Ribeiro y cols., 1958;
Manso Ribeiro y Rosa Azavedo, 1961; Polo Jover y Sdnchez Botija, 1961).

Tabla 1.

PROTEINA __ ANTICUERPO MONOCLONAL (Sanz y cols., 1985).

- PV220/150 14A.E6; 14B.E12; 14B.F1; 17A.H2; 17F.D8; 17F.H1; 17G.F9; 17H.C6; 171.A10; 18E.B6; 18H.H7.

PV150 17K.C6; 17K.G6. '

PV73 - 1B.C11; 7E.D2; 17F.A7; 17F.E3; 17G.G7; 17K.C1; 17L.D3; 17L.E2; 18A.E11; 18B.G3;18F.A4; 19B.A2; 19C.B4; 20F.E10.
- PV37/60 17F.E10

PV27 18A.HS

PV24 19E.H10

PV22 18A.F3

PV17 17K.G12

PV14 19C.F6; 19D.G8

PV12 " 2C.G12; 17G.C4; 17H.H3; 17L.F2; 18B.B11.
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El empleo de estos anticuerpos demostr6 la localizacién en la partfcula vfrica de distintas
protefnas. La PV150 fue lbca_]izada en el nucleoide y en un vértice del virién (Carrascosay cdis.,
1986); relaciondndose antigéniCamente (Sanz y cols., 1985) con la protefna no estructural PV220

-que sé p‘resentd en la mémbrana y en el micleo de las células inféctadas (Sanz y cols., 1985;

Carrascosa y cols., 1986;b Santarén y Viiiuela, 1986; Carvalho y cols., 1988).

La protefna mayoritaria de la cdpside (PV73) fue detectada en las factorfas de virus en el
_citoplasma celular y en la capa intermedia del virién (Sanz y cols., 1985; Whyard y cols., 1985;

Carrascosa y cols., 1986). Esta protefna mostré una gran estabilidad entre los distintos aislados-

" viricos (Garcfa Barreno y cbls., 1986) por lo que ha sido empléada como reactivo en las técnicas

inmunoenzimdticas de deteccién de anticuerpos especfficos en las campafias de erradicacién de

la PPA (Tabarés-y cols., 1981; Sanchez-Vizcafno y cols., 1982).

La protefna estructural PV37 localizada en la capa intermedia del virién (Carrascosa y

: col_s., '1986) estd antigéni_camente (Sanz y cols., 1985) y bioquﬁnicamente (Ldpez-Otfn y cols.,

- 1988) relacionada con una protefna no estructural predecesora (PV60); finalmente, las protefnas _

PVI12 y PV14 se encuentran localizadas en las zonas externas del virion (Carrascosa y cols.,
1986) presentando ambas variaciones entre los distintos aislados viricos (Garcfa Barreno y cols.,
1986; Pan y cols., 1988).

I1.3. EPIZOTIOLOGfA Y PATOGENIA DE LA PPA.

I1.3.1. Datos Epidemioldgicos.

La tinica especie. animal doméstica susceptible a la infeccion por el virus de la PPA es el
cerdo de cualquier edad y raza (Hess, 1971; Wilkinson, 1989; S4nchez-Vizcafno, 1992).

Los jabalfes europeos (Sus scrofa ferus) pueden padecer la enfermedad, mostrando el
mismo cuadro clfnico-le‘s'ional que los cerdos domésticos (Polo Jover y Sédnchez Botija 1961;
Ravaioli y cols., 1967; McVicar y cols., 1981; Contini y cols., 1982; Sdnchez Botija, 1982;

Firinu y Scarano, 1988). Sin embargo, lo normal es que aquellos cerdos cursen la enfermedad
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de un modo menos virulento que los domésticos, sobreviviendo en muchos casos y convirtiéndose
en portadores durante un periodo de hasta 12 meses (Sdnchez Botija, 1982; Firinu y Scarano,
1988). '

En: Africa, el virus se presenta en cerdos salvajes (Phacochoerus aethiopicus y
Po_tarrbchderus porcus) con una clfnica inaparente y virémicos (Montgomery, 1921; Steyn, 1932;
De;Tray, 1957; DeTray, 1961;. DeTray, 1963, Heuschele y Coggins, 1965; Hess, 1987a),
posib_i]itando de esta manera la infeccién de las garrapatas blandas (Ornithodorus spp) que
parasitan a estos animales. v

' Las garrapatas, Ofnithodo_rus moubata en Africa (Heuschele y Coggins, 1965; Plowright
y cols., 1969b, Plowright’y cols., 1970b; Mellor ‘y Wilkinson, 1>985; Haresnape y cols., 1987;
HareSﬁape y cols., 19A88;.Hes>s, 1987a) y Ornithodorus errathicus en Espaﬁa y Portugal (Sdnchez
Botija, 1963b), juegan un papel de vect,Qr_es y reservorios del VPPA (Kovalenko, 1965; Plowright
y cols.,\1969a;' Hess, 1971; Wilkinson y cols., 1977b; McVicar, 1984; Geering y cols., 1986).
En csfe sentido, se ha demostrado la transmisién_transovdrica y sexual del VPPA en el
Ornithodorus moubata (Plowright y cols., 1969a; Plowright y cols., 1969b; Plowright y cols.,
1970a; _'Plowright y cols.,’ 1970b; Hess, 1987a), asf comd la persistencia del virus en el
Omi'thodo"rus errathicus durante: 8 afios (Sdnchez Botija, 1982). Recientemente se han descubierto
_otras especies de garra'patas' en Africa y América capaces de transmitir el VPPA (Groocock y
Hess, 1980; Mellor y Wilkinson, 1985‘; Geering y .co']s., 1986; Endris y cols., 1987; Hess,
| 1987a§ Endris y cols., 1992). '

Los’ animales enfermos y portadores constituyen las fuentes de virus, pudiendo ser
éliminado durante la fase virémica por todas las secreciones y éxcrecidnes (Montgomery, 1921;
Greig y Plowright, 1970, McViéar, 1984), con las que los animales sanos se infectarfan con una
es‘pecial' iricidencia a través de la vfa oronasal (Scott, 1965; Heuschele, 1967; Plowright y cols.,
1968; Colgrove y cols., 1969; Greig, 1972; Wilkinson y cols., 1977b). También, y como vfa.
secundaﬁa de infeccidn, -el virus puede penetrar mediante la inoculacién transcutdnea por picadura
de artrépodos y material quirirgico contaminado (Km)alenko, 1965; Plowright y cols., 1969a;
S:inchei Botija y Ord4s, 1980; McVicar, 1984; Saliki y cols., 1985; Sédnchez-Vizcafno, 1986a).

El virus de la PPA es muy resistente a la inactivacién en el medio ambiente (Scott, 1965;
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Hess, 1971_) pudiendo pefmanecer infectante a temperatura ambiente en suero hasta 18 meses
(Montgomery, 1921). Para inactivarlo por calor se debe someter a 60° C durante 30 minutos
(Montgome_@, 1921, Plowgight y Parker, 1967); Es estabie entre pH 4 y 13 (Plowright y Parker,
1967; vHesé, 1971; Mebus, 1988), pero es ‘sénsible a lbs disolventes lipfdicos (Hess, 1971; Stone

-y Hess, '1973). En la carne de cerdo puéde mantenerse durante meses (Sdnchez Botija, 1982;

Sénchez- Vizcafno, 1992) inactivdndose ‘a temperaturas superiores a los 75°C (McVicar, 1984,
Sénchez-Vii_‘cafno, 1992).

11.3.2. Patogenia de la PPA.

La mayorfa de autores coinciden en apuntar que la vfa oronasal, digestiva y la respiratoria
son las puertas de entrada del virus en'el -'organismo, aunque las tltimas se consideran de caracter
“accesorio (Kovalenko, -19_65‘; Hés‘s,' 197 1; Sé4nchez Botija, 1982; McVicar, 1984; McDaniel,
1986; Mebus, 1988). En infecciones experimentales, Montgomery en 1921 no consiguié la
~ transmisién vfa aerégena, sin embargo, Kovalenko en 1965 y ‘Wilkinson y cols. en 1977,
- sefialaron la vfa nasal como 'ifnporvtante' punto de entrada, asf como la diseminacién aerégena del

virus.

La dosis infectiva al 50% por vfa oronasal ha sido determinada en 10°-10° HAD;,
(Heuschele, 1967; Greig, 1972; McVicar, 1984) siendo de 10 HADj, para la vfa parenteral
- mediante picadura de garrapatas o por material quinirgico (Plowright y cols., 1969a; Mcvicar,

1984).

En una experiencia en la que se administré intranasalmente una dosis de 10° HAD, del
aislado virico Tengani, clasificado como altamente virulento y patégeno (Pan y Hess, 1984), éste
fue aislado de tonsilas y ganglios mandibulares a las 24 hpi por lo que se sugirié que el virus
replica prfmariamente en tonsilas con diseminacién posterior a los ganglios regionales (Heuschele,
1967) en los cuales se> lOcalizarfa'y mﬁltiplicarfa (Plowright y cols., 1968; Colgrove y cols., 1969;
Greig y Plowright, 1970, Heés, 1971.; Greig, 1972; Wilkinson y Donaldson, 1977a; McVicar,
- 1984). En cerdos jévenes expuestos por contacto, ha sido sefialada también la posibilidad de la

infeccién a través de la mucosa nasal, bronquial y gastrointestinal, con replicacién primaria en
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los ganglios linfaticos regionales (Plowright y cols., 1968; Colgrove y cols., 1969; Greig, 1972;
Wilkinson y Donaldson, 1977a). |

Después de la replicacién primaria se produce la difusién del virus por vfa linfohemdtica
(Heuschele, 1967; Plowright y cols., 1968; Colgrove y cols., 1969; Greig, 1972), dando lugar

a una viremia primaria que se presenta entre las 8 y 12 hpi con diseminacién org4nica lo que

provoca una viremia secundaria entre las 15 y 24 dpi. (Colgrove y cols., 1969; Coggins, 1974;

, 'PlOWright, 1980). Las partfculas vfricas son vehiculadas en sangre adheridas a los eritrocitos, en
los leucocitos infectados, demostréndose este fenémeno desde el primer dfa postinfeccién
(Heuschele, 1967; Colgrove, 1968; Colgrove y cols., 1969; Plowright, 1980), o bien, libres en
el plasma (Heuschele, 1967; Plowright y cols., 1968; Wardley y Wilkinson, 1977a; Knudsen,
19875; ‘Genovesi y cdls., 1988).

_ El fenémeno de adherencia de las partfculas viricas a la membrana plasmdtica de los
eritrocitos es uno de los mecanismos mds importante de diseminacién del virus en el organismo
(Larenaudie y cols., 1967; Garcfa-Gancedo y cols., 1974a; Wardley y Wilkinson, 1977a; Alves
de Matos y cols., 1981; Wesley y cols., 1984; Ducatelle y Hoorens, 1986; Quintero y cols.,

1986). La unién de los virus a los eritrocitos facilitarfa, segﬁn algunos autores (Plowright, 1968;

. Wesley, 1984), su permanencia en el torrente circulatorio al ser mds diffcilmente captados por

las células fagocitarias. Sin embargo, esta relacién virus-eritrocito provoca una mayor fragilidad
celular lo que paraddjicamente inducirfa una eliminacién m4s rdpida por parte del Sistema
Mononuclear Fagocftico (SMF) (Wardley y Wilkinson, 1977a).

La aparicién del virus en bazo, médula 6sea e hfgado se produce a los 2 dpi, alcanzando
rdpidamente altos tftulos lo que sugiere que éstos son érganos de multiplicacién virica secundaria
(Heuschele, 1967; Plowright y cols., 1968; Coggins, 1974; McVicar, 1984). Los mayores titulos
de virus en el bazo y en otros érganos ricos en células del Sistema Mononuclear Fagocitico, como
ganglios linfaticos, higado, pulmén, médula 6sea y rifién se observan a las 72 hpi o més tarde,
coincidiendo con la pirexia que aparece normalmente a partir de los 3 dpi (Heuschele, 1967;
PIowright y cols., 1968; Colgrove y cbls.', 1969; Dardiri y Hess, 1970; Hess, 1971; Greig, _1972;
Coggins, 1974; Hess, 1981; Wilkimson y cols., 1981; Edwards y cols., 1985c; Mebus, 1987;

Ekue y cols., 1989). A partir de los 3 dpi, los virus altamente virulentos pueden ser localizados
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en cualquier 6rgano, preferentemente en dquellos ricos en células del SMF donde se establece una
infeccién productiva que induce efectos citopdticos y muerte celular (Dardiri y Hess, 1970;
Mebus, 1988; Ferndndez y cols., 1992a).

] La infeccién celular comienza con el contacto y entrada del virus en las células blanco asf,
' en‘est'u_dio_s "in vitro" con macrdfagos porcinos o células Vero se ha observado que ésta tiene
‘vlﬁgar mediante un mecbanismo, de endocitosis mediada por un receptor especffico (Valdeira y
vGera]des,A»1985; Vifluela, 1985;v Geraldes, 1987; Alcamf y cols., 1989; Alcam{ y Vifiuela, 1991).

Después de establecida la infeccién, la replicacién virica induce cambios que han sido
pﬁestoé de manifiesto en cultivos celulares en los que se aprecia un redondeamiento de las células
~ (Haag y Larenaudie, 1965; Wardley 'y cols., 1979; Wardley y cols., 1983; Arias y cols., 1986),
vacuolizacién del retfculo endopldsmico e incremento de las estructuras lisosomiales,
produciéndose finalmente la lisis celular (Hess y DeTray, 1960; Greig y cols., 1967; Wardley y
" Wilkinson, 1977b; Wardley y cols., 1979; Wardley y cols., 1983; Knudsen y cols., 1987b). A
nivel nuclear, estos cambios comienzan con procesos de cariorrexis manifestédos por la
densificacién de la cromatina en forma de grumos cada véz mds gruesos, que se localizan
.préximos a la envoltura nuclear y se acompafian de la aparicién de estructuras fibrilares (Haag
' y Larenaudie, 1965; Breese y DeBoer, 1966a; Sdnchez Botija, 1967; Hess, 1971; Moura Nunes

y cols., 1975; Wardley y cols., 1983).

Estos fenémenos también se han descrito ultraestructuralmente en la infeccién "in vivo"
de monocito/ macréfagos (Moura Nunes y Nunes Petisca, 1983), células de Kupffer y hepatocitos
(Sierrzi y cols., 1987; Gémez-Villafnandos, 1988; Sierra y _cols., 1991), macréfagos
intravasculares pulmonares (MIPs), macréfagos alveolares e intersticiales del pulmén (Carrasco,
1988; Sierra y cols., 1990a) y en células endoteliales (Quezada, 1988; Sierra y cols., 1989).

El ensamblaje del virus se realiza en el citoplasma a nivel de los centros de replicacion
o cuerpos de inclusién (Breese y DeBoer, 1967; Pan y cols., 1980, Wardley y cols., 1983). Estas
zonas han sido puesta de manifiesto mediante la tincién de G_iemSa (Colgrove, 1968; Coggins,
1974) Feulgen (Haag y Larenaudie, 1965; Coggins, 1974), Azul de Toluidina (Sierra y cols.,
1987), iﬁmunoﬂuorescencia (Hetjschele y cols., 1966; Colgrove, 1968; Bool y cols., 1969;
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Colgrove y cols., 1969; Dardiri y Hess, 1970; Coggins, 1974; Wardley y cols., 1979; Pan y
cols., 1980; Mebus, 1987; Carvalho y cols., 1988) e inmunoperokidasa (Castro Portugal y cols.,
1976; Ferndndez y cols., 1992b). Mediante microscopfa electrénica se ha observado que estdn
constituidos pdr partfculas vfricas maduras completas, incompletas y abundantes estructuras
membranosas 'precuréor'as de las envueltas del virus (Moura Nuhes y cols., 1975; Wardley y
cols., 1979; Alves de Matos y cols., 1980a; Alves de Matos y cols., 1980b; Wardley y cols.,
1983; Neser y cols., 1986; Sierra y cols., 1987; Sierra y cols., 1990a; Sierra y cols., 1990b) y
se encuentran rodeados por orgdnulos celulares (Moura Nunes y cols., 1975; Alves de Matos y

cols., 1980a) con reorganizacién periférica del citoesqueleto celular (Carvalho y cols., 1988).

Otro de los fenémenos mds caracterfsticos de la infeccidn de macréfagos por el VPPA,
es la capacidad de hemoadsorcién de las células infectadas, sefialado como una de las propiedades
esenciales del VPPA (Malmquist y Hay, 1960; Malmquist, 1962; Breese y Hess, 1966b; Greig

y cols., 1967; Larenaudie y cols., 1967) que ha sido utilizada, junto a otras propiedades, para la

clasificacién de los distintos aislados virales (Malmquist y Hay, 1960; Malmquist, 1963; Coggins,
1968a; Vigario y cols., 1970; DeBoer y cols., 1972; Pan y Hess, 1984; Pan y Hess, 1985).

La observaci6n del fenémeno de hemoadsorci6n se ha utilizado "in vitro" en cultivos de
células de médula dsea y en cultivos de leucocitos de sangre como técnica de diagndstico de lé
PPA (Hess y DeTray, 1960; Malmquist y Hay, 1960; Tubiash, 1963; Sanchez Botija, 1967,
Sanchez Botija y Orddis, 1>980; Sdnchez-Vizcafno, 1986a; Knudsen y cols., 1987b; Sdnchez-
Vizcaino, 1992) asf como también, en Ia titulacién del virus (Heuschele, 1967; Plowright y cols.,
1968; Colgrove y cols., 1969_; Greig, 1972; Enjuanes y colS., 19763; Wilkinson y cols., 1981;
McVicar, 1984; Pan y Hess, 1984). Este método es de gran importancia, ya que ningtin otro virus
que afecta ai ganado porcino posee esta propiedad (Malmquist y _Hay, 1960; S4dnchez-Vizcaino,
1986a). Sin embargo, hay que tener en cuenta que existen cepas de VPPA no hemoadsorbentes
} (Pini, 1976; Sdnchez Botija, 1982), y que la capacidad de hemoadsorcién de una cepa puede
perderse tras una serie de pases en cultivos celulares (Coggins, 1968b; Sdnchez Botija y Ordés,
1980), si bien pueden mantener el resto de lasAcaract'erfsticas de creéimiento y su efecto citopético
(Thomson y cols., 1979; Snchez Botija y Ordas Alvarez, 1980). Ademis se ha cbmptobado que
una cepa no hemoadsorbente puede transformarse en hemoadsorbente cuando se inocula en cerdos

lo que confirma la variabilidad biolégica de este virus al relacionarse con la célula huesped
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(Coggins, 1968b).

Esté fenémeno descrito "in vitro" desde 1960, ha sido demostrado "in vivo" en infecciones
experimentales utilizando los aislados E70 y E75 (Gbmez-Villamandos, 1988; Sierra y cols.,
1991). La morfologfa de los fenémenos de hemoadsorcidn se caracteriza por la formacién de una
corona de- efitrocitos | alredédor‘ del' leucocito infectado por el VPPA apareciendo éste al
microscopio dptico con Un‘efécto citopdtico principalmente nuclear (Malmsqﬁist y Hay, 1960;
Breese y Hess, 1966b; Larenéudie y cols., 1967; Sdnchez-Vizcafno, 1986a; Knudsen y cols.,
19870; Sierra y cols., 1991; Ferndndez y cols., 1992b).

Ultraestructu:almente, se comprueba la presencia de un centro de replicacion virica en los
leucocitos infectados junto al redondeamiento celular y la hipercromatosis parietal en el nicleo.
Los eritrocitos aparecen. adheridos a la membrana citoplas.r‘nética del leucocito, formandose una
zona electrodensa entre ambds, no observéndose partfculas viricas que sirvan de puente y/o que
participen' diréctamen’te en este fenémeno (Breese y Hess, 1966b; Larenaudie y cols., 1967;
Gémez-Villamandos, 1988). |

Los antfgenos que inducen el fenémeno de la hemoadsorcién podrfan estar localizados en
la envuelta del virién (Vigario y cols., 1970, Sdnchez-Vizcafno, 1986a). Se ha sugerido que la‘
protefna hemoadsorbente serfa siritetizada dentro de las células infectadas expresdndose en la
membrana plasmﬁﬁca, por lo que pudiera tratarse de una de las 12 protefnas caracterizadas en la

mémbrana de las células infectadas (Alcaraz y cols., 1989).

Por otra parte, los aislados dé virus de la PPA con moderada o escasa patogenicidad,
pueden inducir infecciones viricas persistentes (Mebus y Dardiri, 1979; Wardley y cols., 1979;
Mebus y Dardiri, 1980; SlauSon y Sédnchez-Vizcafno, 1981; Wilkinson y cols., 1983; McVicar,
1984) localizdndose el virus preferentémenté en los 6rganos linfoides. En estos casos el virus ha
sido aislado de sangre hasta 56 dpi, y de ganglios linfaticos y tonsilas hasta 92 dpi (Mebus y
Dardifi, 1979; Ordds y cols., 1983b; Wilkinson y cols., 1983; McVicar, 1984), en donde

persistirfa asociado a células macrof4gicas (Enjuanes y cols., 1977; Wardley y cols., 1979).
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 I1.4. MECANISMOS PATOGENICOS DE LAS HEMORRAGIAS EN LA PPA.

_ Los virus que causan fiebres hemorrdgicas (Gans y Lowman, 1978; Halstead y cols.,

1978 Morgensen, 1979; Oldstone y cols., 1982), poseen tropismo por células con 1mportantes
ifuncnones hemostticas tales como los hepatocntos células endoteliales, monocito/ macrdfagos y
“ megacar10c1tos Estos virus alteran los mecamsmos de hemostasxa através de dos vfas: por accién
vdlrect‘a sobre las funciones celulares, o mediante la activacién de las vfas inmunitaria e

inflamatoria.

La interrelacién entre hemostasia, inmunidad e inflamacién es muy compleja (Osterud y
cols., 1980; Pesce y Dosekun, 1982), por una parte los mediadores inmunitarios e inflamatorios
modulan las funciones hémostéticas, y por otra, las protefnas de la coagulacién tienen acciones

-que contribuyen al proce_sb inflamatorio y alteran la respuesta inmune.

-Algunos mecanismos que conducen a la produccién de hemorragias en las enfermedades

viricas son:

II_.4.]1. Trombbcitopenia.

En las fiebres viricas hemorrégicas es constante la observacién de trombocitopenia
: (Oldstoné y cols., 1982). Los mecanismos que conducen a ella pueden ser la disminucién de la
trombocitopoyesis por infeccvién'de los megacariocitos, agre‘gacién inmunoldgica plaquetaria,
infeccion plaquetaria, Coagulacién Intravascular Diseminada (CID) y lesiones endoteliales
(Halstead y cols., 1978; Axthelm y‘ Krakowka, 1987; Corépi y cols., 1990).

En la PPA, los cerdos inoculados con cepas moderadamente virulentas desarrollan
trombocitopenia a los 7-8 dpi, retornando a los valores normales a los 13-15 dpi (Edwards y
cols., 1985a; Edwards y cols., 1985b; Edwards y cols., 1985c; Villeda y cols., 1993),
observdndose en este tiempo postinfeccion una hiperplasia de megacariocitos en la médula Gsea.
Las cepas virulentas causaron trombocitopenia desde los 2-3 dpi hasta la inuerte, con un tiempo

de hemorragia marcadamente prolongado, asf como una disminucién de la agregacion plaquetaria
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y de la retraccion del codgulo (Edwards y cols., 1985b; Edwards y cols.,1985¢c; Nesser y Kotzé,
1987, Villeda y cols., 1993).

A pesar de la observacién de la infeccién del 2 al 10% de los megacariocitos con aislados
de moderada virulencia (Edwa_rds y cols., 1985b), y de los cambios ultraestructurales y
' 'f_uncional‘es observados eri las pl_aqueta_s de animales inoculadosicdn cepas virulentas (Nesser y
-cols., 1986; Nesser y Kotzé, 1987), la accién directa del VPPA sobre los megacariocitos y/o
plaquetas parece no tener la Suﬁciente importancia para mediar la trombocitopenia observada en
la‘s",fases mds criticas de la enferfnedad (Edwards y cols., 1985b; Anderson, 1986; Mebus, 1988).

Entre el 1 y el 20% de las plaquetas de cerdos inoculados con los aisiados Malawi y
Repﬁbl_ica Dominicana II, que murieron entre los cuatro y seis dpi, presentaban alteraciones
_ caracterizadas por vacﬁoiiz_acién e hinchazén citoplasmdtica, pérdida de grdnulos densos,

.fragmehtacién y dilatacion del sistema canalicular y pérdida de orgdnulos. Un 4% de las plaquetas
tenfan un tamafio mayor que el de los eritrocitos, sie_ﬁdo consideradas como inmaduras debido a
- que su citoplasma era poco granular y no vacuolizado (Nesser y cols., 1986). También, los

estudios ultraestructurales mostraron partfculas viricas sin envuelta en el citoplasma de plaquetas,
asf COMO Numerosas estructuras njembranosas larriinares, abiertas o cerradas, qlie se consideraron

como la expresién de los fenémenos de replicacién virica en estas células (Nesser y col., 1986).

En la enfermedad subaguda y crdnica, la aparicién de trombocitopenia parece estar
mediada por complejos antfgeno- anticuerpo que se forman tempranamente en el curso de la
enfermedad, durante un perfodo de exceso de antfgeno (Edwards y cols., 1985¢). Aunque se ha
observado la agregacién plaquetaria mediada por fenémenos inmunolégicos .(Clarck y cols., 1980;
‘Slauson y S4dnchez-Vizcafno, 1981; Roitt y co“ls., 1986; Axthelm y Krakowka, 1987; Clabough,
1990), parece poco probable que la trombocitopenia se inicie de esta forma en la PPA, ya que
el“ recuento de plaqueté's empieza a disminuir a partir del segundo dpi (Edwards.y cols., 1985b;
Anderson, 1986; Anderson y cols., 1987), periodo en que no se detectan anticuerpos anti-virus

(Mebus y cols., 1983; Anderson, 1986; Mebus, 1988).

Entre los mecanismos que se han citado como causantes del inicio de esta trombocitopenia

temprana estarfa el aumento de adenosin-difosfato (ADP) procedente en parte de la destruccién
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de eritrocitos y productor de agregacién plaquetaria (Anderson, 1986; Anderson y cols., 1987;
- Nessery. Kotzé, 1987; Honor, 1991; Gentry, 1992). Otra posibilidad vendrfa determinada por la
’libéracién de 4cido araquidénico por parte de los macréfagos dafiados que induce la produccién
'de fnetabblitos, como la prostaglandina E (PGE2), que favorecen la agregacién plaquetaria y los
fenénienos de vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular; simultdneamente se prdduce
una disminucién en la produccidn y-liberacién de prostaciclina antiagregante plaquetaria (PGI2)
infdicadora»de‘la alteracién funcional de las células endoteliales (Lasser, 1982; Anderson, 1986;
Diebold, 1986; Anderson y cols., 1987; Honor, 1991, Gentry, 1992). Todo ello podrfa estar
relacionado en la PPA con la activacién y destruccion de las células blanco del virus y
| pertenecientes al Sistema Mononuclear '_.Fagocftico,-las cuales ademds producen y liberan otros
factores como ‘la Interleukina 1, y el Factor de Necrosis Tumoral (FNT) que pOSeen_, entre otras

actividades, la de favorecer la actividad procoagulante de las células endoteliales (Gentry, 1992).

11.4.2. Reduccién _de los factores de la coagulacién.

Esta reduccién puede"deberse bien, a un aumento de consumo' como ocurre en la CID o
bien, a"_una disminucién de su sfntesis causada probablemente pof las lesiones hepdticas, ya que
el hfgvado es elﬂ_érgand en él que se sintetizan la mayorfa de los factores de la coagulacién (Gans
y Lonzin, 1978; Oldstone 'y cols., 1982).

El tropismo del VPPA por las células del SMF, asf como la replicacién en células
endoteliales y hepatocitos (Sierra y cols., 1987; Gémez-Villamandos, 1988; Sierray cols., 1990b;
Pérez, 1992) pueden activar los procesos de la coagulacién disminuyendo paralelamente la sfntesis
de los factdres de ésta dando lugar a una predisposicién del animzil a padecer hemorragias
(Quezada y cols., 1989; Sierra y cols., 1989).

I1.4.3. Coagulacion Intravascular Diseminada (CID).

EL mecanismo patogénico de la CID ha sido considerado en la PPA (Edwards yvcols.,
1985b; Pan, 1987; Sierra y cols., 1987; Mebus, 1988). La activacién diseminada del sistema de
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la coagulacién, bien por la vfa intrfnseca o por la extrfnseca (ambas demostradas en la
PPA)(Villeda y cols., 1993), producen una coagulopatfa de consumo, que conduce al depdsito de
mié_rotrombo's en pequefios vasos con la consiguiente diatesis hemorrdgica, caracterizada por

petequias y equimosis en diferentes 6rganos (Anderson, 1986; Pan, 1987; Villeda y cols., 1993).

- Como activadores de la CID en la PPA se han considerado la destruccién de las células
del'S'MF', de células parencjuimatqsas, y de células endoteliales con virus virulentos (Anderson,
1986; Anderson y cols., 1987 ;: Sierra y cols., 1987; Sierra y cols., 1989) asf como la presencia

de inmunocomplejos circulantes en las formas subagudas y crénicas.

‘11.4.4. Lesi'dn Vascular/ Disf'uncién endotelial.

Las células endoteliales juegan un papel crucial sobre la regulacién de la permeabilidad
vascular y el control de la hemostasis; pudiendo modificarse éstas a través de la accién de los
’ ’mediédore_s biolégicos o mediante la lesién directa de las propias células endoteliales (Edwards
'y 'cois., 1984; Anderson, 1986). Estd demostrado que muchos virus que producen fiebres

hemprragicas infectan células endoteliales con las consiguientes consecuencias hemostiticas
(Oldstone y. cols., 1982). |

Numerosos autores han descrito en la PPA trombosis en vasos sanguf_neos de distintos
6rganos (Maurer y cols., 1958; Mou‘lton y Coggins, 1968; Konno y'éols., 1971a; Nunes Petisca
y Martins Gongalves, 1976;-Pan, 1987§ Quezada y cols., 1989). Son éscasos los datos sobre la
replicacién del virus de la PPA v.eh las células eridoteliales,' en este sentido se observé que las

- células endoteliales cultivadas "in vitro" procedentes de cerdoé infectados a los 2-3 dpi liberan

virus infectante durante varios dfas, 1o que indicarfa que existe replicacién en estas células

(Wilkinson y Wardley, 1978; Anderson, 1986; Anderson y cols., 1987).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa se ha observadq antfgeno
virico.en un nimero muy escaso de células endoteliales (Colgrove y cols., 1969; Coggins, 1974;
Pan y cols., 1975; Slauson y S4nchez-Vizcafno, 1981; Pan, 1987; Martin-Fernindez y cols.,

1991). Asimismo, los estudios con microscopfa electrénica, han demostrado la replicacién del
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VPPA altamente viruleritb (aislado E70) en células endoteliales de capilares intersticiales renales
a los 7 dpi (Quezada, 1988, Sierra y cols., 1989); observdndose un claro efecto citopético con
'hinchamienfo celular y dgsblazamiéntq'marginal dela C_romatina, asf como la presencia de centros
de rep_licacié'nv vfri'ca. Esto's eStudiOs; sugieren que existe contribucién de estos fenémenos en las
lesiones h_emdrrégicas de la PPA aguda y subaguda (Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins,
1968; Konno y cols., 1972; Mebus, 1988; Sierra y cols., 1989).

I1.4.5. Activacién de leucocitos.

~ Como respuestaa numerosbs estfniulos, los monocitos y macréfagos sintetizan monoquinas

que' afectan a la hemostasia (Unanue, 1976; Osterud y cols., 1980; Lésser, 1982; Bertram, 1986;

Diebold, 1986; Bertram y cols., 1989; Clabough, 1990). Por otra parte, estas células fagocitan

de la circ_ulabién factores de la coagulacién activados y factores biolégicos antiagregantes,

_predisponiéndo su-alte'racidn,‘al desarro]io del mecanismo de la CID (Morgensen, 1979; Honor,
-1991).

Las células blanco primarias del VPPA son las células del SMF (Enjuanes y cols., 1977;
Wardley y Wilkinson, 1977b; Wafdley y cols., 1983; Andersony cols., 1987; Wilkinson, 1989).
La liberacién masiva de productos activos trds la destruccién o la activécién de estas c€lulas
-pareée que es determinénte en los cuadros agudos de la enfermedad (Edwards y cols., 1984;
Edwards y cols., 1985¢; Carrasco y cols., 1992; Villeda y cols., 1993).

Finalmente, en las formas subaguday crénica de la PPA, la respuesta inmune desarrollada
da lugar a la formacién de anticuerpos fijadores de complemento y rhediadores de citotoxicidad
que median .fenémenos de quimiotaxis leucocitaria y permeabilizécidn vascular (William y cols.,
1976; Slauson y Sanchez-Vizcafno, 1981; Norley y Wardley, 1982; Norley y Wardley, 1983b;
Bielefeldt Ohmann y Babink, 1986; Honor, 1991).
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IL.5. PATOLOGIA DE LA PESTE PORCINA AFRICANA.

11.5.1. Tonsilas.

Son escasas las descripciones lesionales de las tonsilas en_la PPA, estando caracterizada
las mfsmas por congestién y hemorragias petequiales superficiales (Dardiri y Hess, 1970,

‘Rodrfguez y cols., 1972); Histolégicamente, estos fenémenos vasculares se evidencian por. una

mércada congestién, edema y hemorragia (Moulton y Coggins, 1968; Mebus y cols., 1983). En -

vanim:ales inoculados con aislados virulentos, se observa deplecién linfocitaria junto a fenémenos
de degenérécién y necrosis de macrdéfagos localizados en las dreas ‘interfoliculares‘,
intensiﬁé;indose en los casos graves, los fenémenos de necrosis ‘en los centros germinales
(Moulton y Coggins, 1968; Mebus y Dardiri, 1979; Mebus, 1987; Mebus, 1988). En cambio,
los aislados moderadamente‘ virulentos inducen la aparicién de fnitosis celulares en las mismas
dreas (Mebus, 1987; Mebus, 1988) siendo considerablemente menos intensos los fenémenos
degeneratlvo-necrdtlcos En fases avanzadas de la mfecc16n se ha observado necrosis del epitelio
que taplza las criptas con presencia en el fondo de éstas de restos epiteliales, células inflamatorias

y bacterias (Mebus y cols., 1983).

El antfgeno viral detectado mediante técnicas de inmunofluorescencia, se ha localizado en
macréfagos y cé]ulgs réticulares del estroma de las 4reas interfo]iculares y subepiteliales
(BoUlangcr y cols., 1967;. Colgrove y cols., 1969; Pan, 1987). Ocasionalmente se observé
'ﬂuores.c‘encia especfﬁcé en células epiteliales y macréfagos intraepitéliales (Colgrove y cols.,
1969). En los estadfos finales de la infeccion, los folfculos quedan delimitados por abundantes
células ﬂuorescen_tes con ‘algunas céiuias reticulares pdsitivas_ en los centros germinativos

(Colgrove y cols., 1969).

La técnica de la hibridacién "in situ" ha detectado positividad en las células reticulares del

estroma y, ocasionalmente, en células de los folfculos linfoides (Galo y Nunes Petisca, 1990).
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11.5.2. Ganglios Linféticos.

Las lesiones macrocépicas mds importantes abarcan desde un ligero aumento de tamafio,
edematizacién y ligeras hemotragias subcapsulares, hasta la presencia de hemorragias masivas que
afectan a l.a'totalidad del'p‘arénq‘uima apéreciendo imdgenes de verdaderos codgulos sangufneos
(Montgomery, 1921; Manso Ribeiro y cols., 1958; Gracia, 1961; Maurer y cols., 1964; Nuneé
PetiSéé; 1‘_9653; Moulton y Coggins, 1968; Castagnoli, 1969; Gayot y cols., 1974; Ruiz Martfnez,

'1978; Mebus y Dardiri, 1979; Plowright, 1980; Wilkinson y Lawman, 1980; Hess, 1981;
Wilkinson y cols., 1981; McDanieli,‘ 1986; Ekue y cols., 1989; Jubb y cols., 1993; Sierra y
_ cols., 1993). Los ganglios mﬁs_ frecuentemente afectados suelen ser los gastrohepdticos, los
renales y, en menor medida los meSentéricos si bien, apareceri lesiones de distinta intensidad en
todos lbs .-ganglios (Falcén y Nuifiez, 1960; Séculi y Costa, 1961; Maurer y cols., 1964; Nunes
Petisca, 1965b; Mouiton y Coggins, 1968; Lucasy cols., 1970; Rodriguez y cols., 1972; Nunes
Petisca y Martins Gongélves, 1976; Mebus y Dardiri, 1979; Piowright, 1980; Sanchez Botija y
Ordds, 1980; Wilkinson y cols., 1981; Mebus, 1988; Jubb y cpls., 1993; Sierra y cols., 1993).

Histolégicamente, las lesiones mds graves se observan en las 4reas ricas en células -

- reticulares como son las zonas paracorticales, interfoliculares y vénulas postcapilares (Moura
Nunes y Nunes Petisca, 1983; Mebus, 1987; Mebus, 1988; Wilkinson, 1989). Estas células
reticulares y las células mononucleares infiltradas en el estroma de los senos son las que primero
sufren los procesos de degenéracién y necrosis (Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y cols.,
1969; Konno y cols., 1.971a; Nunes Petisca y Martiné Gongalves, 1976, Mebus y Dardiri, 1979;
Plowright; 1980; Fernandez y cols., 1992a). Esta necrosis es seguida de hemorragias que
comienzan a observarse en las zonas mds superficiales y avanzan hacia el interior afectando
primafiamentg al tejido medular ganglionar y posteriormente'a todo el 6rgano (Maurer y cols.,
1964; Mebus y Dardiri, 1979; Mebus, 1987; Sierra y cols., 1993)..

Los centros germinales son las estructuras m4s conservadas de los ganglios en la PPA

aguda, aunque en casos graves pricticamente desaparecen o quedan reducidos a un grupo de

células linfobldsticas o reticulares de niicleos picnéticos, al ser el resto de estructuras invadidas

por eritrocitos (Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y cols., 1969; Konno
y cols., 1971a; Coggins, 1974; Mebus y cols., 1983; Mebus, 1987).
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Los vasos sangufneos, particularmente las arteriolas y las vénulas postcapilares, pueden
presentar degeneracién hialina de la tdnica media con aciimulos de material PAS positivo (Manso
Ribeiro y cols., 1958; Maurer y cols., 1958; Séculi y Costa, 1961; Rodrfguez y cols., 1972;
Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1976; Plowright, 1980; Mebus, 1987). Este engrosamiento
de las paredes vasculares junto a las lesiones de trombosis y necrosis son observadas en las fases
m4s avanzadas de la enfermedad (Maurer y cols., 1964; Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y
cols., 1969; Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1976), llegan a ocluir la luz (Maurer y cols.,
1958; Falcén y Niifiez, 1960; Séculi y Costa, 1961; Rodriguez y cols., 1972) siendo responsables
de las lesiones hemorr4gicas y de la necrosis isquémica celular que caracteriza a la PPA aguda

en los ganglios linfiticos (Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968).

En la forma crénica o en la inaparente por aislados atenuados, los ganglios presentan una
proliferacién de células reticulares en los senos, hiperplasia de los folfculos con aumento de los

centros germinales e infiltracién mononuclear en el tejido conectivo y senos linféticos capsulares

(DeKock y-cols., 1940; Moulton y Coggins, 1968; Konno y cols., 1971a; Coggins, 1974, Nunes |

Petisca y Martins Gongalves, 1976; Mebus y Dardiri, 1979; Hess, 1981; Sierra y cols., 1986;
Wilkinson, 1989; Ferndndez y cols., 1992a; Sdnchez-Vizcafno, 1992).

- Mediante técnicas de inmunoflurorescencia el antfgeno virico ha sido observado en
macrdéfagos fijos y libres de los ganglios, fundamentalmente en los senos subcapsulares, dreas
paracofticales y regiones interfoliculares (Boulanger y cols., 1966; Boulanger y cols., 1967; Bool
y cols., ‘1969; Colgrove y cols., 1969; Coggins, 1974; Pan, 1987; Mebus, 1988). En las dltimas
fases de la infeccion puede ser detectada fluorescencia granular en la pared de los vasos

sangufneos, asf como en restos necréticos (Colgrove y cols., 1969).

Con técnicas de inmunoperoxidasa y empleando un suero hiperinmune los antfgenos
viricos ‘se detectan en macréfagos libres y fijos de los senos linfaticos (Minguez y cols., 1988;
-_ Ferxiaindez_ y cols., 1991a; Ferndndez y cols., 1992a) observdndose, con cepas virulentas, un
aumento del mfsmo conforme avanza el proceso; ocasionalmente se ha demostrado antfgeno en
neutrdﬁlt)S' y células probablemente endoteliales con el aislado muy virulento E70 (Ferndndez y
‘cols., 1992a). Con el aislado E75, las cantidades de antfgeno en los ganglios fueron muy escasas

al haberse descrito tinicamente a partir de los 9 dpi (Ferndndez y cols., 1992a).
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Utilizando una técnica inmunohistolégica de doble marcaje se identificaron las células

infectadas por el virus moderadamente virulento Malta 78, describiéndose éste inicamente en

macréfagos de las dreas paracortical y medular de los ganglios linfaticos, con escasa reaccién en

los centros germinales, no pudiéndose demostrar la infeccién en linfocitos T (Gonzdlez y cols.,
1985b; Minguez y cols., 1988).

El unico trabajo realizado con la técnica de hibridacién "in situ", demuestra
inmunorreaccién en células reticulares de las 4reas medulares y zonas marginales de los folfculos
(Galo y Nunes Petisca, 1990).

Los estudios ultraestructurales en infecciones con virus de distinta patogenicidad han
demostrado la replicacién del VPPA en macréfagos ganglionares a partir de los 2 dpi en cerdo
inoculados con cepas altamente virulentas (Moura Nunes y cols., 1975; Moura Nunes y Nunes
Petisca, 1983). Utilizando el aislado E70 se ha descrito replicacién virica en abundantes
monocitos en la luz de las vénulas postcapilares junto a numerosas p.laquetas, eritrocitos y restos
celulares a partir de los 5 dpi. A los 7 dpi los vasos se presentaron dilatados y sus paredes
necrosadas aprecidndose en ellas un material granular amorfo con algunas partfculas viricas
(Pérez,' 1989). En esta misma experiencia se observé una notable necrosis de macréfagos y
linfocitos del tejido medular y linfoide difuso desde los 5 dpi determindndose como caracterfstica
diferencial la aparicién de un espacio vacio con restos acidéfilos alrededor de los macréfagos y

no asf, en la necrosis de los linfocitos (Pérez, 1989).

I1.5.3. Bazo.

Macroscépicamente el bazo, junto con los ganglios y el rifién, son los 6érganos mds
afectados por el VPPA (Sanchez Botija, 1980; Ordds, 1983a; Sierra y cols., 1993).

La mayorfa de los autores coinciden en afirmar que la principal lesién que se presenta en
el bazo es una esplenomegalia hiperémica de distinta intensidad (Montgomery, 1921; DeKock y
cols., 1940; Gracia, 1961; Moulton y Coggins, 1968; Lucas y cols., 1970; Konno y cols., 1971a;
Konno y cols., 1972; Garcfa-Gancedo y cols., 1974a; Sdnchez Botija, 1980; Arias y cols., 1986;

Mebus, 1988), si bien otros autores (Maurer y cols., 1958), usando un aislado de campo,
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encontraron un tamafio normal en la mayorfa de los bazos. El bazo aparece aumentado de tamaiio,
con los bordes redondeados' y de color oscuro (Kovalenkvo‘ y cols., 1967; Moulton y Coggins,
~ 1968; Colgrovely cols., 1969; Dardiri y Hess, 1970; Lu_cas y .cols., 1970; Hess, 1971; Konno
y col_s.," 1971a; Konno y cols., 1972; Mebus y Dardiri, 1979; Wilkinson y cols., 1981; McDaniel,
v19.86;‘Mebus, 1988; Wilkinson, 1989; Topley, 1990). A nivel subcapsular pueden presentarse
- hemorragias (Montgomery, 1921; Steyn, 1928; Gracia, 1961, Wilkinson y Lawman, 1980; Hess,
1981) ok_bi‘en, infartos triangulares pequefios de color rojo oscuro (Maurer y cols., 1958; Séculi
y Cosfa, 1961; Castagnoli y cols., 1967; Kovalenko y cols.', 1967; Moulton y Coggins, 1968;
Plowright, 1980; Arias y cols., 1986; Sierra y cols., 1993). La superficie de corte es granular,
rojo oscura, con pérdida del marcado folicular y trabecular (De Kock y cols., 1940; Doyle, 1961;
Moulton y Coggins, 1968; Konno y cols., 1972) y, a veces, con focos necréticos pequefios de

color blanco amarillento (Maurer y cols., 1958, Nunes Petisca, 1965b).

En las formas crénicas e infecciones con virus atenuados, el bazo aparece moderadamente
aumentado de tamafio, con aspecto carnoso y ligeramente aumentado de color (Nunes Petisca,
_1965b; Konno y cols., 1972; Hess, 1981; Mebus y Dardiri, 1979; Sierra y cols., 1986; Mebus,
1987, Sierra y cols., 1993). |

Histolégicamente, la pulpa esplénica blanca presenta procesos degenerativos con atrofia

del tejido linfoide y -disminuc_:iéh del mimero de linfocitos en los folfculos (Maurer y cols., 1958;

Moulton y Coggins, 1968;-Colgrove y cols., 1969; Konno y cols., 1971a; Konno y cols., 1972; -

Mebus y cols., 1983). En la PPA aguda se describe -uné degeneracién difusa de los linfocitos con
* necrosis de los centros germinativos y vainas linfoides periarteriales, infiltracién en estas zonas
de eritrocitos y cambios degenerativos de las paredes vasculares, siendo incluso mds acentuados
estos fenémenos en las fases subagudas (Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Konno
y cols., 1972; Nunes Petisca y Martins Gongalvés, 1976; Mebus y Dardiri, 1979; Sdnchez Botija,
1980; Mebus, 1987). Las alteraciohes dgl tejido linfoide en la fase crénica fueron muy variables
dependierido de la duracién y la g_révedad de la infeccién (Konno y cols., 1972; Sierra y cols.,

1993) en general, es escasa la atrofia folicular y la presencia de linfocitos degenerados.

‘La pulpa esplénica roja se describe como hiperémica o hemorragica (Moulton y Coggins,
1968; Konno y cols., 1971a; Konno y cols., 1972; Sierra y cols., 1993). Las vainas de
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Schweigger-Seidel se hacen indistinguibles, presentdndose hialinizadas o desprendidas a causa de
la hemorragia y/o el edema conteniendo abundantes células degeneradas y restos celulares
(Maﬁré‘r y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Konhb y cqls., 1971a; Konno y cols., 1972;
-Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1976; Mebus y cols., 1983; Mebus, 1988). También se ha
obsérvadd la presencia de material fibrinoide PAS positivo en las vainas, asf como fibras
E _colagenas' y reticulares distendidas por el edema y una proliferacién celular que conduce a una
red capilar _afuhcional lo que provoca el aciimulo de sangre en estas dreas (Maurer y cols., 1958;

MOultohy Coggins, 1968; Konno y cols., 1972).

Los macréfagos y células reticulares de la pulpa esplénica roja, zona marginal de las
v'ainaS linfoides periarteriales y las vainas macrofégicas, constituyen una poblacién de células
blanco del VPPA observandose en distintas fases de de_:geheraéidn y necrosis, en donde las
lesiones se hacen m4ds patentes (Maurei‘ y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y
: -cols.;' 1969; Konno y cols., 197 lé; Konno y cols., 1972; Mebus y Dardiri, 1979; Mebus y cols.,
1983; McDaniel, 1986; Mebus, 1987; Ferndndez y cols., 1992a, Ferndndez y cols., 1992b).

En bazos: de cerdos infectados con aislados atenuados se ha descrito la proliferacién e
inﬁltracién de células reticuloendoteliales y células redondas basofilas (Moulton y Coggins, 1968;
Konno y colé., 1972; Hess, 1981; Mebus; 1987; Wilkinson, 1989; Sanchez-Vizcafno, 1992)
‘proliferando. entre las fibras retichlares expandidas del estroma eSplénico (Moulton y Coggins,
1968; Konno y cols., 1971a§ Konno y cols., 1972). Igualmente es frecuente la observacion de
écﬁmulos. de.células mieloides (Konnoy cols., 1971a; Konﬁo y cols., 1972; Mebus y cols., 1983;
Mebus, 1987).

La utilizacién de la inmunofluorescencia en la PPA ha demostrado la presencia de antfgeno
vfrico a partir de las 36 hpi en macréfagos y células reticulares de las 4reas marginales y en la
pulpa esplénica roja (Boulanger y cols., 1967; Bool y cols., 1969; Colgrove y cols., 1969;
Dardiri y Hess, 1970; Mebus, 1988; Pan, 1989), considerdndose €l bazo como el 6rgano de
eleccién para la deteccién antigénica dada la abundante fluorescencia en las ultimas fases de la

infeccién.

En estudios de bazos incluidos. en parafina y mediante técnicas de inmunoperoxidasa, se
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localizé el antfgeno virico en macréfagos libres y fijos de pulpa esplénica roja desde los 3 dpiy,
en merior'medida, en macréfagos de pulpa esplénica blanca tanto con el aislado E70 como con
- el E75 (Ferhandez y cols., 1991a; Ferndndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992b). El doble
, marcaje;‘ empleando marcadores de subpoblaciones linfocitarias y leucocitarias demostré que las
~ “células irirhunofreactivas en bazo cotresponden exclusivémente a monocito/ macréfagos (Gonzdlez

'y cols., 1985a; Minguez y cols., 1988),’

I1.5.4. Médula Osea.

Al igual que las tonsilas han sido escasos los estudios morfol6gicos (histolégicos e
inmunohistégicos) llevados a-cabo en la médula 6sea de animales afectados de PPA. En estudios
histolégicos desarrollados en animales infectados. con el VPPA y sacrificados secuencialmente,
se ha observado una drdstica disminucién de células hematopoyéticas en la médula Gsea, asf como

destruccidn del retfculo a partir de los 7 dpi (Nunes‘Petisca y Martins Gongalves, 1976).

"In vitro", se ha demostrado que el VPPA replica en cultivos de macréfagos de sangre

periférica porcina (Malmquisfy Hay, 1960; Wardley y Wilkinson, 1977b; Wardley y cols., 1979;

Pany cols. , 1980; Casal y cols., 1984) y en macréfagos procedentes de médula ésea (Malmquist,

1963; Nunes Petisca, 1965a; Moura Nunes y cols., 1975; Wardley y'Wilkinsqn, 1977b; Wardley
y cols., 1979; Forman y cols., 1983).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia se ha observado abundante antfgeno vfrico

(Dardiri y Hess, 1970), presentindose éste en megacariocitos, monocitos, macréfagos (Colgrove'

y cols.; 1969; Coggins, 1974; Edwards y cols., 1985b; Pan,‘ 1987) y osteoclastos (Edwards y
cols., 1985b).

Mediante hibridacién "in situ" se ha detectado positividad en el citoplasma de células

reticulares bien de forma granular y/o difusa (Galo y Nunes Pétisca-, 1990).

Algunos autores indican que no existe accién del virus sobre los polimorfonucleares

neutréfilos "in vivo" (Wardley y Wilkinson, 1977a; Séanchez-Vizcafno y cols., 1981); sin
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embargo, el incremento. de las formas juveniles (Rodrfguez y cols., 1972; Wardley y Wilkinson,
1977a; Nesser y cols., 1986) que se presenta en el curso de la enfermedad es considerado como

un indicio de la infeccion de estas células (Wardley y Wilkinson, 1 9773).

Mediante inmunofluorescencia y en estudios "in vivo", un mimero escaso de neutréfilos
mostraron positividad citoplasm4tica similar a la descritaen mon‘o.citos (Colgrove, 1968; Colgrove
y cols., 1969), comprobdndose "bin‘ vitro" un 4% de neutrdfilos infectados (Casal y cols., 1984).
Ultraestructuralmente se ‘han observado centros de replicacién con partfculas viricas en distintos
estadios de maduracién en el citoplasma de un pequefio mimero de neutréfilos "in vitro" (Casal
y cols., 1984) e "in vivo" (Gémez-Villamandos, 1988).

I1.5.5. Higado.

Las lesiones macroscdpicas mds frecuentemente descritas consisten en congestién de
| divefs_é.'intensidad (Manso Ribeiro y cols., 1958; Maurer y cols., 1958; Gracia, 1961; Mercadé,
1961; DeTray, 1963; Maurer y cols., 1964; Nunes Petisca, 1965a; Moulton y Coggins, 1968;
Luéas. y cols., 1970; Konno y cols., 1971a; Wilkinson y cols., 1981; Ordds y cols., 1983b;
McDan‘iel, 1986; Sanchez-Vizcafno, 1992). Las hemorragias- varfan desde difusas generalizadas
(Grat:ia,_;-l961; Séculi y Costa, 1961; Wilkinson y cols., 1981) hasta petequiales (Wilkinson y
cols.', 19»81), pasando por hembtragiés subcapsulares de pequeiio tamafio (Manso Ribeiro y cols.,
1958; Moulton y Coggins, v1§68;_ "Wilkinson y cols., 1981; Sierra y cols., 1986). La
hepatomegalia y el aumentd de consistencia no son muy marcadas (Séculi y Costa, 1961; Moulton
y,' Coggins, 1968; -Castagnoli y cols., 1969; Konno y cols';,' 1971a; Plowright, 1980)
‘.describiéndosc igualmente fenémenos degenerativos con aparicién dé,hfgados en "nuez moscada”

(Nunes Petisca, 1965a; Lucas>y cols., 1970; Wilkinson y cois., 1981).

Las alteraciones histopatolégicas de higados afectados por la PPA aguda o subaguda se
]oc_a}izan fun_damcnta]mente en las células del SMF (células de Kupffer) (Lucas y cols., _1970;
:Plowrigh_t,, 1980; Sanchéz-Vizéafno y Ordis, 1985; McDaniel, 19‘8 6; Sdnchez-Vizcaino, 1986a;

| Sierra y cols., 1986; Mebus, '1987;:' Mebﬁs, 198.8;'Wilkin§on, 1989) y en el sistema vascular
(Manso Ribeiro y cols., 1958; Maurer‘ y cols., 1958; DeTray, 1963; Moulton y Coggins, 1968;
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Lucas y cols.,. 1970; Konno y cols., 1971a; Rodrfguez y cols., 1972; Nunes Petisca y Martins
Gongalves, 1978; Arias y cols., 1986; McDaniel, 1986; Sierra y cols., 1986), junto a una
desorgahizaéién de las fibras de reticulina y colégéna (Lucas y cols., 1970; Konno y cols., 1971b;
.Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1978; S,anchez-Viiéafno, 1986a). También ha sido
referenciada con frecuencia, 1a necrosis de hepatocifos en las distintas zonas lobulillares (Maurer
y. cols., 1958; Maurer y cols., 1964; Lucas y cols., 1970; Konno y cols., 1971a; Arias y cols.,
1986; McDaniel, 1986; Sdnchez-Vizcafno, 1986a, Sierra y cdls., 1986; Mebus, 1988; Jubb y
cols., 1993; Sierra y cols., 1993).‘

Las lesiones vasculares afectan principalmente a las arteriolas y los capilares sinusoidales,
- presentdndose tumefaccién endotelial_ (Sierra y cols., 1987; G6émez-Villamandos, 1988) y
alteraciones degeneratiiras que llegan a la hialinizacién vascular (Manso Ribeiro y cols., 1958;
Maurer y cols., 1958; Séculi-y Costa, 1961; Castagnoli y cols., 1967; Hess, 1971; McDaniel,
1986). Como consecuencia de estas lesiones se produce un aumento de la permeabilidad vascular
que origina edema, especialmente en los espacios porta y septos. interlobulillares (Moulton y
Coggins, 1968; Lucas y cols., 1970; Konno y cols., 1971b; Mebus y Dardiri, 1979). La
: congestiénl se localiza principalmente en sinusoides y venas centrolobulillares (Lucas y cols.,
1970) y~ias’hemorragias presentes fundamentalmente en la PPA aguda y subaguda (Séculi y
-Costa, 1961; Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1978; Mebus y Dardiri, 1979) se observan en
los espacios interlobulillares (Mebus y Dafdiri, 1979), asociadas en algunos casos a trombosis y

necrosis isquémicas (DeTray, 1963).

Los sinusoides muestran masas de restos celulares resultantes de la necrosis de leucocitos
circulantes, células de Kupffer, hepatocitos.y células del infiltrado inflamatorio (Maurer y cols.,
1958; Lucas y cols., 1970). Este fendmeno se observa desde los 6 dpi con lacepa L60 (altamente
patdgena)‘ (Ruiz Martfnez, 1978; Mebus, 1988) y a los 22 dpi con la cepa RDIII (Mebus, 1988).

'Las células de Kupffer presentan fenémenos de necrosis enla PPA aguda (Lucas y cols.,
1970; Konno y cols., 1971b; Mebus y Dardiri, 1979; Plowright, 1980; Mebus y cols., 1983;
Arias y cols., 1986; Sierra y cols.‘, 1986; Sierra y cols., 1987; Mebus, 1988; Ferndndez y cols.,
1992¢) habiéndose observado distintos grados de hiperplasia e hipértroﬂa en la PPA subaguda y
crénica (Konno y cols., 1971a; Konno y cols., 1971b; Mebus y Dardiri, 1979; Sierra y cols.,
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1986; Mebus, 1987; Sierra y cols., 1987; Mebus, 1988; Ferndndez y cols., 1992a).

.Los datos morfoldgicos de las células de Kupffer infectadas con el aislado virulento E70
muestran, a p'artir de los 3 dfas de la inoculacién, marginacién periférica de la cromatinay 4reas

citoplasmdticas menos tefiidas, que se corresponden con los centros de replicacién virica (Sierra

y cols., 1987; Gémez-Villamandos, 1988). EI mimero de estas células disminuye drdsticamente

aloss y 7 dpi aumentando el mimero de células que presentan replicacion virica; paralelamente
a estos fen6m¢nos se ,observa.t la aparicién de replicacién vfricia en los hepatocitos, manifestando
un efecto-citopético similar al de las _células de Kupffer (Garcfa-Gancedo y cols., 1974a; Garcfa-
Gancédo y cols., 1974b; Sierravy cols., 1987; G6mez-Villamandos, 1988; Ferndndez y cols.,
1992a; Ferndndez y cols., 1992¢; Pérez, 1992). |

- Por otra parte y tras la inoculacién de un aislado moderadamente patégeno (E75) y a los
- 9 dpi se-observa una e\}idente hiperplasia de las células de Kupffer, asf como un gran nimero de
centrosde replicacién en estas células siendo muy manifiestos los fenémenos de hemoadsorcién
~(Gémez-Villamandos, 1988; Sierra y cols., 1991; Ferndndez y cols., 1992a; Fernandez y cols.,
1992c; Pérez, 1992).

' 'La necrosis de los hepatocitos suele aparecer de forma individual, aunque en las fases
finales de la enfermedad puede existir actimulos de hepatocitos necréticos (DeKock y cols., 1940;
Méurer y cols., 1964; Colgrove y cols., 1969; Sierré y cols., 1986; Mebus, 1987, Sierra y cols.,
1987 deez-Vi]lamahdos, 1988; Ferndndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992c; Sierray
cols., 1993). La localizacién de los hepatocitos necréticos se presta a discusién, ya que algunos
autores los localizan en la périferi'a del lobulillo (Jubb y cols., 1993), otros indican que se
localizan preferentemente en las dreas centrolobulillares (Konno y cols., 1971b) y otros
obsérvaron una necrosis 'diseminada (Maurer y cols., 1958; Maurer y cols., 1964; Mebus y
Dardiri, 1979). En este sentido y tras la inoculacién del aislado E70 (altamente virulento), se
observé una necrosis progresiva de los hépatocitos con direccidn centripeta dentro del lobulillo
(Sierra y cols., 1987; G6émez-Villamandos, 1988).

El infiltrado celular inflamatorio estd constituido por linfocitos de localizaci6n

interlobulillar manifestando cariorrexis frecuentes (Séculi y Costa, 1961; G6mez-Villamandos,
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1988; Jubb y cols., 1993). Ademds de linfocitos maduros, es frecuente observar algunas células
'redondas baséﬁlas (células indiferenciadas lmfondes y/o células plasmdticas) en el espacio
'perlportal exxstlendo tamblén -focos de macrdfagos y restos celulares (Konno y cols., 1971b;
Mebus y cols., 1983; Jubb y cols., 1993). Junto a las células mononucleares también se han
descrito eosindfilos (Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y cols., 1969;
Konno y cols., 1971b; Mebus y Dardiri, 1979' Arias y cols., 1986; Gémez-Villamandos, 1988),
y células plasmétlcas aunque en escaso nimero (Maurer y cols., 1958; Maurer y cols., 1964)'
| Todos los autores consultados comc1den en la necrosis de las células mononucleares del infiltrado
| como cardcter histolégico constante en la PPA a nivel hepﬁtxco (Nunes Petisca, 1965a; Colgrove
y cols., 1969; Konno y cols., 1971a; Konno y cols., 1971b; Rodrfguez y cols., 1972; Nunes
~ Petisca y Martins Gongalves, 1978; Ruiz Martinez, 1978; Sierra y cols., 1986; Mebus, 1987;

Sierra y 'c'ols., 1987, Gdémez-Villamandos, 1988; Mebus, 1988). Aunque para algunos estas |

células en necr_dsis corresponden_ a_linfocitos (DeKock y cols., 1940; Falcén y Nuifez, 1960;
Maurer y cbls., 1964; Rodrfguez y cols., 1_972), la mayorfa considera que los monocitos son las
células predominantes y que m{i‘s»tempranamente constituyen el infiltrado celular (Moulton y
~ Coggins, 1968). |

El higado es uno de los 6rganos en los que se han detectado altos tftulos de virus a partir
de las '24 hpi, considerandose cdmb un drgano de replicacién virica secundaria (Heuschele y cols.,
1966; Heﬂschele 4 1967; Plowright 1980). Asf, se han observadb altas concentraciones de

-antfgeno en hfgados de animales inoculados con - aislados virulentos, pero no con alslados

atenuados (Coggms 1974; Mebus. y cols., 1983).

Mediante estudios con inmunofluorescencia se ha demostrado que el VPPA presenta
especial afinidad por las células -macrofdgicas del hfgado (Bool y cols., 1969; Sdnchez Botija,
1980; Meb_us, 1987; Pan, 1987; Mebus, 1988) habiéndose demostrado antfgeno virico en ellas
asf como en hepatocitos, a veces en forma de cuefpo de inclusién (Bool y cols., 1969; Colgrove
y cols., 1969; Coggins, 1974; Mebus, 1987). En cerdos jdvenes infectados experimentalmente
via oral se observé inmunofluorescencia en células mononucleares.y células endoteliales de los

sinusoides hepéticos (Colgrove y cols., 1969).

Mediante técnicas de inmunoperoxidasa sobre cortes de higados infectados con el aislado
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E70, se ha observado antfgeno virico en células de KUpffér y monocitos circulantes a los 3 dpi
incrementdndose su nimero a los 7 dpi y localizdndose en macréfagos intersticiales, hepatocitos,
células endoteliales y epitelio biliar (Sierra y cols., 1990b; Ferndndez y cols., 1922a; Ferndndez
y‘éols., 1992c; Pérez, 1992). En cerdos infectados con el aislado E75 la inmunorreactividad a
' partir de los 9 dpi se localiz6 en estas mismas células exéeptd en las células endoteliales
sinu'soidalés y epiteliuo biliar (Férnéndez y cols., 1990; Pérez y cols., 1990; Ferndndez y cols.,
1991a; Ferndndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992c; Pérez, 1992). La positividad se
désc'ri'b_iél‘de forma bien difusa distribuida por todo el citoplasma o bien globular en las zonas que,
ultraestructuralmente se describen como centros de re_blich‘cibn; En las células de Kupffer,
monocitos y macréfagos intersticiales en necrosis, ha sido puesta de manifiesto la presencia
}intr‘acitoplasmética de IgM, IgG y Clq en cerdos infectados con ambos aislados E70 y E75
V (Ferndndez y cols., 1991b; Ferndndez y cols., 1992c; Pérez, 1992).

En el vnico trabajo realizado con técnicas de hibridacién "in situ” la inmunorreactividad
en el hfgado se ha detectado en el citoplasma de hepatocitos y de células de Kupffer (Galo y
Nunes Petisca, 1990).

El empleo del microscopio electrénico sobre cortes de hfgados infectados con el aislado
E70 evidencié la replicacién del virus en' células de Kupffer, monocitos, histiocitos y hepatocitos,
dembstréndose la replicaci6n viral préxima al micleo, en zonas de escasa electrodensidad, libre
de organoides citoplasmdticos y rodeadas de mitocondrias y de complejo de Golgi (Sierra y cols.,
1987; Gémez-Villamandos, 1988; Sierra y cols., 1990b; Ferndndez y cols., 1992b; Carrasco y
cols., 1992). En el interior de estas dreas se observan partfculas viricas en diferentes estados de
maduracién asf como estructuras membranosas (Sierra y, cols., 1987). La replicat:idn virica en
hepatocitos se ha observado principalmente en los estadfos finales de la enfermedad y producida

por aislados altamente virulentos (Sierra y cols., 1987; Gémez Villamados, 1988).
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I1.5.6. Pulmén,

Las lesiones macroscépicas pulmonares en la forma aguda y subaguda de la PPA varfan
dependiendo de la virulencia del aislado vfrico 1mphcado en la infeccién. Las hemorragias de
dxstmto tamatio dlstrlbmdas de forma difusa (Maurer y cols., 1958; Maurer y cols., 1964;
Plowrlght, 1980; S4nchez Botija, 1980; McDaniel, 1986; Jubb y cols., 1993), congestién y edema
(Mans"_o-Ri_beifo y cols., '195_8; Maurer y cols., 1958; Mouﬁon y Coggins, 1968 Lucas y cols.,
197_0; Hess, 1971; Konno y cols.v, 1971a; Sénchez Bbtija, 1980; Hess, 1981; Slauson y Sdnchez-

AVi_z“cafno, 1981; Wilkinson y cols., 1981; Ord4s y Marcotegui,‘ 1985; McDaniel, 1986; Sierra y
'cols'.,‘ 1986; Terpstra, 1987; Mebus, 1988; Wilkinson, 1989; Sanchez-Vizcafno, 1992; Jubb y
co,ls.:, 1993), asociadas al engrosamiento de los tabiques septales e interlobulillares (Montgomery,
1921; Moulton y Coggins, 1968; Lucés y cols., 1970; Pan y (c;)ls., 1975; Plowright, 1980;
Sénchez Botijé, 1980; McDaniel, 1986; Mebus, 1988; Jubb y cols., 1993) y la hepatizacidn,
’principalmente de los 16bulos apiéal y cardfaco constituyen las lesiones pulmonares que con mayor
, frecuencid se han encontrado en cerdos infectados con el VPPA (Maurer y cols., 1958; Castagnoli
y- cols., 1967, Lucas y cols., 1970; Hess, 1981; Ekue y cols., 1989). En algunas ocasiones el
_ puimén p_fesenta un aspeéto pélido y jaspeado en los casos en los que se presenta una neumonitis

- difusa (Hess, 1981; Hess, 1983). |

En la forma crénica, las lesiones pulmonares més caracterfsticas consisten en una pleuritis
ﬁbr.ihos'a' (Montgomery, 1921; DeTréy, 1957; Moulton y Coggins, 1968; Lucas y cols., 1970;
"Sénchez Botlja 1980; Hess, 1981; Hess, 1983; Wardley y cols., 1983; Mebus, 1988) y una
neumonfa con frecuencia necrotizante (Nunes Petisca, 1965b; Pan y cols., 1975; Mebus y Dardiri,
1979; Mebus y Dardiri, 1980; Plowright, 1980; Hess, 1981; Wilkinson y cols., 1981; Sdnchez
Botija, 1982; McDaniel, 1986; Sierra y'cols., 1986; Mebus, 1988; Sierra y colé., 1993) que
puede mostrar calciﬁcaciones distrdﬁéas (Moulton y cols., 1975; Hess, 1981; Hess, 1983;
Sanchez-Vizcafno, 1986a).

Las lesiones histopatolégicas del pulmdn en las formas agudas y subagudas'consisten en
congestién, edema, hemorragias, descamacion epitelial e infiltrado peri y endobronquial de células
redondas en su mayorfa en necrosis (Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y cols., 1969; Konno

y cols., 1971a; Mebus y Dardiri, 1979). Los septos interalveolares estdn ligeramente engrosados
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con abundantes células mononucleares (Colgrove y cols., 1969; Moulton y cols., 1975; Slauson
y Sinchez-Vizcafno, 1981; Sierra y cols., 1986; Sierra y cols., 1993) y los capilares septales
-aparecen dilatados con numerosas. células del SMF, aS( como células linfoides (Konno y cols.,
-1971a).

En las formas cxfdnicas, la pleura presenta un engrosamiento causado por la edematizacién
'y la presencia de un tejido de granulacién congestivo que prolifera sobre un exudado prévio rico
en fibrina junto al que se pﬁedén observar células mononucleares, neutréfilos y eosindfilos
(Moulton y cols., 1975; Mebus y Dardiri, 1979; Sanchez Botija, 1980; Sierra y cols., 1986;
Sierra y cols., 1993). En el parénquima pulmonar se describe una neumonitis difusa con
abundantes c€lulas mononucleares localizadas en las zonas perivasculares, peribronquiales y en
los septos alveolares, los cuales aparecen muy engrosados (Moulton y Coggins, 1968; Moulton
y cols., 1975; Mebus y Dardiri, 1979; S4nchez Botija, 1980; Hess, 1987a). Los alvéolos,
bronquios y bronquiolos se encuentran repletos de neutréfilos y macréfagos (Nunes Petisca,
1965b; Moulton y cols., 1975; Mebus y Dardiri, 1979) o sélo de células mononucleares y
epiteliales descamadas (Moulton y cols., 1968; Moulton y cols., 1975; Pan y cols., 1975)
observéﬁdose fibrina en las lesiones més graves que evolucionan a una necrosis de _los alvéolos
(Moulton y cols., 1975).

Estos infiltrados pueden experimentar necrosis, pudiendo afectar a los septos alveolares
extendiéndqsé entonces en direccién centrifuga, afectando al resto del parénquima pulmonar
(Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Moulton y cols., 1975; Pan y cols., 1975;
Séhchez Botija, 1980). Posteriormente estos focos ‘de necrosis son encapsulados por tejido
conectivo (Moulton y cols., 1975; Pan y cols., 1975; Mebus y Dardiri, 1979; Hess, 1981),
présentando_las Zonas. lirhftrofes un infiltrado inflamatorio mixto (Moulton y nggins, 1968;
Mebus y Dardiri, 1979), congestién y enfisema vicariante de las zonas menos afectadas (Sdnchez
Botija, 1980) asf como hiperplasia del_tejido linfoide asociado a bronquios (Mebus y’ Dardiri,
1979).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia se han detectado antfgenos virales en forma de
cuerpo de inclusién o granulaciones difusas en el citoplasma de macrdéfagos septales y alveolares

asf como en células epiteliales, células endoteliales de los capilares septales y détritus celulares
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de los septos y alvéolos (Boulanger y cols., 1967; Bool y cols., 1969; Colgrove y cols., 1969;

Pan y cols., 1975; Pan, 1987; , Mebus, 1988). En pulmones con lesiones neuménicas de curso

crénico se demostrd la existencia de antfgeno vfrico, IgG, complemento y fibrina en los alvéolos,

septos alveolares y paredes vasculares (Pan y cols., 1975), y en algunos casos, macréfagos
alveolares con cuerpos de inclusién viricos en el citoplasma presentaron también fluorescencia
frente a IgG y complemento, indicando la presencia de complejos antfgeno-anticuerpo-
complemento en el interior de los macréfagos (Pan y cols., 1975). Estos datos han sido
interpretados como indicadores del desarrollo de lesiones inmunopatoldgicas en la PPA crénica
(Moulton y Coggins, 1968; Coggins, 1974; Pan y cols., 1975; Bertram, 1986; Mims, 1987;
Bertram y cols., 1989).

La aplicacidh de técnicas de inmunoperoxidasa sobre tejidos de cerdos infectados con el
aislado E70, ha demostrado la presencia de antfgeno virico, a partir de los 3 dpi, en monocitos
y macrdfagos intravasculares pulmonares (MIPs). Ademds a los 5 dpi fue detectado en macréfagos
intersticiales y neutrdfilos intravasculares (Ferndndez y cols., 1990; Ferndndez y cols., 1991a;
Ferndndez y cols., 1992a, Ferndndez y cols., 1992b; Ferndndez y cols., 1992c; Pérez, 1992).
Con un aislado menos patégeno (E75), y a partir de los 9 dpi, la inmunorreaccién especffica se
demost-ré en las mismas células y en macréfagos alveolares. Algunas células inmunorreactivas
para el antfgeno vfrico presentaron simultdneamente IgM, IgG y Clq de forma granular difusa
o bien restringida a un drea redondeada del citoplasma a partir de los 5 dpi (Ferndndez y cols.,
1991b; Ferndndez y cols., 1992c; Pérez, 1992). Estos resultados indicarfan la presencia de
inmunocomplejos, los cuales podrfan activar y estimular la capacidad de fagocitosis de los
macréfagos intravasculares a los 5 y 7 dpi (Smith y cols., 1986; Mims, 1987) provocando una
mayor produccién y secrecién de sustancias vasoactivas mediadoras de los mecanismos
circulatorios que participan en la produccién del edema alveolar (Bertram, 1986, Bertram y cols.,
1989; Ferndndez y cols., 1992c) caracterfstico de la PPA aguda. En cambio, en las lesiones
pulmonares subagudas los inmunocompejos observados a los 12 dpi fueron detectados en
macréfagos alveolares con signos degenerativos y asociados a linfocitos, macréfagos y neutrdfilos,
lo que puede representar morfolégicamente mecanismos de destruccién celular inmunomediados
(Ferndndez y cols., 1992c¢).

Mediante técnicas de hibridacién "in situ"”, se ha observado material genético virico a nivel
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de epitelio alveolar, brongquial y en macréfagos del exudado inflamatorio (Galo y Nunes Petisca,

1990).

Los trabajos ultraestructurales de pulmones infectados con el aislado E70 demostraron un .

‘aumento del nimero de MIPs a los 3 y 5 dpi, en contraste con la disminucién de células de

Kupffer destruidas en estos estadfos (Carrasco, 1988),-16 que sugiere un comportamiento diferente
en la interaccién virus-célula en cada dérgano (Pan,’ 1987; Carrasco, 1988). Los MIPs y,

“ secundariamente los monocitos circulantes, son las 'células que preséntan replicacién vfrica én

" mayor proporcién a nivel pulmonar con este aislado, aumentando con los dpi el mimero de células
y restos celulares que contienen virus (Carrasco, 1988 Sierra y cols., 1990a; Carrasco y cols.,
1992; .Fernéndez y cols., 1992b).

_ En los animales inoculados con el aislado E75 se observé una intensa pal_'ticipacidn de los
MIPs, si bien, la destru'ccié,n.celular es menor en relacién al aislado altamente virulento. A partir
de los 11 dpi decrece el mimero de estas células y aparecen procesos neumonicos focales con
presepcia de abundantes macréfagos alveolares en los que, en una alta proporcién, se observa
replicacidh virica lo que justificarfa la eliminacién aerégena del virus (Carrasco, 1988; Sierra y
cols., 1'990a).

IL5.7. Rifién.

' La lesion renal mds caracterfstica de la PPA consiste en la presencia de hemorragias
pete_quiales localizédas principalmente a nivel cortiéal' (Maurer y cols., 1958; -Falgén y Niiiiez,
1’960; Séculi y Costa, 1961;_ DeTray, 1963; Nunes Petisca, 1965b; Castagnoli y cols., 1967;
Mouiton y Coggins, 1968; Castagnoli, 1969; Dardiri y Hess, 1970; Hess, 1971; Rodriguez y
cols., 1972; Gayot y cols., 1974; Ruiz Martfnez, 1978; Plowright, 1980; Wilkinson y cols.,
1981; 'Séﬁchez Botija, 1982; Schlafer y Mebus, 1984a; McDanie'l 1986; Sierra y cols., 1986;
~Mebus, 1987; Topley, 1990) En la zona medular también se describen con frecuencia
hemorraglas en los czillces (Maurer y cols., 1958; Falc6n y Niifiez, 1960; Moulton y Coggins,
1968) y alrededor de la pelvis (Nunes Petisca, 1965b; Castagnoli, 1969; Mebus y Dardiri, 1979;
Plowright, 198_0;‘McDa‘niel,,l986; Sierra y cols., 1986; Mebus, 1988; Sdnchez-Vizcafno, 1992;
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Sierra'y cols., 1993), siendo muy caracterfstico la coleccién de sangre dentro de la pelvis renal

(Castagnoli y cols., 1967; Rodrfguez y cols., 1972; Gayot.y cols., 1974; McDaniel, 1986).

~ Histolégicamente y a nivel glomerular, los capilares presentan detritus celulares circulantes
(Garcfa e Costay Alves de Matds, 1980; Quezada, 1988; Sierray vcols., 1989; Ferndndez y cols.,
1992a) o.pueden estar ocluidos por micrptrombos (Maurer y cols., 1958; Konno y cols., 1971a;
ﬁQuézadé, 1988; Quezada y cbls., 1989; Sierra y cols., 1989; Martfn-Ferndndez y cols., 1991;
Sierra y cols., 1993). La barrera de filtracién glomerular estd precdzmente afectada, existiendo
una 'pequeﬁa cantidad de-sangre o l{quido proteindceo en la cdpsula de Bowman (Maurer y cols.,
’ 1958: Mdulton y Coggins, 1968; NunesPetisca y Martins Gongalves, 1978; Martin-Ferndndez
y cols., 1991»). Al ﬁﬁal de .la enfermedad aguda, los»glomérulos presentan hia]iriizacidn y
engrosamiento PAS positivo de las membranas basales asf como una infiltracién inflamatoria muy
~ escasa (Nunes .Petisca, 1'9651‘);. Moulton y Coggins; 1968; Nunes Petisca y Martins Gongalves,
: 1978;1Maﬁfn<Fernénd‘¢z y cols., 1991) pudiendo pof el contrério desarrollarse, en las formas
crénicas, glomerulonefritis proliferativas, con hiperplasia de células mesangiales y engrosamiento
de la. cﬁps’ula de Bowman '(Nunes Petisca, 1965a; Nunes Pétfsca, 1965b; Sdnchez Bdtija, 1980;
'VSiérrA_a y'(:ols.., 1986; Martfn-Ferhéndez y cols., 1991)b. A

Una congestién vascular y muiltiples hemorragias‘ de distinta intensidad con destruccién

' "del'sist'e.r_na tubular que se encuentra a estos niveles son frecuentes en las zonas cortico-medulares
(Nunes Petisca, 1965b; Lucas y cols., 1970; Konno y cols., 1971a; Mebus y Ruiz Martfnez,
1978; Dardiri, 1979;-'Martfn-Ferhéndez y cols., 1991). En las primeras fases de la infeccidn los

tibulos muestran lesiones degeneratiilas con destrucciéh de la parte apical de las células epiteliales

eVoiucionando'haéia la destruccién del cuerpo celular y desbrendimiento de Ia membrana basal

(Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1978). A los 7 dpi se observa una necrosis tubular difusa

con la presencia en el interior de los. tibulos de_masas-hialinas o cilindros granulosos PAS

positivos (Maurer y cols., 1958; Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y cols., 1969; Konno y

cols., 1971a; Nunes Petisca y Manins- Gongalves, 1978; Mebus y Dardiri, 1979; Tepstra, 1987)

conﬁgurando lesiones tubulotéxicas (Maurer y cols., 1958).

En el intersticio renal destacan las lesiones vasculares de distinta intensidad que serfan las

causantes del 'edemav;vhe_morragias, trombosis e infartos (Maurer y cols., 1958; Moulton y
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Coggins, 1968; Sierra y cols., 1986; Quezada, 1988; Sierra y cols., 1989; Ferndndez y cols.,
1992a).- Independientemente del aislado, a partir de los 7 dpi se produce una infiltracién de células
mononhcleares'(Colgrove y cols., 1969; Nunes Petisca.y Martins'Gongalves 1978' Mebus y
~ Dardiri, 1979) reconocidas como células reticuloendoteliales, c€lulas redondas baséﬁlas que

- ‘probablemente corresponden a células indiferenciadas lmfoplasmomtarnas (Konno y cols., 1971a;

Garcfa e Costa y Alves de Matos, 1980; Martfn-Fernéndez y cols., 1991); estas proliferaciones

'son mayores en las formas crénicas en las que destaca una nefritis intersticial multifocal (Nunes

Petisca, 1965a; Sierra y cols., 1986).

En el rifién y, aplicando la técnica de la inmunofluorescencia se han observado escasas
cantidades de - antfgeno vfriéo coincidiendo con un sistema mononuclear fagocitico poco
desarrollado en este 6rgano (Bou]anger y cols., 1966; Boulangér y cols., 1967; Bool y cols.,
© 1969; Colgrovey cols., 1969; Dardlrly Hess, 1970; Coggins, 1974; Pan, 1987). La positividad
se ha detectado en macréfagos intersticiales (Bool y cols., 1969; Colgrove y cols., 1969; Pan,
1987 Mebus, 1988) glomérulos (Boulanger y cols., 1966; Boulangerycols 1967; Bool y cols.,
1969; Mebus, 1988), mlcrotrombos células mesangiales, monocitos y células del epitelio tubular
(Pan, 1987) En cursos subagudos y crénicos la fluorescencia especifica se ha observado en las
paredes de los capilares glomerulares y en el mesangio conjuntamente con fibrina, 1gG y C3
(Slauson y S4nchez-Vizcafmo, 1981; Martfn-Fernéndez y cols., 1991), lo que sugiere la
partlcqpacnén de fenémenos de hipersensibilidad en el desarrollo de la glomerulonefritis

‘caracterfstica en estas formas de la enfermedad.

Mediante técnicas de inmunoperoxidasa se ha observado antfgeno virico en células
mesangiales, monocitos 'y macréfagos intersticiales, células endoteliales y células del epitelio
tubular a los 7 dpi con :el aislado E70 (Ferriéndez y cols., 1991a; Ferndndez y cols., 1992a) y en
mécrdfagos y monocitos de glomérulds e intersticio a los 9 dpi con el aislado E75, no
enc_oritf{mdose inmunorreactividad en este 6rgano a los 11 y 12 dpi (Ferndndez y cols., 1991a;
_ Ferhaindez y cols., 1992a).

Los estudios de microscopia electrémca resaltan los fenémenos degenerauvos tubulares,

repllcac16n en monocitos a partir de los 5 y 7 dpi, asf como en macrdfagos intersticiales y células

endoteliales de los capilares intertubulares en las lesiones renales agudas con el aislado E70
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(Quezada, 1988; Sierra y cols., 1989), observandose coagulacién intravascular en los capilares
. glomerulares e intertubulares a partir de los 9 dpi conjuntamente con cambios degeherati_vos
_tu__bula‘re,sl ’é infiltracién inte)rs‘tAicial'dé macréfagos y linfocitos con el aislado moderadamente

virulen_tp E75 (Quezada, 1988; Quezada y cols., 1989; Siérra'y cols., 1989).

~ IL6.INMUNOLOGIA DE LA PPA.

El tropismo primario del virus de la PPA por las células del SMF es un factor que se
considera muy importante en el desarrollo de la respuesta inmur_lolégica frente al virus, pudiendo

variar ésta segun la capacidad patégena del aislado viral implicado (Mebus, 1988).

~ En cerdos infectados con aislados viricos muy patégenos se ha demostrado que muchas
'células,_-‘impl_ic‘:adas en el desz_irrollo de una resphesta inmune son destruidas y précticamente
des'aparecén, tanto por la accién d-irecta de la replicacibn del virus, como a través de mecanismos
ind‘iré_c‘tos. En este. sehtido, se ha.bprop_uesto que la replicacién del virus en células lpresentadoras
de -antfgéno del SMF limita la respuesta inmunoldgiéa normal (Coggins, 19744; Pierce, 1980;
Mebus y cols., 1983; Gonzilez, 1985a; Pan y Hess, 1985; Lawman y cols., 1987;. Mebus, 1987;
Pan, 1987; ’anzélez y cols.,‘198'9). | |

As{, los virus muy virulentos (E70, L60) no permitirfan el desarrollo de la respuesta
~ inmune, él destruir de forma répida el SMF, en cambio, los virus menos pat6genos (E75, RD)
establecen un infeccién con una menor‘_d'estruccién. de estos elementos (Wardley y cols., 1979,
Mebus y cols., 1983; Mebus, 1988) permitiendo una respuesta inmunoldgica temp‘rana-que
participarfa posteriormente en las. reacciones inmunopatoldgicas (Pan y cols., 1975). En este
sentido, se ha sefialado que en la forrﬁa aguda de PPA, cuando la muerte ocurre antes de los 11
dpi, los cerdos mueren por ﬁna destruccién rdpida y sistémica. del SMF, mientras que en la
muerte que ocurre después de los 13 dpi sé deberfa a fenémenos inmunopatolégicos

deséncadenanfes de las "muertes inmunolégicas" (Pan y cols., 1975; Pan y Hess, 1985).
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Estas diferencias en la interaccién entre los distintos aislados y los monocito/ macréfagos
| han sido observadas también "in vitro". En cultivos de monocitos infectados con VPPA virulento
eiisté un alto grado de'in»feccidn, asf como. una completa destruccion a partir del segundo y tercer
dpi (Wardley y Wilkinson, 1977b; Forman y cols., 1983; Casal cols., 1984). Sin embargo, los
- cultivos de macréfagos infectados con- estos aislados mostrardri un bajo nivel de infeccién,

sobreviviendo muchos de ellos a la accién del virus.

La utilizacién de cultivos de macréfagos. infectados. con aislados viricos virulentos y
-atenuados permitié determinar que el ciclo de infeccién con ambos aislados es distinto; asf
mientras los aislados atenuados producen un menor efecto citopdtico con el establecimiento de una
infeccién productiva eficaz, los aislados vinilgntos‘ se caracterizan por la produccidn de un ciclo
litico con una menor produccién virica.(Wardley y cols., 1979). En eSte sentido, hay que tener
en cuenta que el crecimiento vfr_icb en macréfagos no es la vinica caracterfstica que determina la
: v_irulenéia "in vivo". Por otra parte, se deduce que el macréfago puede ser uno de los tipos
celulares implicados en la persistencia del virus en el cerdo (Enjuanes y cols., 1977, Wardley y
Wilkinson, 1977b; Wardley y colé., 1979); mecanismo en el cual, segun algunos autores, podrfa
intervenir el interferon (Kim, 1987 , Esparza y cols., 1988), si bien otros autores no. detectaron
la inﬂuencia del interferon en la pe:éisteni:ia virica en macréfagos utilizando.a_islados virulentos

y atenuados (Wardley y cols., 1979). .

Otro de los mecanismos que se ve modificado en la infeccién por el VPPA es la actividad

fagocitica de los macréfagos. Asf, se ha observado que esta actividad disminuye progresivamente

hasta'el octavo dpi, tanto con la cepa virulenta Lisboa 60 (L60) '(Mebus y Gregg, 1985) como con

la cepa'atenuada Reptiblica Dorriinicana (RD 1II), sin erﬁbargo, a partir de este momento exiSten
' djferehéias entre ambos aislados; los cerdos infectados con la cepa L60 no recobrah la actividad
fagocftica y mueren al noveno dpi, mientras que los infectados con la cepa RD II recuperan esta
actividad (Mebus y Gregg, 1985; Mebhs, 1988). También el aislado E75 induce una disminucién
simultdnea de la fagocitosis y de la liberacién de fosfatasa 4cida, funciones que retornan hacia la
quinta semana a los niveles normales -(Sénchez-Vizcafno y cols., 1981). Otras funciones de los
macréfagos que di'sminuyen tras la ihfecciéh por VPPA son la quimiotaxis y la respiracién

~.oxidativa (Lawman y cols., 1987).
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Ademd4s de la destruccién de los monocitos y macréfagos, los linfocitos disminuyen en las
infecciones por el VPPA (Rodrfguez, 1972; Sédnchez-Vizcafno y cols., 1981; Knudsen y Genovesi,
19873; ‘Genovesi y cols., 19,88'.),‘ lo que fepercute sobre la respuesta inmune y parece dépender

-de la virulencia del aisladb (Wardley' y Wilkinson, 1980a; Sdnchez-Vizcafno y cols., 1981;
Sdnchez-Vizcafno y cols., 1983a).

Aungue en escasas ocasiones, se ha sefialado que el virus replica tanto "in vivo" como "in

vitro" en los linfocitos porcinos (Nunes Petisca y Martins Gongalves, 1976; Wardley:y cols.,

- 1977c; Sdnchez Botija, 1980; McDaniel, 1986). Este fenémeno se ha demostrado "in vitro", en
cultivos de linfocitos poréinos (Wardley y cols., 1977c; Ward]ey; 1982), en cultivos de células

CTLL y TC-6 de bovino, y en cultivos mixtos de linfocitos y células renales de cerdo (Ruiz

: Gbnzal_Vo» y cols., 1966; Taka’matsu y cols., 1987), e "in vivo" a través de la observacién de un

“anillo fluorescente rodeando al nticleo de algunos linfocitos en animales infectados (Colgrove,
1968; Colgrove y cols., 1969). ‘

En estudios "in vivo" e "in vitro" tras infeccién con cepas VPPA de moderada virulencia,
se observé que ni los linfocitos T, ni los B, presentaban inhibicién de la capacidad de
‘prollferacwn tras ser estimulados con agentes mitogénicos. Estos resultados indican que en
infecciones con aislados de moderada virulencia no existe inmunosupresion, ni del sistema inmune

celular ni del humoral (William y cols., 1976; Shimizu y cols., 1977; Knudsen y Genovesi,

19873; Scholl y cols., 1989; Canals y cols., 1992; Revilla y cols., 1992); sin embargo, otros -

autores han observado una disminucién en la capacidad de procesar el antigeno en los macréfagos
infectados (Wardley y cols., 1979; Meb_ps y Gregg, 1985; M_artins, 1987, Gonzidlez y cols., 1989;

Gonzilez Juarrero y cols., 1992a; Gonzélez Juarrero y cols., 1992b).

Utilizando aislados de alta virulencia y en estudios "in vivo" se observ6 una disminucion
de la mitogénesis de linfocitos T, por lo que parece que la. capacidad para producit
inmunosupresién depende de la virulenéia' de la cepa (Sénchez-Vizc_:afno y cols., 1981; Sanchez-
Vi_zi:al’no y cols., 1983a). Por otra parte, monoqhinas producidas por monocitos infectados
produjeron una supresion en la blastogénesis de linfocitos T y B "in vitro" (Wardley y Wilkinson,
1980a; Sdnchez-Vizcafno y cbls., >1981; Wardley, 1982; Passalaqua y cols., 1988).
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También existen discrepancias sobre qué tipo de linfocitos son los mds afectados; asf,
mlentras que algunos autores sefialan que son los lmfoc1tos B (Wardley y Wilkinson, 1977a;
Wardley y Wilkinson, 1980a), para otros serfan los lmfoc1tos T (Sénchez Botija, 1980; Sdnchez-
Vizcafno y cols., 1981; Sdnchez-Vizcafno y Ordds, 1985; Sdnchez-Vizcafno y Ordds, 1986b). La
ausencia de correlacién entre la funcién y el mimero de los linfocitos T y los tftulos de
anticuerpos relativamente altos sevdebevrfa aque estos'anticuerpos fueron producidos en respuesta
a antfgénqs_vfricos T independientes (Séhchez-Vizcafno‘ y cols., 1981), explicdndose de esta forma
el que pue&a desarrollarse una' respuesta humoral desde las primeras semanas después de la

infeccién.

Mediante microscopfa electrénica y en estudios "in vitro", se ha demostrado la presencia
de partfculas vfricas maduras dentro- de los linfocitos. A las 24 hpi hay una alta proporcién de
célu.las en degeneracién y necrosis, la cual se incrementa con el tiempo. El virus ha sido
observado junto a restos de membranas y células en degeneracion, y también en agrupaciones de

partfculas vfricas en células menos degeneradas (Wardley y cols., 19‘7,7c).

Esta accién directa del virus podrfa explicar la disminucién del nimero de linfocitos
| (Maurer y cols., 1958; Wardley y Wilkinson, 1977a), pero no existe proporcién entre el nimero
Qe linfocitos con antfgeno 'vfricp y el de linfocitos en necrosis. Por el contrario, otros autores
 sefialan 'que los linfocitos son las células menos afectadas por el virus, pudiendo serlo tinicamente

en los ﬁltimoé estadios de la enfermédad (Boulanger y cols., 1966; Moulton y Coggins, 1968;
-Colgrove y cols., 1969; Plowright, 1980).

La respuesta humoral en cerdos enfermos de PPA es muy temprana, detectdndose

anticuerpos anti-VPPA del isotipo IgM a partir de los 3-4 dpi medidos mediante RIA (Wardley |

y Wilkinson, 1980b) y ELISA (Hamdy y Dardiri, 1980; Hamdy y cols., 1981; Forman y cols.,
1982; Sanchez-Vizcafno y cols., 1983b_; S4nchez-Vizcafno y Ordés, 1986b; Pastor y cols., 1990;
Arias y cols.,- 1993). A los 5 dpi se han detectado mediante inmunoperoxidasa en cultivos
(Wensvoort y cols., 1988) alcanzando niveles altos a los 14 dpi (Hamdy y Dardiri, 1980; Hamdy
y cols., 1981; Wensvoort y cols., 1988) y descendiendo a partir de los 21 dpi con désaparicién
a los 30 dpi después de la infeccién experimental (Hamdy y Dardiri-, 1980).
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Los anticuerpos del isotipo IgG anti-VPPA se detectan desde los 6-10 dpi (Mebus y cols.,

1983; Sén;hez—Vizcafno y cols., 1983b; Mebus, 1987; Wensvoort y cols., 1988) y persisteﬁ al

menos durante 10 meses (Harﬁdy y Dardiri, 1980). Estos anticuerpos han sido detectados a partir

de los 7 dpi por ei método- de la fijacién . del complementov, inmunoprecipitacién e

| inmunofluorescencia (Cowan, 1963; Coggins y Heuschele, 1966; Coggins, 1974; William y cols.,
1976).

A pesar de la existencia de anticuerpos especfficos anti-VPPA (Hess, 1971; Hess, 1981;
Casal y cols., 1987), no hay evideéncias. de que éstos sean capaces de heutralizar la capacidad de
N infeccién del virus (DeTray, 1957; DeTray, 1963; DeBoer, 1967; Stone y Hess, 1967; DeBoer
y cols., 1969; William y cols., 1976; Vifiuela, 1985; Casal y cols:, 1987; Lunney, 1987),
coexistiendo la viremia con la presencia de anticuerpos durante todo el curso de la enfermedad
aguda (Hess, 1971; DeBoer y.-(:ols., 1972; Sdnchez-Vizcamo y cols., 1981; Mebus, 1988).
'Aﬁnque no éxisten anticuerpos neutralizémtes, los cerdos infectados con aislados de baja virulencia

- pueden recuperarse o progresar hacia una enfermedad crénica.

La ausencia de la capacidad neutralizante de los anticuérpos anti-VPPA es un fenémeno

atin no aclarado, pudiendo deberse a la localizacién intracelular del virus, a la escasa produccién

_'de anticuerpos realmente neutralizantes o bien, a la heterogeneidad de las estructuras antigénicas
.eXisténtes, ‘en poblaciones v{ficas'mixtas, (Pan y cols., 1970; DeBoer y cols., 1972; Pan y Hess,

1985; Pan y cols., 1988).

El papel del sistema inmune en la patogenia de la enfermedad aguda es complejo y no estd
todavfa totalmente establecido (Alonso, 1987; Wilkinson, 1989). Dada la ausencia de anticuerpos
neutralizantes, la funcién de los anticuerpos y de otros mecanismos efectores han sido e.étudiados
por varios grupos de investigécién; en este sentido exponemos a continuacién algunos datos sobre

los mismos:
Inmunidad frente al virus.

Los anticuerpos procedentes del suero de animales convalecientes, administrados

pasivamente pueden reducir el nivel de replicacién de virus homélogos en infecciones "in vitro”
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(Ruiz Gonzalvo y cols., 1986a; Ruiz Gonzalvo y cols., 1986b; Ruiz Gonzalvo y cols., 1987), y
disminuyen "in vivo" la gravedad de la enfermedad en cerdos infectados con aislados homdlogos
~ virulentos (Hess, 1971; Schlafer y cols., 1984b; Wardley y cols., 1985).

Citolisis mediada por células dependientes de anticuerpos (CCDA).

Los anticuerpos implicados en este fenémeno (Forman y cols., 1982; Norley y Wardley,
1983b; Wardley y cols., 1985; Lunney, 1987; Schultz y cols., 1987), est4n presentes desde los
13 dpi siendo los neutréfilos las células efectoras. Esta reaccién de CCDA reduce la cantidad de
virus en las células infectadas "in vitro", pero "in vivo" los cerdos con enfermedad aguda mueren
probablemente antes de que estos anticuerpos esten presentes (Norley y Wardley, 1983b; Wardley
'y cols., 1985). | |

Citolisis mediada por complemento.

Los anticuerpos unidos a los antfgenos de la superficie de las células infectadas pueden
detectarsé a partir de los 5-7 dfas después de la inoculacién con virus virulento. Los anticuerpos
fijadores de complemento apareceh a los 14-15 dpi; por lo que es probable que aparezcan
~ “demasiado tarde para prevenir la destruccién celular y la liberacién de grandes cantidades de virus

en infecciones con aislados altamente Vimlentds w illiém y cols., 1976; Norley y Wardley, 1982;
Wardley y cols., 1985). Este fenémeno parece tener una especificidad significativa ya que no
“necesariamente produce la lisis de células infectadas por otros aislados viricos (Norley y Wardley,
1982); la reaccién de la CCDA sin embargo, no parece mostrar tal especificidad (Wardley y
cols., 1985). |

Linfocitos T citotdxicos y Citotoxicidad Natural.

Se ha observado que los linfocitos citotéxicos desarrollan su actividad a partir de los 6-7
dpi, lo que jugarfa un papel importante en la patogenia de la enfermedad (Norley y Wardley,
1984; Lunney, 1987;‘ Scholl y cols., 1989). En estudios "in vitro", se ha demostrado que los
linfocitos T citotéxicos, recogidos de sangre de cerdos infectados naturalmente con un aislado de

baja virulencia, son capaces de lisar macréfagos porcinos infectados con virus homélogo (Martins,
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1987; Martins y cols., 1988). Estos mecanismos citotéxicos parecen ser prometedores para la
produccién de una proteccidn efectiva. frente al virus (Alonso, 1987; Mendoza y cols., 1987;
- Mebus, 1988; Scholl y cols., 1989). |

En varias enfermedades vfricas se ha demostrado la lisis de las células infectadas por
linfocitos sin una clara especificidad inmunolégica siendo activadas por los interferones, el VPPA

se ha observado que puede inhibir las‘_funciones de las células ‘NK "in vitro" (Wardley y cols.,

1_979; Norley y Wardley, 1983a; Mendoza y cols., 1987; Mendoza y cols., 1991; Revilla y cols.,

1992).

Todosv estos mecanismos parecen estar implicados en la supervivencia, y los cerdos
recuperados son resistentes al enfréntamiento con virus homdlogos (DeTray, 1963; Hess, 1971;
Mébus, 1980; Ruiz Gonzalvo y cols., 1983; Hamdy y Dard'iri, 1984; Ruiz Gonzaliro y cols.,
.1986b),aunque se trate de virus hemoadsorbentes y no hemoadsorbentes (Thomson y cols., 1979),
bero no con virus heterélogo (Coggins y cols., 1967; Hess, 1971; DeBoer y‘ cols., 1972;
’Ihdmso_n y cols., 1979; Pan y Hess, 1985; Ruiz Gonzalvo y cols., 1986b). Algunos animales
r_ecupefad_os muestran una resistencia parcial a la reinfeccién no apareciendo sfntomas clfnicos
pero exiétiendo alguna replicacién vfrica lo que les convierte en animales portadores y
eliminadores de virus que pueden afectar a poblaciones de cerdos susceptibles (DeTray, 1957,
“Mebus y Dardiri, 1980; Ruiz Gonzalvo y cols., 1983). ’

La inmunologfa en la eh_fermedad crénica ha sido. estudiada en animales infectados
experimentalmente que sobrevivieron después de la infeccién con aislados virulentos y atenuados.
' Estos."cerdos pueden mostrar altbs ni\)eles de anticuerpos (Coggins y cols., 1967; Hess, 1971;
DeBoer y cols., 1972), y también pueden producir anticuerpoS neutralizantes frente a otros virus.
En ia PPA crénica se desarrolla una hipergammaglobulinehia (Pany cols., 1970; DeBoer y,éols. ,
1972; Pan y Hess, 1985) c;omo consecuencia de una inusual cantidad de antfgeno virico en la
superficie de las células inféctadas,- en un estado de infeccién persistente (Pan y cols., -1970;
DeBoer y cols., 1972; Casal y cols., 1984; Arias y éols.; 1986) as( como por una reduccién en
la capacidad} fagocftica de los fnacréfagos, lo que disminuye la retirada de los inmunocomplejos
de la circulacién (Mebus y Gregg, 1985; Sanchez-Vizcafno y Ordds, 1986; Martins y cols.,
1988). -
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En relaci6n a la inmunidad celular, se ha descrito que la hipersensibilidad retardada contra
antfgenos del VPPA y los linfocitos sensibilizados espeéfﬁcamente pueden estar presentes durante
- 27 meses (Shimizu y cols., 1977; Plowright, 1980).

La enfermedad crénica es generalmente fatal y se ha sugerido que las lesiones pueden ser
-inmunopatolégicas (Coggins y cols., 1967; Hess, 1971; Coggins, 1974; Moulton y cols., 1975;
Wardley‘y cols., 1983; Bielefeldt y cols., 1986; Pan, 1987). En este sentido se han demostrado
complejos antfgeno-anticuerpo en lesiones necréticas pulmonares (Pan y cols., 1975) y en los

gldmérulos, renales (Slauson y Sanchez-Vizcafno, 1981; Martfn-Ferndndez y cols., 1991) de

cerdos afectados crénicamente. Igualmente y asociados a células infectadas y en necrosis se ha

obsefvado, a partir de los 11 dpi, (Ferndndez y cols., 1992c) la presencia de leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos, linfocitos, monocitos y macréfagos; todas estas células son
capaces de mediar fenémenos de citotoxicidad (Forman y cols., 1983; Kooistra y cols., 1985;
Kim, 1987; Mims, 1987; Schultz y cols., 1987).

La capacidad de los inmunocomplejos de mediar la infeccién en macréfagos es dificil de
establecer (Peiris y cols., 1981; Sisson'y Borysiewicz, 1985; Ferndndez y cols., 1992c) pues "in
vitro",-nd se ha demostrado que el recéptor Fc medie una infe_c’cién productiva en estas células
(Alcami y Vifiuela, 1991), lo que permitirfa una vfa accesoria de infeccién, mecanismo empleado

© por otros virus causantes de enfermedades hemorr4gicas (Halstead y cols., 1978).
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II.1. MATERIAL

" III.1.1. Animales.

- Las muestras necesarias para 1,? realizacién de este trabajo se han obtenido de 12 cerdos
miniatura, 7 machos y 5 ‘hcmbras,, de»3 méses de edad y aproximadamente 12 Kg. de peso vivo
al comienzo de la experiencia, exenios de enfermedades infecciosas y parasitarias. Como tejidos
control se han utilizado 6rganbs pfocedentes de seis cerdos de raza Landrace seronegativos a la
PPA.

Los animales fueron distribuidos en seis lotes de dos cerdos cada uno, tal como muestra
el cuadro n°l1, a los que se les inoculé por vfa intramuscular una dosis de 10°HADy, de virus de
la Peste Porcina Africana (VPPA) aislado Espafia 75 (E75) El aislado del VPPA clasificado
como hemoadsorbente, fue parcialmente atenuado tras haber recibido cuatro pases en cultivos
celulares CV1 (células renales de Mono verde), tres pases en cultivos de células VERO (células

renales de Macaccus rhesus) y un pase en cultivo celular de leucocitos porcinos normales.

‘Los animales fueron mantenidos en boxes especiales durante toda la experiencia con la

administracién de alimentacién y agua "ad libitum". Diariamente se control la temperatura
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corporal de todos los animales hasta el dfa del sacrificio.

El sacrificio de los animales se realizé segin el cuadro n°1:

ANIMALES TIEMPO DE

LOTE INOCULADOS SACRIFICIO
I 2 2 dpi
iI | 2 4 "
iu 2 6 "
v 2 78"
v 2 10 "
VI 2 . 12

dpi: dias postinoculacién; *:uno de los animales del lote IV fue encontrado muerto a los siete dias postinoculacién.

La' eleccién de estos tiempos de sacrificio fue programada en experiencias prévias
realizadas con el mismo aislado, asf como con aislados de las mismas caracterfsticas de virulencia

y patogenicidad, teniendo igualmente en cuenta la dosis y la vfa de inoculacién.

Previamente al sacrificio, los animales fueron tranquilizados con una dosis de 3.5 ml de

azaperona (Stresnil®) vfa intramuscular y anestesiados con 1 gr de Tiobarbital vfa intravenosa.
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1H.1.2. Obtencidén de las lhuestras de drganos.

El sactiﬁcio se realiz6 en un estado de anestesia profunda del animal mediante el

. desangrado y la realizacién de la necropsia reglada de un cerdo en cada Iote, tom4ndose

inmediatamente las muestras de los dlstmtos érganos que fueron fi Jadas por inmersién en formol

diluido al 10% en tamp6n fosfato 0.1 M y en Alcohol al 96%. El tamaifio de las muestras ﬁjadas
mediante ;nmersnén en formol fue de 1 cm’, mientras que ]as fijadas por inmersién en alcohol

tenfan unas dimensiones apro_ximadas de (1x1x0.4) cm.

El otro animal de cada lote fue sometldo a la fijacién por el método de la perfusién
vascular empleando glutaraldehido al 2.5% en tampdn fosfato preparado seguin el método descrito
por Sabatini y cols. (1963). La- -perfusién vascular se realizé siguiendo el método empleado
previamente por Sierra y cols (1987); p’ostenormente, se tomaron muestras de 1 cm® lavdndose

parte de ellas en tampdn fosfato y se refijaron en formol tamponado.

III.1.3. Obtencién de las muestras de sangre.

Previo al sacrificio de cada animal se recogieron distintas cantidades de sangre que fueron
depositadas en tubos conteniendo las siguientes sustancias anticoagulantes: EDTA (2.5 ml), citrato
s6dico (2.5 ml) y heparina (5 ml); adicionalmente, para la obtencién de suero, se recogieron 10

ml de sangre que fueron depositados en tubos Venojet®.

Esta sangre fue utilizada para recuento eritrocitario, leucocitario y plaquetario. Igualmente
se réaliz6 la determinaci6n del titulo de virus en sangre, asf como la presencia de anticuerpos anti-

virus y sus correspondientes isotipos ng, IgA e IgG.
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Hni.1.4. Reactivos de Inmunohistoquimica.

A. Antisueros monoclonales (MoAb).

1.- MoAb (18BG3) (IgG) anti-PV 73 del VPPA (Lab. INGENASA).
© 2.- MoAb (IgG) anti-IgG1 de cerdo (Lab. SEROTEC).

3.- MoAb (IgG) anti-IgM de cerdo (Lab. SEROTEC).

4.- MoAb (IgG) anti-IgA de cerdo (Lab. SEROTEC).

5.- MoAb anti-queratina RCK-102 (Lab. Euro-Diagnostic.).

B.’,Anticu_erpos policlonales.

6.- 'Aﬁticuerpo anti-antfgeno relacionado con el factor VIII de la coagulacién.(Lab. Dakopatts).

C. Antisueros conjugados. v
7.- _Sliero anti-IgG de conejo creado en cerdo y conjugado con biotina (Vectastain ABC Kit, Lab.
Vector). -
8.- 'Sﬁerb_anti-lg G de ratén creado en cabra y conjugado con biotina (Lab. Dakopatts).
9.- Cdmplejo Avidina—biotina-perox_idasa (Vectastain ABC Kit;'Lab. Vector).
. 10.- C(v)jmplejo‘ Streptavidina conjugada con Fostatasa Alcalina (Lab. BioGenex).

D. Sueros no inmunes.
11.- »Suero-norrhal de cabra (Lab. Vector).

12.- Suero normal de cerdo (Lab. Vector).

E. Cromégenos.
13.- Diaminbbenzidina (3,3, diaminobenzidine tetrahydrochloride) (Lab. Sigma).

14.- Sustrato Fast Red (Lab. BioG_enex).'

F. Tampones.
15.- PBS. Fosfato Buffer Salino pH 7.2.
16.- TBS. Tris Buffer Salino (Lab. Sigma) pH 7.6.
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I11.2. METODOS

II1.2.1. Estudio Estructural.

Las muestras fijadas en glutaraldehido se lavaron en tampén fosfato (pH 7.2) y se refijaron
en formaldehido tamponado al 10%. Las muestras fijadas en alcohol al 96% se procesaron ségﬁn
el método descrito por Sainte-Ma:ie (1962) incluyéndose los tejidds en ambos casos en parafina
para lo qué se utiliz6 un procesador de 'tejidos Shandon 2L processor MK11 con bomba de vacfo

incorporada.

Para el estudio histol6gico se realizaron cortes de 3 a 4 micrémetros de grosor que fueron

tefiidos con la técnica de hematoxilina-eosina, Giemsa, PAS, Frasser-Lemdrum y PTAH.

" Los cortes fueron realizados con un microtomo Reicher Jung 1130/Biocut 20. Para el
estudid‘ estructural e inmunocitoqufmico dichos cortes histolégicos fueron observados y

foto’gréﬁados con los microscopios Zeiss modelo Axiophot y Olympus Vanox-T modelo AH-2.

111.2.2. Estudio Inmunohistoquimico.

Para la realizacién del estudio inmunohistoqufmico, parte de las muestras refijadas en
formol se lavaron durante 12 horas a. 4° C en TBS y, junto con las muestras fijadas
primariamente en formol y alcohol, se incluyeron en parafina segiin el método rutinario y el
descrito por Sainte-Marie (1962) respectivamente. De estas muestras se realizaron cortes de 3

micrémetros de grosor sobre los que se utilizaron varias técnicas inmunocitoqufmicas.
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I11.2.2.1. Pretratamientos.

Como pasos previos a las determinaciones inmunohistolégicas se realizaron, segtin el caso,

los siguienites pretratamientos:
* Digestién enzimaitica.

Las dlgestlones enzimdticas de los cortes hlstoléglcos desparaﬁnados fueron reallzados con
la finalldad de desenmascarar antfgenos viricos, para lo cual se empleg tripsina y/o pronasa. La
_tr1psm1zac16n se realizé antes de la incubacién de los cortes con suero normal, para ello, los
cortegzdesparaﬁnados se sometieron al tratamiento con una solucién acuosa de tripsina (Lab.
Fluka) al 0.25% y Cl,Caal 0.02%, manteniendo el pH'a 7.6. Este tratamiento se realiz6 durante
60 minutos a 37° C.

La pronasa (Proteasa E, Sigma Chemical Co.) fue utilizada al 0.1% en PBS, incubando
los cor'tesldurante 10 minutos a temperatura ambiente. Este tratamiento resulté mds adecuado que
' la tripsinizaci6n en la deteccién de- la protefna virica PV73 del VPPA y de las inmunoglobulinas

porcinas en los tejidos fijados en formol tamponado al 10%.

= Procedimiento de elucién de anticuerpos.

Con la finalidad de eliminar posibles enmascaramientos y bloqueos de antfgenos del VPPA
por parte de los anticuerpos desarrollados en la respuesta _imune, se empled la técnica descrita
por Porter y cols. (1973), quiénés la utilizaron con resultédos positivos en la ‘enfermedad
Aleutiana del Visén. Para ello, antes de la digestién enzimdtica con pronasa, los cortes fueron
sumergidbs durante 3 horas a 37°C en un tampén citratado 0.01 M con Albiimina Bovina (Sigma

Chemical Co.) al 0.02%, manteniendo el pH a 3.2.
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I11.2.2.2. Demostracién de la proteina viral PV73.

Con esta finalidad se emplearon dos técnicas inmunohistolégicas: la Avidina-Biotina-
Peroxidasa (ABC) y la Strept_avidina conjugada con fosfatasa alcalina (Strp FA) utilizando como

reactivo primario un anticuerpo ‘monoclonal dirigido contrala protéfna virica PV73.
El procedimiento técnico abarcé los siguientes- pasos:

1- Desparafinado: mediante tres pases por xilol de 10 minutos cada uno.
2- Rehidratacién: utilizando pases de 5 minutos en una escala descendente de alcoholes (100, 96
y 70 %‘)'.
3- Inhibicidn de la peroxidasa endégena sometiendo los cortes a la accién del alcohol metflico con
H,0, al 2.5% durante 30 min. . |
4- Dos lavados en H,O destilada de 5 min. cada uno.
: 5- Un lavado en PBS durante 5 min.
6- Digestion enzimdtica con Pronasa al 0.1% en PBS durante 10 min. a temperatura ambiente.
7- Tres lavados de 10-min. en PBS.
8- Incubacién en cdmara himeda con suero normal de cabra diluido al 1/100 en PBS durante 30
min. a temperatura ambiente.
9- Retirada del exceso‘ de suero normal e incubacién con el anticuerpo monoclonal anti-PV73
(18BG3) dilu:id‘o al 1/10 en PBS durante 18 horas a 4° C.
* 10- Tres lavados de 10 min. en PBS.
11- Incubacién con suero anti-IgG de ratén creado en cabra y conjugado con biotina diluido al
1720 en PBS durante 30 min. a temperatura ambiente.
12- Dos lavados de 10 min. en PBS.

En este punto los procedimientos variaron segin la técnica inmunohistolégica empleada: -

ABC.

13.- Incubacién de los cortes con un complejo Avidina-biotina-peroxidasa (ABC) en cdmara
himeda, durante 1 hora a temperatura ambiente.

14.- Dos lavados de 10 min. en PBS.

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



MATERIAL Y METODOS , .59

15.- Un lavado de 10 min. en TBS.

16.- La reaccidn fue reve]ada durante 1 minuto con Dxammobencndma (DAB) diluida al 0.03%
en TBS y en presencia de peréxido de hidrégeno (H, O,).

17.- Lavado de 10 min. en agua corriente.

18.- Contratinéién nuclear con hematoxilina durante 1 minuto, deshidratacién y montaje seguin

" el procedimiento habituai.
- Strp FA.

13.- Incubacién de los cortes durante 1 hora a temperatura ambiente en cdmara hiimeda con el
rgactivo Streptavidina conjugadd con fosfatasa alcalina a una dilucién de 1/25 en PBS.

14.- Dos lavados de 10 min. en PBS. |

" 15.- Un lavado de 10 min. en TBS.

16.- Revelado de la reaccién mediante la utilizacién del cromégeno Fast Red al 0.02% en Tris
buffer conteniendo nafthol durante 5-10 min.

17.- Lavado en agua coﬁ_‘iente durante 10 min.

18.- Contratincién nuclear con hematdxiliha durante 1 minuto.

19.- Lavado en agua corriente durante 5 min. |

20.- Mohtaje en medio acuoso immu-mount® (Shandon Co.)
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Para la puesta a punto de la técnica inmunohistolégica idénea utilizamos cortes de bazo
de los animales sacrificados a los 4 dpi. Los resultados obtenidos con los distintos fijadores

_ utilizados los resumimos en la tabla n°® 2:

| [ FIJADOR
" FORMOL ALCOHOL | GLUTARALDEH.
}' ,‘ Tincién especifica | +++ .++ +
Tmcuin iﬁe&pea’ﬁcﬁ - | + +

(;): negati’vp;' (+):positividad moderada; (+ -+): positividad intensa; (+ + +): positividad muy intensa.

‘La inmunorreaccién positiva especffica se presenté distribuida homogéneamente por el
citoplasma apareciendo, en algunas ocasiones, en forma de inclusiones redondeadas circunscritas

de coloracién mds intensa localizadas en posicién yuxtanuclear.

El mimero de células y la intensidad de la reaccién positiva especifica observada con el
MoAb anti-PV73 y con los MoAbs anti-IgM, IgG e IgA porcinas fueron méximas al utilizar
‘cortes de tejidos fijados con formol tamponado siendo en estos casos, inapreciable la tincién
ihespecfﬁca de foﬂdo. En tejidos fijados con alcohol al 96% la inmunorreaccion especffica fue
'sensiblerriente menor apareciendo una marcada reaccién inespecffica en el plasma y en el tejido
»conecti;'o. Finalmente, el glutaraidehido fue el fijador con el que obtuvimos peores resultados al
detectar una escasa cantidad de antfgeno, mientras que permanecfa una intensa tincion inespecffica

de fondo.
111.2.2.3. Demostracién de inmunoglobulinas IgM, IgG e IgA porcinas.

La deteccién de inmimoglobulinas porcinas fue realizada en tejidos fijados en formol e
incluidos en parafina utilizando la técnica de la Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) descrita por

Hsu y cols (1981).

Previamente a la. incubaci6n con los anticuerpos primarios, los cortes fueron sometidos
a digestién enzimdtica con Pronasa segin hemos indicado anteriormente. A continuacién se

procedi a 1a incubaci6n con los anticuerpos monoclonales anti-IgM de cerdo a una dilucién 1/20;
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anti-IgG diluido a 1/50 y anti‘-IgA' a una dilucién 1/150, durante 18 horas a 4° C.

Como suero secundario se utiliz6 un suero anti-IgG de ratén conjugado con biotina durante
30 min. a temperatura ambiente én una dilucién 1/20 en PBS y, como reactivo terciario, se utilizé

el complejo AQidina-Biotina—Peroxidasa (ABC) durante 1 hora a temperatura ambiente.
I11.2.2.4. Demostracién de queratinas en el epitelio de las tonsilas.

Con el objetivo de determinar las células epiteliales tonsilares y la posible presencia de

la PV73 en estas células, se realizaron las dos técnicas siguientes:

- La primera, empleando dos cortes seriados en los que se utiliz6 el anticuerpo anti-PV73 y anti-

filamento intermedio RCK-102 respectivamente.

- Y, una segunda, mediante la técnica de doble marcaje combinando el ABC y la Strp FA,
realizando en primer lugar la determinacién y revelado con DAB de la protefna RCK-102, e
incubando a continuacién con el anticuerpo anti-PV73 y revelando la fosfatasa alcalina con el

sustrato Fast-red.
I11.2.2.5. Determinacién del antigeno relacionado con el Factor VIII de la coagulacion.

Con ¢l objetivo de determinar la participacién de las plaquetas en los procesos de
microtrombosis observadas en los distintos érganos, fue determinada la presencia de antfgeno
relacionado vcon el F-VIII en la composicién de los microtrombos localizados en el rifién y en el

pulmén.

Los cortes desparafinados fueron sometidos a un pretratamiento con pronasa, segun el

método descrito previamente, e incubados con suero normal de cerdo diluido al 1/100 en PBS

“durante 30" min. a temperatura ambiente. Como ‘anticuerpo primario se utilizé un suero
desarrollado en conejo anti Factor VIII a una dilucién 1/800 en PBS durante 18 h a 4°C. Como
“anticuerpo puente se empled un anticuerpo anti-IgG de conejo biotinado a una dilucién 1/200 en

PBS y como reactivo terciario, se afiadi el complejo ABC.
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111.2.3. Estudio Hematol6gico.

III.2.3 1, Récueﬁto de hematies y leucocitos.

- Estos se reahzaron empleando la sangre heparinizada dlluyendo parte de la mfsma al 1/
100.000 para el contaje de hematfes y a una dilucién 1/1000 para el recuento de leucocitos. Para
la d;lucxén se utiliz6 el lfquido ISOTRON II reahzénd_ose el recuento con un contador automdtico

de células Coulter Counter Sampling Stand II, modelo C-256 y un Coulter Counter modelo ZM.

II1.2.3.2. Recuento de plaquetas.
Para el recuento -de plaquetas, la sangre con EDTA fue diluida al 1/100 en l{quido para
confaje plaquetario (PLAQUET#CROMR) y se emple6 la cdmara de Neubauer y un microscopio

Leitz modelo Laborolux 11 para su observacién y recuento.

III.Z.‘3.3. Estudio viroldgico y seroldgico.

Para la obtencién del'sue’ro -la sangre fue precentrifugada a 1.500 rpm durante 10 minutos
y el sobrenadante se volvi6 a centrlfugar 9.000 rpm durante 30 minutos utilizdndose en ambos
casos una centrffuga refrlgerada IEC (International Equ1pament Company USA) CENTRA-7R;

el suero fue recogido y se congelé a -70°C hasta su utilizacion.

'El tftulo de virus en sangre completa fue realizado gentilmente por el Dr. Gonzalvo y la
‘determinacién de los isotipos de inmunoglobulinas porcinas anti-VPPA en el suero fue realizada
mediante el método de ELISA por el Dr. Domfnguez, ambos investigadores del Centro de

Investigacién en Sanidad Animal de Valdeolmos (INIA, Madrid).

Esta experiencia ha sido realizada en colaboracién con el Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias (INIA) de Madrid, el cual nos facilité los animales, el aislado de VPPA,
los equipos para el estudio hematoldgico y los locales donde se llev a cabo la inoculacién y la

recogida de muestras.
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IV.1. ESTUDIO ESTRUCTURAL.

IV.1.1. OBSERVACIONES EN TONSILAS.

"LOTE 1 (2 dpi).
Las criptas tonsilares mostraron una ligera descamacién con infiltracién intraepitelial de

células m_ononucleares y algunos granulocitos neutrdéfilos.

~ En el tejido interfolicular se evidenciaron algunos histiocitos, linfocitos, neut:éﬁlos y
eosinéfilos de morfologfa normal; los folfculos linfoides presentaron caracterfsticas

histoldgic‘amente normales, ‘destacando algunas figuras de mitosis.

LOTE 11 (4 dpi).

Las luces de las criptas contenfan células descamadas entremezcladas con algunos

leucocitos y linfocitos, los cuales también aparecfan en las zonas epitelial y subepitelial.

En las 4reas interfoliculares se aprecié un ligero aumento de células mononucleares,
alguna de las cuales y desde este dfa de sacrificio, mostraban hlpercromatos1s cortical. Por otra

parte, los folfculos linfoides mamfestaron un aumento del mimero de células en mitosis.
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LOTE 111 (6 dpi).

En estos animales aument$ considerablemente la descamacién celular en las criptas en
donde se entremezclaban preferentemente células epiteliales, mononucleares y polimorfonucleares.
Tgualmente, la infiltracién intraepitelial de leucocitos aument6 observandose marginacién periférica

de la cromatina en las células mononucleares.

_ Los vasos del tejido interfolicular presentaron abundantes células mononucleares
circulantes, destacando los monocitos. En el estroma destacé la infiltracién de linfocitos,
'maci',(.if‘ag'os y células plasmiticas. Leucocitos eosinéfilos y, en menor mimero, los neutrdfilos
farribién:- estaban presentes en las dreas interfoliculares. Los folfculos linfoides presentaron

abundantes células en mitosis y algunas células mononucleares en degeneracién y necrosis.

 LOTE IV (7 dpi* - 8 dpi).

El epitelio estfatif_icado de las criptas tonsilares mostré una mayor infiltracién celular
 caracterizada por numerosas céh"xlas mononucleares. En la luz de las criptas aparecfan abundantes
_éé}lu]a’s‘ dgscamadas y restos celulares. El tejido interfolicular y los folfculos linfoides también

presentaron cambios m4s manifiestos que los descritos en el lote anterior.

El animal muerto mostrd los cambios degenerativo-necrdticos mds graves a este nivel; con
focos de necrosis que abarcaban amplias zonas de las criptas, con desprendimiento del epitelio,
,abuhdaﬁtes células inflamatorias y presencia de colonias bacterianas. Los tejidos subepitelial e
interfolicular mostraron uné, intensa hiperemia e infiltracién de células mononucleares y
polimorfonucleares entre los que resaltan los neutrdfilos y los eosindfilos.

Los _folfculos linfoides de _ias tonsilas manifestaron una intensa deplecién, con escasas

mitosis y abundantes células en degeneracién y necrosis.

LOTE V (10 dpi).

Las criptas y zonas interfoliculares presentaron lesiones similares a los lotes anteriores,
con dilatacién y restos celulares desprendidos en las primeras y, numerosos leucocitos infiltrados
en las 'segundas.

Los folfculos linfoides mostraron una acentuada deplecién, con escasas mitosis y

numerosas células mononucleares en degeneracién y necrosis.
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LOTE VI (12 dpi).

Las lesiones coincidieron con las observadas en el lote anterior, destacando los fenémenos

-inﬂamatori_oé en el tejido interfoliculaf, caracterizado por una marcada hiperemia y numerosos
histiocitos, neutréfilos y eosinGfilos. | '

" Los folfculos linfoides también presentaron una intensa deplecién con numerosas células
mononucleares en necrosis. Los macréfagos intraepiteliales, interfoliculares y foliculares

~ presentaban con frecuencia en su citoplasma eritrocitos y restos celulares.

'1IV.1.2. OBSERVACIONES EN GANGLIOS LINFATICOS.

LOTE 1 (2 dpi).

Nihguno de los ganglios linfiticos estudiados (mandibulares, mediastfnicos,
gastrohep4ticos, renales y poplfteos) mostré cambios histoldgicos significativos con respecto a los
animales control. Unicamente cabe destacar un ligero aumento en el nimero de mitosis en los

~centros germinales de los folfculos linfoides asf, como uh mayor nimero de células en los senos

linfaticos capsulares y en la luz de las vénulas postcapilares.

LOTE 11 (4 dpi).

El tejido linfoide difuso y los centros germinales de todos los ganglios analizados
presentaron numerosas figuras de mit‘osis'. También se observé un aumento de los distintos tipos
celulares .alred_edor de las vénulas post{:apilares; los macréfagos libres y fijos presentes en los
senos y'tej.ido linfoide difuso mostrando.ffecuentes fenémenos de hipercromatosis cortical;' Otros
elementos celulares presentes én estos ganglios fueron los eosindfilos y, en menor grado,

neutréfilos.

El ganglio gastrohepdtico present6, a nivel de tejido linfoide difuso, la mayor cantidad de

macréfagos con procesos de degeneracién y necrosis, conteniendo estas células en muchos casos,
abundantes vacuolas fagocitarias. A nivel subca_psulér también se observé un aumento del mimero
de eritrocitos, muchos de ellos fagocitados por macréfagos libres o fijos, los cuales presentaban

fenémenos de hemoadsorcién asociados a hipercromatosis cortical.
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LOTE III (6 dpi).

"En los senos subcapsulares y, en menor medida, en los trabeculares aument6
~ considerablemente el mimero de eritrocitos, muchos de ellos fagocitados por macréfagos con
signos de degeneracién y necrosis. Algunos linfocitos, entremezclados con eritrocitos, préximos

a las zonas subcapsulares también presentaron degeneracién y necrosis.

En el tejido linfoide difuso se presentaron abundantes macréfagos en degeneracién y
" necrosis reconocidos por los cambios nucleares de hipercromatosis cortical, picnosis, cariorrexis
y car1011s1s Otros elementos celulares presentes fueron eosindfilos y neutrdfilos, con frecuencia
préximos a las. dreas de necrosis. Los foliculos lmfondes presentaban una moderada deplecxdn

escasas mitosis asf como algunos macréfagos y linfocitos en degeneracién y necrosis.

Los fenémenos vasculares degeneratnvo -necrdticos y hemorrdgicos fueron mds mtensos
en el ganglio gastrohepdtico y el renal, afectando secuencialmente en intensidad a las zonas de

los senos subcapsulares, trabeculares, dreas del tejido linfoide dlfuso y folfculos linfoides.

LOTE1V (7 dpi* - 8 dpi).

Los ganglios del animal sacrificado a los 8 dpi manifestaron una mayor intensidad en las

lesiones congestlvo -hemorrdgicas afectando a los senos y a gran parte del tejido linfoide difuso. -

En estas zonas se observaron abundantes macréfagos libres y fijos con fenémenos de
“hipercromatosis cortical y er1_trofagoc1t_os1s, mientras otros mostraron picnosis, cariorrexis y
cariolisis. El tejido linfoide difuso presentaba una intensa hipercelularidad con la presencia de

abundantes histiocitos y li'nfocitos, muchos de ellos, en degeneracién y necrosis.

Los procesos degenerativo-necréticos y hemorréglcos fueron intensos en el ganglio
gastrohepdtico y el renal en los que, practicamente sélo se evidenciaron los folfculos linfoides
mientras en el tejido linfoide difuso y los senos mostraban una gran cantidad de eritrocitos, restos
célulafes y macréfagos aislados: Otros leucocitos, como neutréfilos y eosindfilos, se presentaban
alrededor de zonas de hemorragia y préximos a focos de necrosis. Los vasos sangufneos en
general y‘las vénulas postcapilares mostraron una ligera tumefacién endotelial e hialinizacién de
moderada a intensa en sus paredes. Los centros gemiinales de los folfculos presentaron escasas

mitosis asf como algunos macréfagos y linfocitos en degeneracién y necrosis.
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En el animal muerto y a diferencia de los animales sacrificados, el ganglio mandibular y

el mediastfnico también evidenciaron marcados procesos necrético-hemorrigicos con abundantes

restos celulares tanto libres como en el interior de macréfagos y neutrdfilos. Los folfculos

_linfoides de estos ganglios presentaban una intensa deplecién conteniendo entre los restos celulares

algunas células mononucleares con hipercromatosis cortical.

- Los ganglios renales y gastrohepiticos presentaban una pérdida total -de la arquitectura
tisular normal estando ocupado el péréﬁquima ganglionar pricticamente por un codgulo de sangre,
s6lo se evidenciaron algunas céli_ﬂas,‘ mononucleares, resios. de folfculos linfoides y vasos
sangufneos trombosados y/o mostrando una intensa tﬁmefacién endotelial e hialinizacién de sus

paredes.

LOTE V (10 dpi).

Los senos linfdticos y el tejido linfoide difuso presentaron cambios histolégicos similares
a los descritos en el lote antefior @8 dp.i). Los centros germiriaies foliculares mostraron algunas
figuras de mitosis y eSpecialmente, fue significativo en estos animales, la delimitaéién con el 4rea
folicular periférica en donde aparecfan abundantes linfocitos maduros. En algunos folfculos pocas
células mononucleares mostraban marginacién periférica de la cromatina asf como algunas

necrosis apoptésicas.

El ganglio mediastfnico presentd abundantes restos celulares en los senos y en el tejido

linfbide difuso, en donde apafecfan también hemorrégias muy manifiestas.

En el ganglio renal y en el gastrohepdtico los cambios vasculares fueron muy intensos con
abundantes elementos sangufneos en los senos dilatados y, en gran parte del tejido linfoide difuso.
Alrededor de estas hemorragias y en las zonas profundas del parénquima aparecieron numerosos

eosinofilos.

LOTE VI (12 dpi).

En los senos linfaticos y en menor medida, en el tejido linfoide difuso se observaron
abundantes hematfes ademds, muchos macréfagos fijos y libres ‘de estas 4reas mostraron

hipercromatosis cortical asf como vacuolas fagocfticas con eritrocitos y restos celulares. Los
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folfculos linfoides presentaron abundantes células mononucleares en las dreas periféricas con
degeneracién y necrosis, apareciendo NUMErosos restos celulares y eritrocitos fagocitados por
macréfagos y ‘granulocitos. Los vasos ganglionares y, particularmente las vénulas postcapilares
mostraron lesiones mds manifiestas que en el lote anterior observadndose las células endoteliales

tumefactas, con vacuolizacién nuclear e hialinizacién de la pared vascular.

" El ganglio gastrohepdtico y el renal y, en menor medida el mediastinico, presentaron las
lesiones m4ds graves, consistentes en amplias dreas necrdticas y hemorrdgicas que afectaban

pricticamente a la totalidad del 6rgano.

1V.1.3 OBSERVACIONES EN BAZO.

LOTE 1 2 dpi).

En la pulpa esplénica roja se observé una congestién moderada principalmente en las
zonas. marginales y vainas rhacrofégicas donde también se observaron frecuentes figuras de
mitosis. o B

| Tanto las vainas linfoides periartefi‘ales (VLP) como los centros germinales presentaban

caracterfsticas histolégicas normales, éstos iltimos mostraron frecuentes figuras de mitosis.

LOTE 11 (4 dpi).

- La pulpa esplénica roja mostré una congestién m4s manifiesta. Distribuidos difusamente

se observaron numerosos macréfagos y linfocitos con hipercromatosis cortical o en necrosis, los

restos celulares aparecfan libres o bien fagocitados por macréfagos y neutréfilos, estos cambios -

fueron particularmente marcados en las zonas marginales o perifoliculares.
Las vainas macrofégicas presentaban congestién y procesos de degeneracién y necrosis

de los macréfagos y/o células reticulares que constituyen esta estructura.

En estos animales se observaron numerosos macréfagos fijos y libres con hipercromatosis
cortical que mostraban simultdneamente im4genes de hemoadsorci6n localizadas preferentemente

en las zonas marginales, vainas macrofdgicas y senos de la pulpa esplénica roja.
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En las zonas m4s periféricas de las VLP y en los centros germinales se observaron

algunos macréfagos y linfocitos en degeneracion y necrosis. Estas zonas se encontraron infiltradas

“por eritrocitos y neutréfilos, observdndose eritrocitos y"'r'cstos celulares fagocitados en el

‘citdplasma de macrdéfagos. La necrosis se observé de forma difusa a algunos folfculos linfoides, -

disminuyendo el mimero de mitosis comparativamente con las observadas en el lote anterior.

LOTE 111 (6 dpi).

En la pulpa esplénica roja predominaron los eritrocitos y los restos celulares junto a
‘macrdfagos en degeheracién fagocitando eritrocitos y/o restos celulares. Asociados a estas zonas
de necrosis se obsevaron con frecuencia neutréfilos y eosindfilos.

Las véinas maérofégit:as se observaron desestructuradas con intensa congestién,

‘abundantes eritrocitos extravasados y necrosis m4s intensa que en los lotes anteriores. .

La pulpa esplénica blanca se encontraba muy deplecionada; con abundantes células
mononucleares y linfocitos en degeneracién y necrosis, y con aumento del nimero de eritrocitos

y neutrdfilos en estas dreas mds lesionadas.

LOTE IV (7 dpi* - 8 dpi.

-En el 'animal sacrificado (8 dpi), los cambios observados en la pulpa esplénica blanca y

- zonas marginales fueron similares a los del lote anterior, si bien, fueron m4s intensas las necrosis.

de células mononucleares. En las zonas marginales fueron también observados neutréfilos,
eosindfilos, mielocitos y algunos megacariocitos. |
Las vainas macrofdgicas estaban hialinizadas y desestructuradas presentando una marcada

degeneracién y necrosis de las células macrofﬁgicas y linfocitos de esta zona.

En el animal muerto (7 dpi), 1a pulpa esplénica roja mostré una intensa congestién con
acumulaciéh de sangre en ﬁreas en las que se ha perdido la arquitectura del érgano, observdndose
tinicamente restos de folfculos linfoides y algunos macréfagos, neutréfilos y eosihdﬁlds.

Las vainas macrofdgicas estaban hialinizadas permaneciendo visibles, en algunas, las luces
capilares. En los vasos sangufneos y en los senos venosos se observaron lesiones congestivo-
hemorrdgicas caracterizadas por m_iérotrombosis, hialinizacién de la pared vascular y mallas de

fibrina extravasada.
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LOTE V_(10 dpi).

Los cambios observados fueron similares a los descritos en el cerdo sacrificado a los 8
-dpi. Los vasos sangufneos presentaron lesiones mds intensas siendo igualmente, m4s manifiestos
los procesoS degenerativo-nécrdticos de células mononucleares, tanto en la pulpa esplénica roja
como en la pulpa esplénica blanca. Es de destacar la presenéia en estos animales de una moderada

proliferacién linfoplasmocitaria de caracter difuso.

LOTE VI (12 dpi).

Ademds de los procesos observados en el lote anterior, en los vasos trabeculares se

observaron abundantes monocitos y linfocitos circulantes en necrosis.

La pulpa esplénica roja estaba intensamente hiperémica, con pérdida de la arquitectura en

algunas zonas, caracterizada por' hialinizacién de los cordones eSplénicos, numerosas células
_ macfbfégicas en degeneracién y necrosis y abundantes restos celulares asociados a fibrina. Otros
- elementos celulares observados fueron mielocitos, células plasmdticas y megacariocitos con
distribucién difusa. La pulpa ‘éspléniCa blanca manifesté lesiones idénticas a las observadas en los

"animales sacrificados a los 10 dpi.

1V.1.4. OBSERVACIONES EN MEDULA OSEA,
LOTE I (2 dpi).
lLa médula 6sea mantenfa una estructura normal observandose numerosos focos de células
hematopoyéticas, en éstos se observaron frecuentes figuras de mitosis, células sangufneas
inmaduras y megacariocitos. Los senos-vasculares mostraron una moderada congestién sin otros

cambios significativos.

LOTE 11 (4 dpi).

Los senos vasculares se observaron dilatados conteniendo abundantes eritrocitos y
leucocitos maduros circulantes. Numerosas células mononucleares circulantes o fijas (células

reticulares) presentaban marginacién de la cromatina y en escaso nimero, fenémenos de picnosis

y caridrrexis. Alguna de estas células contenfan restos necréticos y eritrocitos fagocitados siendo -
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frecuentes las células en mitosis en las dreas hematopoyéticas.

LOTE IH (6 dpi.
~ Junto a los cambios descrito_s en el lote anterior, aparecié un mayor mimero de células
mononuéleérés en necrosis tanto en las -éfeas hematopoyéticas como' sinusoidales.
Los megacariocitos - disminuyeron en nﬁm_éro manifestando cambios morfolégicos,

-especialmente a nivel nuclear, con marginacién periférica de la cromatina o picnosis.

LOTE 1V (7 dpi* - 8 dpi).

El animal sacrificado present6 intehsos fenémenos citopéticos en las distintas dreas de la
médula,ééea, representados por numerosas células mononucleares con hipercromatosis cortical,
-eritrofagocitosis o con picnosis. El nimero de eritrocitos aumenté considerablemente en la médula
especialmente, en las zonas en las que la necrosis fue mds manifiesta. Los megacariocitos, m4s

escasos que en lotes anteriores, presentaban signos de degeneraci6n y necrosis.

En el animal encontrado muerto (7 dpi) la presencia de células sangufneas circulantes fue
mds intensa y las células mononucleares macrofégicas y ‘los 1ihfocitos presentaban signos
degenerativo-necréticos muy intensos asociados a la presencia de fibrina.

En este animal el mimero de megacarlocnos fue muy escaso presentdndose 1gualmente

leucoc1tos granulocftlcos inmaduros con marcados signos de degeneracién y necrosis.

~LOTE V (10 dpi).

Los vasos y sinusoides contenfan gran cantidad de eritrocitos, desplazando éstos las 4reas
hematopoyétlcas que se reconocfan en nidos donde aparecfan algunas en mitosis y sngnos de
degeneracndn y necroms celular. Al igual que en los lotes anteriores, muchos monocnto/
macréfagos, libres y fijos, presentaban hipercromatosis cortlcal y vacuolas fagocfticas; otros
también picnosis, cariorrexis y cariolisis.

Los megacariocitos-eran muy escasos presentando signos de degeneracién y necrosis. En
estos animales se observaron numerosos mielocitos en necrosis asf como neutréfilos y eosinéfilos

normales.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOS 13

LOTE VI (12 dpi).

En estos animales las lesiones observadas fueron ligeramente menores que en los del lote
anterior, pero se mantuvieron lasv necrosis de las células localizadas preferentemente en las dreas
correspOndientes a los senos. En cambio los megacariocitos se observaron en mayor nimero que
en los lotes anteriores, presentdndose algunos de ellos en divisién y otros con marginacién

periférica de la cromatina.

1V.1.5. OBSERVACIONES EN HIGADO.

LOTE I 2 dpi).
_ Los lobulillos hepdticos de estos ahimales no mostraron cambios histoldgicos significativos
que pudieran diferenciarlos de las observaciones realizadas en los animales control. Las células
de Kupffer no presentaron cambios histol6gicos apreciables en los sinusoides, destacando por el

contrario numerosos leucocitos circulantes.

LOTE 11 (4 dpi).

Este 6rgano present6 una hiperemia moderada y un ligero edema intersticial en el espacio
porta y- septos interlobulillares. En ambas zonas se detectaron histiocito/ macréfagos con
marginacién de la cromatina y, en un menor mimero, picnosis y cariorrexis. En estas 4reas

también se observé un ligero aumento de linfocitos y granulocitos.

En-los sinusoides se apreci6 una ligera dilatacién con numerosos monocitos y linfocitos
c;irculantes? alguno de los cuales mostraba marginacién de 1a cromatina y, menos frecuentemente,
picnosis. Otras células sangufneas frecuentes en los sinusoides fueron los granulocitos neutréfilos
y los eosindfilos. o V

Las células de Kupffer, en un mayor nimero que en el lote I, se presentaron hipertréficas
e hiperpldsicas, fenémenos que fueron m4s manifiestos en las zonas perilobulillares. Estas células

aparecieron, en muchos casos, con marginacién de la cromatina y eritrofagocitosis.

A partir de los 4 dpi, numerosos monocitos circulantes y células de Kupffer hipertréficas

mostraron una corona de eritrocitos adheridos a su superficie, imagen que caracteriza al fenémeno
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de hemoadsorcidn, la cual fue-m4s evidente en los animales perfundidos con glutaraldehido.

"LOTE 111 (6 dpi). -

LaS lesiones fueron similares a las descritas en el lote anterior, destacando un mayor grado
de hipéremia e infiltracién celular en el intersticio h‘epético, tanto en el espacio periportal como
interlobixlillar. En los sinusoides, las células-de Kupffer presentaron mayoritariamente cambios
degenerativos, eritrofagocitosis y fenémenos de hemadsocién. En estas zonas aumentaron los

restos necrdticos circulantes asociados a leucocitos.

LOTE 1V (7 dpi* - 8 dpi).
'El tejido intersticial - mostr6 una mayor edematizacién y aumento del infiltrado
mononuclear caracterizado por histiocito/ macréfagos, linfocitos, células plasmaticas, neutréfilos

y eosindfilos, algunos de los cuales presentaban signos degenerativos.

En los sinusoides los cambios m4s significativos correspondieron a un aumento de las
células en necrosis, asf como la edematizacién del esp_a_cio de Disse. En estas zonas las células
de Kupffer mostraron hipertrofia e hiperplasfa, presentando mayoritariamente signos de
hipercromatosis cortical, picnosis, cariorrexis y cariolisis. En este animal se observaron
hepat6¢itos con hipercromatosis cortical y tumefacién citoplasmdtica en las regiones peri y

mediolobulillares.

En el animal muerto .(7 dpi), los cambios descritos fueron mds acentuados destacando,
como caracterfsticas diferenciales, una hiperemia intensa, un aumento considerable del infiltrado
inflamtorio en el tejido intersticial en el que abundaban los eosindfilos, neutréfilos y restos

celulares.

Los sinusoides presentaron abundantes células mononucleares circulantes en necrosis y
granulocitos inmaduros préximos a restos celulares. Todo ello, entre una gran cantidad de
eritrocitos que en algunas zonas se presentaban extravasados. Las lesiones degenerativo-necréticas
de las células de Kupffer se intensificaron en este animal afectando a todo el lobulillo. Igualmente,
y de forma difusa, en las distintas dreas lobulillares se presentaron numerosos hepatocitos con

marginacién de la cromatina o con signos de picnosis y cariorrexis; estas células aparecfan
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aisladas o bien en grupos, alrededor de los cuales existfan abundantes eritrocitos y granulocitos.

~LOTE V (10 dpi).
En este lote, los cambios histolégicos fueron similares a los presentes en el animal
~ sacrificado a los 8 dpi con una evidente dilatacién de los vasos y smusondes con presencia de
abundantes células en circulacién asf como en el tejido 1nterst1c1al hepético. Los monocito/
mac_:réfagos circulantes y las células de Kupffer mostraron con frecuencia, cambios degenerativos

e imdgenes _'de hemoadsorcién y eritrofagocitosis.

Los hepatocitos, de forma aislada o en pequefios grupos, evidenciaron procesos
- degenerativos con tumefaccién nuclear y citoplasmética asf como degeneracién microvacuolar en

~ algunos lobulillos.

LOTE VI (12 dpi).
El tejido intersticial hepdtico present6 mayor edematizacién y proliferacién celular

intersticial constituida por macréfagos y células linfoplasmocitarias. -

Los sinusoides estaban marcadamente dilatados conteniendo abundantes eritrocitos,
monocito/ macréfagos'-éircula.ntgs, linfocitos, granulocitos y restos celulares. Las células de
Kupffér fueron mds numerosas en estos cerdos manteniéndose los cambios degenerativo-necréticos

y los fenémenos de hemoadsorcidn indicados anteriormente.

Numerosos hepatocntos presentaban marginacién de la cromatma y necrosis aisladas o en
grupos configurdndose, en estos casos pequenas lagunas hemdticas constituidas por abundantes

eritrocitos, restos de hepatocitos y algunos granulocitos.
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1V.1.6 OBSERVACIONES EN PULMON.

LOTE 1 (2 dpi).

Este érgano presentS. una- moderada hiperemia con ligera dilatacién de los capilares
interalveolares. En estos vasos se observaron fundamentalmente células mononucleares y algunos
linfocitos circﬁlantes. Otros elementos celulares presentes en las luces vasculares fueron
neutréfilos 'y eosindfilos. Las luces bronquiales y bronco-alveolares no presentaron cambios

histolégicos significativos.

'LOTE 1II (4 dpi).

"En los septos interalveolares los capilares septales contenfan numerosas células, en su
mayorfa mononucleares. El micleo de‘muéhas de estas células presentaba marginacion periférica
dé la cromatina y en menor medida picnosis. Se podfan diferenciar por sus caracterfsticas
morfoldglcas células mononucleares de mayor volumen ocupando la luz vascular, algunas con

signos degenerativos; estas células probablemente corresponden a macréfagos intravasculares

pulmonares (MIPs).

Otros elementos celulares presentes en cantidades considerables fueron los linfocitos,

neutréfilos, eosindfilos, mielocitos y algun. megacariocito circulante.

LOTE 111 (6 dpi).

Las modificaciones mds mamﬁestas se localizaron igualmente en los septos con una clara
hipercelularidad caracterizada por numerosos monocito/ macréfagos con hlpercromat031s cortical,

picnosis, cariorrexis y cariolisis; algunos de ellos contenfan en su citoplasma restos celulares.

Otras células circulantes que se presentaron de forma constante fueron los neutrdfilos,
eosindfilos, linfocitos y algunos megacariocitos. Es de destacar la presencia de abundantes células

en mitosis a nivel de los septos interalveolares.

LOTE IV (7 dpi* - 8 dpi).

- Los capilares interalveolares presentaron una mayor dilatacién con presencia de abundantes

eritrocitos y leucocitos. Los monocito/ macréfagos circulantes y los adheridos al endotelio
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vascular mostraron signos de degeneracién, coincidiendo con la aparicién de abundantes restos

celulares en las luces capilares.

El animal muerto presentd una intensa hiperemia con dilatacién de grandes vasos y septos
interalveolares; en estos -vasos aparecieron abundantes trombos, lesiones en el endotelio y pared
vascular, asf{ como una. marcada edematizacién el tejido intersticial perivascular de todo el
parénquima pulmonar. Igualménté.fueron observadas algunas zonas de hemorragia intersticial y
alveolar asociadas a restos celulares. No fueron observados macréfagos alveolares lesionados,
pero si fueron numerosos los mismos tipos celulares descritos en el lote anterior, destacando la
_ fpresencia” de algiin megacariocito. '

LOTE V (10 dpi).

Las lesiones fueron similares a las descritas en el animal sacrificado a los 8 dpi. En lo
referente a los septos interalveolares, destacaba la presencila de un gran nimero de linfocitos
. circulantés y numerosas mitosis junto a monoctito/ macréfagos, eosindfilos y neutrdfilos
ciréu]antes.-En la luz de bro'nquio‘s y alvéolos s6lo se observé la presencia de algunas células

epiteliales descamadas.

LOTE VI (12 dpi).

Los cambios vasculares observados en estos cerdos fueron intensos con engrosamiento de

los septos interalveolares y colapsamiento alveolar focal. En.vasos sangufneos de distinto calibre

se observaron trombos y abundantes detritus celulares. Las células endoteliales en estos puntos

se encontraban tumefactas, con los nicleos picnéticos y algunas de ellas, desprehdidas en la luz

vascular.

Los septos interalveolares presentaban también una intensa hipercelularidad con
caracterfsticas semejantes a las expuestas en el lote anterior, destacando un mayor mimero de
"céfulaS en necrosis y detritus celulares localizados libres o en el interior de macréfagos. Los
megacariocitos se observaron con maydr frecuencia que en los lotes anteriores; en la luz

broncoalveolar s6lo se evidenciaron algunas células epiteliales.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOS : 78

IV.1.7 OBSERVACIONES EN RINON.

LOTE 1 (2 dpi).

Este drgano s6lo mostr6 una moderada hiperemia en los vasos glomerulares e
intersticiales, fundamentalmente de la corteza renal. En los espacios capsulares se observé una
ligera cantidad de -material aciddfilo | homogéneo. Las estructuras de la zona medular no

presentaron ninguna alteracién con respecto a las observaciones en los animales control.

LOTE 11 (4 dpi).

Los glomérulos mostraron una hiperemia mds marcada con respecto al lote anterior, e
igualmente en la cdpsula de Bowman se presentaron glébulos acidéfilos y homogéneos en escaso
nimero. Las células epiteliales. de la. éapsula se observaron tumefactas en algunos de estos
glo’nﬁérulos en los que. alguhas _,céiulas mononucleares glomerulares e intersticiales mostraron

- hipercromatosis cortical y/o picnosis nuclear.

En la zona medular se observaron algunas necrosis y células degeneradas aisladas en el

intersticio peritubular.

LOTE III (6 dpi).

~ Junto a una hiperemia glomerular marcada, se observaron algunas células mesangiales y/o
7 mdndcitos circﬁlantes éon hipercromatosis cortical. En el tejido intersticial cortical y medular se
presenté . una ligefa edematizacién con algunos inacréfag’os peritubulares con signos de
deg‘eﬁerécién y necrosis. Las éélﬁlas epiteliales de algunos ﬁibulos proximales y distales se

mostraban tumefactas haciendo prominencia en la luz.

LOTE 1V (7 dpi* - 8 dpi).

Los glomérulos renales del animal sacrificado a los 8 dpi presentaron células
mononucleares con hipercromatosis cortical de localizacién mesangial y/o intravascular. Las
membranas basales se encontraban ligeramente engtosadés con material acidéfilo homogéneo y

las células épiteliales capsulares tumefactas en algunos glomérulos.

Los macréfagos intersticiales proliferaron tanto en la zona cortical como en la medular

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOS 79

mostrando signos degenerativos y necréticos.
En los tibulos proximales y distales se observaron glébulos acidéfilos homogéneos y
'_vacuolizacién de las células epiteliales, alguna de las cuales se observé desprendida en la luz

" tubular.

El animal muerto (7 dpi) presentS una intensa hiperemia glomerular, asf como hemorragias
glomerulares e intersticiales multifocales tanto en la zona cortical como medular. Los glomérulos
mostraron una marcada hiperemia con numerosas hemorragias y trombos hialinos asociados a

células en degeneracién y necrosis.

En el intersticio se presentaron abundantes macréfagos con hipercromatosis cortical,
picnosis, cariorrexis y cariolisis, junto a lesiones de los capilares intefs_ticiales con-hemorragias
y un marcado edema intertubular. Muchos de estos capilares presentaron trombos hialinos y
céluias endoteliales, en aquellos casos en que fue posible su diferenciacién, con vacuolizacién y/o

~ picnosis nuclear.

Los tibulos presentaron cilindros hialinos y procesos degenerativo-necrdticos en el epitelio
haciendo protusién y descamdndose en 1a luz, especialmente en las dreas con lesiones intersticiales

m4s intensas.

LOTE V (10 dpi).

Los rifiones de estos cerdos mostraron lesiones vasculares intensas, con distribucién
multifocal. Los glomérulos mostraban una intensa hiperemia con numerosas células
mononucleares circulantes en degeneracién y/o necrosis, asf como un ligero engrosamiento de las
membranas basales y lfquido serohemorrdgico en la cdpsula de Bowman. Otros glomérulos
presentaron microtrombos hialinos y extravasacion de eritrocitos. En estos capilares las células

endoteliales observables evidenciaron signos de necrosis.

En el tejido intersticial predominaron los fenémenos vasculares caracterizados por

hiperemia, edema y hemorragias; y los cambios celulares mds manifiestos fueron observados en

los histiocitos y macréfagos con procesos degenerativo-necréticos, junto a los que se observaron

-algunos neutréfilos y eosindfilos.
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Los tibulos de las dreas cortical y medular presentaron numerosos cilindros hialinos y
células epiteliales vacuolizadas con algunos nicleos picnéticos y un marcado edema peritubular

principalmente, en las zonas medulares

LOTE VI (12 dpi).

En este lote los procesos lesionales vasculares, tanto glomerulares como intersticiales,
fueron menos intensos. Sin embargo se mantuvieron los cambios observados a los 8 dpi, con
necrosis de células mononuleares a nivel glomerular, ligero engrosamiento de las membranas

basales y un ligero exudado muy acidéfilo en la cdpsula de Bowman.

Los cambios vasculares en el intersticio periglomerular y peritubular se caracterizaron por
un edema moderado y la presencia de macréfagos con signos de degeneracién y necrosis y
algunos leucocitos polimorfonucleares. Los fenémenos de microtrombosis no fueron tan

prominentes como en el lote anterior, ni tampoco los cambios en ¢l epitelio tubular.
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IV.II. ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO.
 IV:2.1. DISTRIBUCION DE LA PROTEINA VIRICA PV73.
1V.2.1.1 TONSILAS.

vEl antfgeno (PV73) nb fue demosti'ado hasta los 4'dpi observandose en un escaso nimero
de células 'mononuclea;es circulantes y en algunos histiocitos/ macréfagos perifoliculares. Estas
célulasf mostraron una positividad citoplasmdtica .difusa con marginacién periférica de la

.cromatina.

'A_ los 6 dpi escasos restos celulares y macréfagos intersticiales presentaban positividad
_ citoplasméitica_ difusa, mostrando éstos marginacion periférica de la cromatina. En las dreas

periféricas de los folfculos se presentaron algunas células mononucleares positivas.

~ A los 8 dpi se observaron abundantes células inmunorreactivas en el epitelio de las criptas,

en muchas de ellas, en forma de cuéfpo de inclusién. También las células descamadas mostraron

una clara inmunopositividad no pudiendo, morfolégicamente, deﬁnirse el tipo de célula epitelial l

o macrofdgica. La positividad en los restos celulares fue muy abundante en el animal muerto (7
' dpi). Las 4reas fOlicularés y perifoliculares -presentaron igualmente numerosas células

mononucleares positivas.

" La inmunorreactividad a los 10 dpi fue muy escasa en las células epiteliales de las criptas.

Las 4reas perifoliculares y foliculares mostraron un patrén de distribucién de la PV73 similar al

lote anterior pero, con un menor nimero de células. En cambio, a los 12 dpi las células

epiteliales de las criptas volvieron a mostrar una intensa positividad difusa y en forma de cuerpo
de inclusion. Los folfculos linfoides y 4reas perifoliculares también evidenciaron un mayor

mimero de células inmunorreactivas.

Con la utilizacién de la elucién aumentaron significativamente el nimero de macréfagos
intersticiales y ‘monocitos inmunorreactivos en los animales sacrificados a partir del 8 dpi,

igualmente, con esta técnica aumentaron los macréfagos foliculares y las células epiteliaies con
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PV73 alos 8 y 10 dpi.

_ Con la utilizacién de cortes seriados y la técnica inmunohistol6gica de doble marcaje se
observé que, las células del epitelio de las criptas tonsilares. que mostraban inmunorreaccién
positiva con el MoAb anti-PV73, presentaban iguaimgnte inmunorreactividad con el anticuerpo
- anti-queratina RCK-102, comprobéndosé de esta forma la infeccién de algunas células epiteliales

por el VPPA.
1V.2.1.2 GANGLIOS LINFATICOS.
A los_2 dpi los ganglios mediastfnicos, gastrohepdticos y renales presentaron Vcélul}as

mononucleares circulantes en ‘los senos subcapsulares y trabeculares con inmunopositividad

citoplasmdtica difusa, alguna de estas células presentaron marginacién periférica de la cromatina.

A los 4 dpi se observaron células mononucleares con ﬁositividad difusa y algunas en forma '

de .cuerpo de inclusién en los senos linfiticos y entre el tejido linfoide difuso, estas células
- correspondfan a monocitos y a macréfagos fijos y libres en los que se observaron frecuentes

imégéne‘s de hemoadsorcién. -

4 A los 6 dpi las células mononucleares inmunorreactivas fueron encontradas en los senos
linf4ticos, tejido linfoide difuso 'y, en menor medida, en las dreas mds periféricas de los folfculos
de los ganglios mandibular y gastrohepdtico. Estas células presentaron positividad difusa y en

forma de cuerpo de inclusién, observdndose ademds en restos celulares.

A los 8 dpi los ganglios mediastfnicos y mandibulares presentaron restos necréticos y
células mononucleares inmunorreactivas en los senos subcapsulares. En los senos trabeculares se
apreciaron células mononucleares con positividad preferentemente en forma de cuerpo de
inclusién. En el tejido linfoide difuso y en los folfculos linfoides se presentaron algunaé células

. mononucleares y restos celulares inmunorreactivos.

En los ganglios gastrohepdticos y renales, las zonas de necrosis y hemori‘agias
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* presentaron numerosos macréfagos con positividad citoplasmdtica difusa y en forma de cuerpo
de inclusién. En estas 4reas y en escaso nimero también se observaron neutrdfilos
inmunopositivos, que de forma constante aparecfan en las zonas més lesionadas. Los folfculos

linfoides presentaban restos necréticos y escasas células mononucleares inmunopositivas.

La inmunorreactividad a los 10 dpi aument6 paralelamente a la intehsidad de las lesiones
en los ganglios gastrohepdtico y renal. Asociadas a los focos de necrosis y hemorragias en los
._sehos.linféticos, se observaron células mononucleares libres y fijas, restos celulares y escasos
- heﬁtrdﬁlos inmunopositivos. En el tejido linfoide difuso y en la periferia de los folfculos linfoides
| aparecieron escasas céli;las‘ mononucleares con marginacién periférica de la cromatina y

positividad difusa y.en forma de cuerpo de inclusién.

Los ganglios mandibulares y mediastfnicos de los animales sacrificados a los 12 dpi
presentaron numerosas. células inmunorreactivas en las areas de necrosis subcapsulares y
peritrabeculares. Estas células con marcados signos de dégéneracidn aparecieron positi_vaé asf
cofno restos celulares y neutrdfilos. En el tejido linfoidé difuso y en los folfculos linfoides,

‘aparecieron escasas células mononucleares positivas.

En los ganglios gastrohepdticos y renales se observaron macréfagos, restos necréticos y
algunos heutréﬁlos inmunorreactivos asociados de forma constante a las zonas de necrosis. En
ell tejido-linfoide difuso y en los foliculos se presentaro'n escasas células mononucleares con
posiftividéd} difusay en forma de cuerpo de inblusién con la misma distribucién_per'iférica descrita

en el lote anterior.

En estos animales, asf como en el animal muerto a los 7 dpi, se observaron algunas
células fu.éifor’nies semejantes a ﬁbroblvastosen las trabéculas ganglibnares presentando positividad

citoplasmﬁticé difusa y marginacién pei'iférica de la cromatina.

- Los monocitos y macréfagos.de los senos linféticos y tejido linfoide difuso conteniendo
PV73 aumentaron considerablemente al aplicar la técnica de elucién de anticuerpos en los

animallesb sacrificados a los 8, 10 y 12 dpi.
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IV2.1.3BA ZO.

La PV73 se observé en escasos macréfagos. libres y/o fijos a los 2 dpi. La mayor parte )

de las células inmunorreactivas se concentraban en las zonas marginales y alrededor de los

capilares envainados.

A los 4 dpi se presentaron abundantes células macrofigicas inmunorreactivas mostrando
tanto positividad difusa como en forma de cuerpo de inclusién en su citoplasma. La mayorfa de

estas células evidenciaron signos de degeneracién caractérizados por marginacién periférica de

la cromatina y algunas, picnosis y cariorrexis. Estas células fueron observadas en mayor

proporc16n en las zonas penfollculares alrededor de los capilares envainados y de forma difusa

por la pulpa esplénica roja.

Las células reconocidas como monocitos y macréfagos inmunorreactivos presentaron,
especialmente en la PER, fé_n'émenos de hemoadsorcién, muy pocos neutréfilos se detectaron

conteniendo la PV73 estando localizados éstos principalmente en las dreas de necrosis.

‘La distribucién de 1a PV73 a los 6 dpi fue similar a la observada en el lote anterior, con
la diferencia de que numerosos macréfagos inmunopositivos presentaban simultdneamente restos
celulares fagocitados. Las zonas mds periféricas de los folfculos linfoides presentaban restos

celulares positivos, rodeados de algunas células mononucleares inmunorreactivas.

A los 8 dpi y a los 7 dpi (animal muerto), la inmunorreaccién se detecté en las mismas
zonas que en el lote anterior, con la partlculandad de quealos7 dpl ésta estaba asociada a restos
necréticos, muy abundantes en.el bazo de este animal. Ademds se observaron numerosos

macré6fagos y algunos neutréfilos .mmunorreactl_vos entre el material necrético y las hemorragias.

La PV73 se demostr6 en células mononucleares libres y fijas de la pulpa esplénica roja,
en las zonas marginales y eri. las dreas prdximas a los capilares envainados de los cerdos
sacriﬁc_ados a los 10 dpi. Estas células ’p_résentaban positividad difusa y en forma de cuerpo de
inclusién con signos de degeneracidn y necrosis. En la pulpa esplénica blanca se observé

positividad en algunos restos necréticos' y en escasas células mononucleares con marginacién
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periférica de la cromatina.

A.los 12 dpi se observaron NUMerosos macréfagos positivos en las zonas marginales
 perifoliculares, alrededor de capilares 'e_nvainados y mayoritariamente, distribuidas de forma difusa
en pulpa esplénica roja. En los folfculos linfoides se observé la inmunorreaccién en células

mononucleares, restos celulares y algunos polimorfonucleares.

1V.2.1.4 MEDULA OSEA.

En la médula de los animales sacrificados a los 2 dpi no se demostré antfgeno (PV73) con
las técnicas inmunohistoqufrhicas empleadas. Sin embargo, y a los 4 dpi, se detectaron algunas
células mononucleares circulantes y fijas, con inmunopositividad citoplasmdtica difusa y en forma
» 'de cuérpo de inclusién. Algunas células que, atendiendo a su morfologfa, se c]asiﬁcaroﬁ como

.mieloides y/o neutréfilos presentaban‘ también una positividad débil en el citoplasma.

. La inmunorreactividad a los 6 dpi se observé en los mismos elementos celulares indicados
anteriormente, con la particularidad de que esta reaccién también se presentS en restos celulares

'y, en algunos megacariocitos con signos degenerativos.

En el animal sacrificado a los 8 dpi las células inmunorreactivas correspondieron

mayoritariarnente a células mononucleares libres o fijas, muchas de ellas en degeneracién. Tanto

los restos celulares como escasos mielocitos/ neutrdfilos presentaron inmunorreactividad -

citoplasmdtica. El mimero de megacariocitos positivos aumenté considerablemente en este animal
a diferencia de los observados en el animal muerto (7 dpi) en el que la positividad se encontré

en restos necréticos y en células mononucleares libres.

A ‘los 10 dpi el patrdn de distribucién de la PV73 fue practicamente indéntico al del animal

sacrificado a los 8 dpi. El mimero de células mononucleares conteniendo antfgeno PV73 a los 12
dpi fue similar al lote anterior, destacando en este sentido, la presencia de un menor mimero de

megacariocitos positivos.
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Con la técnica de elucién de anticuerpos aumenté considerablemente el mimero de
monocito/ macréfagos inmunorreactivos a los 8 y 10 dpi, siendo de destacar el aumento de
inmunopbsitividad en este tltimo lote en el que ademds se observaron numerosos megacariocitos

inmunorreactivos al utilizar esta técnica.

1V.2.1.5 HiGADO.

Al igual que en otros érganos en el hfgado no se observé inmunorreaccién especfﬁca
hasta los 4 dpi cuando se detectaron monocitos circulantes y células de Kupffer con positividad
mayorltarlamente difusa y algunas, en forma de cuerpo de mclusxdn Las células de Kupffer

inmunorreactivas fueron m4s numerosas en las dreas perilobulillares, mostrando al igual que

“algunos monocitos fenémenos de hemoadsorcién. En estos animales algunbs histiocitos y/o

macréfagos presentaron positividad citoplasmdtica difusa en las dreas portales e

interlobulillares.

La distribucién de la PV73 a los 6 dpi fue similar a la observada en el lote anterior si
bien, el nimero de células inmunorreactivas presentaron, con mayor frecuencia, procesos de

necrosis correspondiendo a células de Kupffer y a células mononucleares circulantes.

A los 8 dpi se observaron abundantes células mononucleares, restos necréticos y
neutréfilos inmunorreactivos. Los primeros se correspondieron. con monocito/ macréfagos

circulantes y células de Kupffer distribuidas de forma difusa por todo el lobulillo. En el animal

muerto (7 dpi) y en el sacrificado. (8 dpi) fueron numerosos los macréfagos intersticiales positivos-

que se localizaron en el inﬁltrado celular periportal. Igualmehte, el animal muerto mostré
numerosos hepatocitos positivos en las reglones perilobulillares. En este animal se detectaron

algunas células del epitelio biliar inmunorreactivas en forma de cuerpo de inclusién.

La inmunorreactividad a los 10 dpi disminuyé en ambos cerdos con respecto al animal
muerto del lote anterior, localizdndose fundamentalmente en monocitos circulantes, histiocitos y
células de Kupffer. A los 12 dpi se observaron abundantes monocnto/ macréfagos circulantes,

células de Kupffer e hlSthCltO/ macréfagos intersticiales con pos1tlv1dad difusa y en forma de
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cuerpo de inclusién. Hepatocitos aislados o en pequefios grupos también mostraron positividad
difusa y en forma de cuerpo de inclusién sin un patrén evidente dentro de los lobulillos.

“El mimero de células de Kupffer y monocitos inmunorreactivos a la PV73 aumenté
significativamente al utilizar la elucién como pretratamiento én los animales sacrificados a partir
de los 7 dpi; igualmente, los rhacréfa'gos intersticiales inmunopositivos con esta técnica

aumentaron a los 8 y 12 dpi con respecto a los hfgados en los que no se aplicé la elucidn.

1V.2.1.6 PULMON.

' La inmunorreactividad especffica fue observada a partir de los 4 dpi, con localizacién
intracitoplasmdtica en células mononucleares de los septos interalveolares. La distribucién y
localizacién del antfgeno PV73 fue idéntica a los 6 dpi, con la diferencia de observarse una mayor

intensidad en las lesiones de las células inmunorreactivas.

‘A los 8 dpi las células inmunorreactivas correspondfan fundamentalmente a células
mononucleares de los septos intefalveolares, muchas de »éllas' mostraban evidentes signos
citopdticos, y se asociaban a restos celulares y neutrfilos. Algunos histiocitos y/o macréfagos
perivasculares también presentaron positividad citoplasmitica difusa o en forma de cuerpo de
inclusién. En el pulmén del animal muerto se observé la presencia de un megacariocito

inmunopositivo, asf como en todos los elementos descritos en el animal sacrificado a los 8 dpi.

El patrén de distribucién de la PV73 a los 10. dpi fue similar a la observada en el lote
anterior (8 dpi) quedando limitada éste a células del tipo monocito/ macréfago localizados intra
o perivascularmente. A los 12 dpi se apreciaron abundantes células mononucleares intravasculares
con positividad difusa y en forma de cuerpo de inclusién. Estas células presentaban marginacién
periférica de la cromatina mientras otras, se encontraban en necrosis. En estos aﬁimales los restos
celulares y los neutréfilos circulantes con inmunorreactividad fueron superiores a los del lote

anterior.

Utilizando como pretratamiento la elucién de anticuerpos, aumenté el mimero de

monocito/ macréfagos inmunorreactivos en los septos alveolares de los animales sacrificados a
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los 8 y 12 dpi.

1V.2.1.7 RINON.

Las primeras células que presenmon inmunopositividad se detectaron a los 4 dpi, éstas
fl_lerbn un nimero muy reducido de células mononucleares localizadas en los glomérulos. Algunos
~ monocitos 'y macréfagos intersticiales intcrtubulares' de la corteza renal también presentaron
pbsitivid_ad difusa y en forma de cuefpd de inclusién mostrando, simultdneamente, marginacién

periférica de la cromatina.

El miméro de células positivas se incrementd ligeramente en las mismas localizaciones en
los cerdos sacrificados a los 6 dpi. Sin embargo y a los 8 dpi, ademds de las células
mononucleares con positividad nd_ifusa en los glomérulos, se detectaron numerosos macréfagos
' -intersticia]es, monocitos circulantes intravasculares y restos celulares del tejido intersticial
inteffubular. ‘En el animal muerto (7 dpi).y a nivel intersticial, se observaron algunas células
ihmﬁnopoé.itivas‘, que por su morfologfa corresponderfan a células endoteliales con signos de
degéneracidh. Igualmente,' y en.él ‘mismo animal, se observaron escasas células epiteliales

tubulares con inmunopositividad citoplasmdtica difusa.

En los cerdos sacrificados _a‘ los 10 dpi, la inmunopositividad disminuyé con respecto al
animal sacrificado a los 8 dpi estando dquella presente en los mismos tipos ceAlular_es. No fue
observado antfgeno virico en ios microf_rdmbos glomerulares. A los 12 dpi, aumentd el mimero
de células inmunopositivas con localizacién intersticial cortical y medular, asf como en los
glomérulos; estas células cofrespondfan a células macrofigicas y, en escaso nimero, células

epiteliales y endoteliales.

Con la utilizacién de la elucién aument6  considerablemente el niimero de células

| inmunopositivas a la PV73 estando éstas representadas por monocito/ macréfagos en el rifién de
todos los animales a los que se a_plicé es‘téjtécnica. Igualmente, aumento la inmunopositividad en
las células endoteliales de los animales sacrificados a los 10 dpi y en lés células mesangiales de

‘los animales sacrificados a los 8 dpi.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOQOS

TABLA 1: DISTRIBUCION DE LA PROTEINA PV73 (I).

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004

2DM1 4 DP1 6 DPI 7*-8DP1 10 DPI 12 DP1
TONSILAS
Macréfagos PF. - + + ++ +++ +++
Macréfagos F. - - + + + ++
Monocitos - + o+ ++ +++ +++
Céls. Epitelinles - - - ++ +/- ++
Restos Celulares - - + ++ + ++
GANGLIOS
LINFATICOS
Macréfagos PF. - + +/++ +++ +i++ +++
Macréfagos F. - - + ++ + +++
Monocitos + + +14++ +++ +i++ +++
Neutréfilos - - ' + ++ + ++
Restos Celulares - - + ++ + ++
BAZO
Macréfagos PER. o+ +++ ++ ++ +4 +4+4+
Macréfagos PEB. - + +/++ ++ + ++
Monocitos + +++ ++ ++ ++ +++
Neutréfilos - + + + + +
Restos celulares - + . +i++ ++ + ++
MEDULA GSEA
Monocito/ Macréf. - ++ ++ +++ ++ +++
Miclocitos - +/- + ++ +i++ ++
Megacariocitos - - + ++ ++ +
Restos Celulares - + + ++ + +
PER: pulpa esplénica roja; PEB: pulpa esplénica blanca; PF: perifolicular; F: folicular; Macréf: macréfagos; Céls: células. Inters: [ iciales; (-):

(+/-): dudosa; (+): escasa; (+/+ +): moderada; (+ +): abundante; (+ + +): muy abundante.
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TABLA 2. DETECCION DE LA PROTEINA PV73 (ID).
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‘ o ‘ 2 DPE 4DPI spPL | 7e8DM ~ 10DPI 12 DPI
‘ HIGADO
‘ Monocito/ VCéh Kupffer , - ++ ++ » ++ + ’ +/+4+ +++
M@ﬁ_f. Inters. e + + ++ + ++
Hep-wcitm - - - + - +
Neutréfilos. - » + + , + + +
Restos Celulares . - + ++ + ++
. 1_'ULM6N
: Macrof. Septales . » +++ + +++ + ++
Macréf. Alveolares ) » oo - - - -
. Neuwfilos _ ; : .- . + . +
Restos celulares - - ] + ++ + v +
RINON
Mn'é:rdf. Inters. . - ) o+ + +++ ++ T+
‘Monocitos 4 - + + O T+ ++
Céls. Endoteliales - . . + + .
Céls. Epitcliales . - . R + +
Céls. Mesangiales - o+ + : + + +
- Restos cclulares - ' - - ++ + o+
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TABLA 3. APLICACION DE LA ELUCION ().

SIN CON SIN . CON - SIN CON
ELUCION ELUCION ELUCION ELUCION ' ELUCION ELUCION
7¢-8 DPF1 7+-8 Dl"l 10 DP1 10 DPI 12 DPI 12 DPI
TONSILAS
Macréfagos PF. + ++ ’ +1- + ++ +++
‘Macréfagos F. + ++ - + ++ ++
" Moncitos ++ ++ +l- + ++ +++
' Céh.AEpilelinlu ++ Tt - 4+ ++ ++
Restos Celulares, + + ++ + + ++ ++
GANGLIOS
mi-fAncqs
Macréfagos PF. ++ +4+ + +Hi++ ++ ++4
Macréfagos F. ++ ++ + + +/++ +/4+
Monocitos ++ +++ + +i++ ++ 4+
Neutréfilos ++ ++ + + -+ ++
Restos Celulares c++ ++ + o+ ++ ++
BAZO
Macréfagos PER. + ++ + . ++ +++ +++
Macréfagos PEB. 4+ 4+ +i- + ++ +
Monocnos ) + ++ + ++ +++ +++
: Neutrdfilos +/- + + + + +
Restos celulares 4+ ++ + + ++ 4
MEDULA OSEA
Monocito/ Macrdf. ++ +++ + ++ ++ +++
Miclocitos ++ ++ + + ++ ++
Megacariocitos ++ ++ +/- ++ + +
Restos Celulares ++ ++ + + + +
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"TABLA 4. APLICACION DE LA ELUCION (II).

" SIN

" CON

) SIN CON SIN CON
ELUCION ELUCION 7*- | ELUCION10 | ELUCION 10 | ELUCION 12 ELUCION
7*.8 DP1 " SDPI DPI1 " DP1 DPI 12 D1
HIGADO
Monocito/ Céls Kupffer ++ .~+++ +/- +/++ ++ +++
M:cnif.‘lnten. + ++ + . + + ++
. Hepatqcilos + + - - + o+
Neutréfilos + + +1- + + +
Restos Celulares ++ ++ + + ++ e+
PULMON
Mncns_f.s'cpulu ++ +++ - + + + ++
_ anif. Alveolares - - - - - .
. Neutréfilos + + - - + +
 Restos celulares ++ ++ + + + +
RINGN
Mncr’dft Inters. ++ +++ + ++ + ++
Monaocitos ++ +++ + ++ + ++
. *Céls. Endoteliales + + +/- + + +
Céls. Epiteliales + + + + + +
Céls. Muangiales - + + + + +
Restos cclulares ++ ++ + .+ + +
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IV.2.2. DISTRIBUCION TISULAR DE LAS INMUNOGLOBULINAS (lgM, [eG e IzA)
PORCINAS. |

IV.2.2.1 TONSILAS.

a. Inmunoglobulina IgM.

A los 2 dpi se observé inmunopositividad en el citoplasma de numerosas células epiteliales
de 1las criptas tonsilares, estas células resultaron negativas a lbs 4 dpi volviendo a mostrar una
~ intensa i'cac_t:idn alos 6y 8 dpi, tanto en el epitelio como en los abundantes restos celulares
localizados en las luces de las criptas y en algunas células linfoplasmocitarias de localizacién

subepitelial.

En el animal muerto a los 7 dpi aument6 considerablemente la inmunopositividad en los
detritus celulares localizados en las criptas incrementdndose, igualmente, el mimero de células
linfoplasmocitarias positivas. En- las zonas interfoliculares aparecieron algunos macréfagos

conteniendo IgM citoplasmética con caracterfsticas gfanulares. '

A los 10 dpi el epitelio no mostré inmunopositividad pero ésta si se encontré en un
nimero ;onsic_lérable- de células linfoplasmocitarias subepiteliales. Los resultados positivos
volvieron - a evidenciarse en las células epiteliales y en un- mimero elevado de células

* linfoplasmocitarias subepiteliales a los 12 dpi.

b. Inmunoglobulina IgG.
’ Este isotipo se presentd en un escaso nimero de células linfoplasmocitarias subepiteliales
Y en el plasma de pequefios vasos a los 2 dpi; a los 4 y 6 dpi, se observé adicionalmente esta

inmunopositividad en algunas células epitéliales de las criptas tonsilares.
- A'los 8dpiy 12 dpi, asi cb_mo'en el animal muerto a los 7 dpi se intensificé drasticamente
_la presenéi-a de IgG en las células epiteliales descamadas, en los restos celulares del epitelio de

las criptas y en escasos macréfagos.

A los 10 dpi la inmunorreaccién quedd restringida a un moderado nimero de células
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linfopl‘asmocitarias subepiteliales y a unas pocas células epiteliales.

c. Inmunoglobulina IgA. » _

Utilizando este anticuerpo, Unicamente se observé inmunorreacci6n en un escaso nimero
de células linfoplasmocitarias a los 4, 8 y 12 dfas postinfeécié'n, -siéhdo précticamente negativas
las células epiteliales en todos los -animales sacrificados. Es de destacar que algunas células

-epiteliales y restos celulares en el animal muerto a los 7 dpi mostraron esta inmunoglobulina.

1V.2.2.2 GANGLIOS LINFATI_COS.

a. Inmunoglobulina IgM.

A los2y4dpila inmunqpositividad con este anticuerpo se limité a un moderado mimero
de células linfoplasmocitarias presentes principalmente en las dreas- préximas a las trabéculas y
en menor medida, en el Ateji}do linfoide difuso. El nimero de estas células auments
considerablemente en los' ganglios de los animales sacrificados a partir de los 6 dpi en las zonas

perifoliculares.

A partir de los 8 dpi fueron observados algunos monocitos y macréfagos con
inmunopositividad citoplasmética granular en los senos subcapsulares. En el animal muerto a los
7 dpi y en los animales sacrificados a los 12 dpi se encontré ademds IgM en restos celulares del

tejido linfoide difuso.

b. Inmunoglobulina IgG.

‘En un mayor nimero, que el observado para el isotipo IgM, se presentaron las células
linfoplasmocitarias con una locali‘zac-idn preferentemente  peritrabecular en los animales
sacrificados a los 2 y 4 dfas postinfeccién, adicionalmente, los animales sacrificados a los 6 dpi
preseﬁtar'on inmunopositividad asociada' a restos celulares en las criptas tonsilares. A los 8 dpi
aumenté la inmunorreactividad "en estas zonas, detectdindose macréfagos en los senos
subcapsulares y en el tejido ‘linfdide difuso con positividad citoplasmdtica granular. Estas mismas
células fueron detectadas en los gangiios de los animales sacrificados a los 10 y 12 dfas

postinoculacién.
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¢. Inmunoglobulina IgA.

Al utilizar el antxcuerpo monoclonal anti-IgA porcma unicamente se detecté

inmunopositividad en células linfoplasmocitarias en todos los ammales y con una localizacién

preferentemente peritrabecular.

1V.2.2.3 BAZO.

a. Inmunoglobulina IgM.

| En los bazos de los animales sacrificados a los 2 y 4 dfas postinoculacién, se observé un
moderado nimero de células linfoplasmocitarias inmunorreactivaé con localizacién peritrabecular
y, en menor medida, perifolicular. A partir de los 6 dpi, aumenté el mimero de estas células
positivas y se observaron macréfagos fijos y libres de la_PER con positividad citoplasmética

granular y difusa.

La inmunorreaccién en los cerdos sacrificados a los 8, 10 y 12 dpi aumentd, si bien a los

7* y alos-12 dp1 se observé asociada a material necrdtico.

b. Inmunoglobulina IgG.

En los animales sacrificados a los 2 dpi s6lo se observé una moderada 1nmunorreact1v1dad

granular en el plasma sangufneo.

A los 4y 6 dfas postihoculacién la inmunorreaccién con este anticuerpo se presenté en
células lmfoplasmoc1tarlas distribuidas por toda la pulpa esplénica roja, asf como en macréfagos
en degeneramén y en restos. celulares En los amma]es sacrificados a partir de los 8 dpi se

~apreci6, al igual que en . los ganglios lmfatlcps, un aumento del nimero de células

linfoplasmocitarias, macréfagos y restos celulares inmunorreactivas para la IgG.

¢. Inmuglobulina IgA.
Con este anticuerpo monoclonal, dnicamente se observaron células linfoplasmocitarias
inmunorreactivas, aumentando éstas en los cerdos sacrificados a partir de los 6 dpi. En el animal

encontrado muerto a los 7.dpi y en los sacrificados a los 12 dpi se observaron abundantes restos

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



RESULTADOS ‘ , 96

celulares inmunopositivos.
1V.2.2.4 MEDULA OSEA.

a. Inmunoglobulina IgM.
~ Este isotipo se observé ﬁﬁicaméme en los animales sacrificados a partir de los 6 dpi,
detectdndose en células linfoplasmocitaiias, monocitos y macréfagos asf como en un escaso

nimero de megacariocitos con signos de degeneraci6n.

En los animales sacrificados a los 8 y 10 dpi la presencia de IgM, se encontré en un
mayor mimero de estos mismos tipos celulares destacando, en el animal muerto a los 7 dpi,

abundantes restos celulares inmunorreactivos.

En los animales sacrificados a los 12 dpi s6lo fueron observadas células linfoplasmocitarias

inmunorreactivas distribuidas por todo el 6rgano.

b. Inmunoglobulina IgG.
Los animales sacrificados a los 2 y 4 dpi presentaron inmunorreaccién con el anticuerpo

anti-IgM en el plasma y en escasas células linfoplasmocitarias en la médula Gsea.

Al igual que el isot_ipo IgM, la positividad fue observada en macréfagos, células
linfoplasmocitaria en mimero creciente y en algunos megacariocitos de los animales sacrificados
alos 6, 8 y 10 dpi. Adicionalmente, el cerdo muerto a los 7 dpi y los sacrificados a los 12 dpi

presentaron inmunopositividad asociada a numerosos restos celulares.

¢. Inmunoglobulina IgA.
La presencia de esta inmunoglobulina en la médula 6sea qued6 restringida a las células
linfoplasmocitarias con una distribucién difusa en los animales sacrificados a los 4, 6 y 8 dfas

postinfeccién, no demostrdndose en los cerdos sacrificados con posterioridad.
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1V.2.2.5 HIGADO,

a. Iﬁmunoglobulina M.

’Escasas células linfoplasmocitarias del infilrado  inflamatorio  presentaron
mmunorreactmdad con este armcuerpo alos2y4 dp1 los ammales sacrificados a los 6 dpi
| ‘presentaron un progreswo aumento intersticial y penportal del nimero de células conteniendo

IgM.

El animal muerto a los 7 dpi* y los sacriﬁcados a los 10 dpi presentaron
inmunopositividad en el borde apical del epitelio biliar, en algunos monocitos, células de Kupffer
y en escasos macréfagos intersticiales y neutréfilos.

En los animales ‘sacriﬁcados a los 12 dpi la IgM fue detectada tinicamente en el plasma

sangufneo.

" b. Inmunoglobulina G.

En el higado de todos los animales se observé en los sinusoides hepéticos, un progresivo
aumento del mimerb de estructuras 'globulares circulantes inmunorreactivas, constituyendo estos
elementos y algunas células lmfoplasmocntanas intersticiales las uinicas estructuras que presentaron
mmunorreacmén a los 2 dpl Ademds de estos elementos, se observaron monocxtos y/o células

de Kupffer conteniendo IgG a los 4 dpi. .

A partir de los 6 dpi, la inmunopositividad en las estructuras globulares y en las células
aumentd, localizdndose la IgG en el borde del epitelio biliar, en algunos macréfagos intersticiales
y en restos celulares, éstos tiltimos particularmente frecuentes en el animal encontrado muerto a

los 7 dpiy en los animales sacrificados a los 10 y 12 dpi.

c. lnmunoglobulma IgA.

Este isotipo fue observado en células ]mfoplasmocnanas infiltradas en el tejido intersticial
hepético de todos los animales, aumentando el mimero de células positivas de forma paralela al
progreso de la enfefmedad. Igualmente, y a partir de loé 4 dpi, se observé una intensa

inmunorreaccion fina y graﬁu]ar en el borde apical del epitelio biliar.
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1V.2.2.6 PULMON.

a. Inmunoglobulina IgM
En los animales sacrificados a los 2 y 4 dpi s6lo se presenté inmunorreaccién en el plasma
sangufneo detectdndose a los 6 dpi un escaso nimero de células mononucleares intravasculares

en de_genera‘mén con inmunopositividad citoplasmdtica difusa.

En los animales sacrificados a los 8 dpi, se observé inmunopositividad escasa en la
superficie apical del epitelio bronquial, en un mayor mimero de monocito/ macréfagos

intravasculares y en restos celulares circulantes.

b. Inmunoglobulina IgG.

.'Al igual que el isotipo IgM, a los 2 y 4 dpi la po§itividad se presenté restringida
pi'i'ncipalmente'al plasmafmtravascular. A partir de-los 6 dpi y, particularmente intensa en el
~animal muerto y en los sacrificados a los 12 dpi, la I_gG se visualiz6 en monocitos y macréfagos
" intravasculares, los cuales presentaron una.‘inmunopositividad citOpl’asmzitica granular asociada en

muchas de estas células a procesos de degeneracién y necrosis.

La superficie aplcal del eplteho bronquial presentd una inmunorreaccién granular en los

_ ammales sacrlﬁcados desde los 6 dpi y en el animal muerto a los 7 dpi*.

¢. Inmunoglobulina IgA.
‘En todos los pulmones, la inmunopositividad al utilizar el MoAD anti-IgA fue muy escasa,
quedando ésta restringida a escasas  células li_nfoplasmocita'rias localizadas en los septos

“interalveolares asf como en el borde apical del epitelio bronquial.

Con la.utilizacién del anticuerpo anti-antfgeno relacionado"con_e] F-VIII se present6 una

positividad granular en los microtrombos localizados en los vasos de los septos interalveolares.
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1v.2.2.7 RINON.

a. Inmunoglobulina IgM.

A los?2 y 4 dpi se detect6 la IgM en el plasma sangufneo, tanto en los vasos glomerulares

como intertubulares.

En los cerdos sacrificados a los 6 dpi, la inmunopositividad se detecté con distribucién

difusa en el mesangio y en zonas subendoteliales de los capilares glomerulares.

A los 8 dpi apareci6 una intensa inmunopositividad en los glomérulos, localizdndose la
IgM en las zonas subendotelial, subepitelial, en los trombos y en los cilindros hialinos y células
epiteliales tubulares. Escasos macréfagos y restos celulares intertubulares presentaron IgM en este

dpi.

‘Alos 10 dpi la inmunopositividad apareci6 con caracter multifocal en los microtrombos
de algunos 'glpmérulos, asf como en el mesangio y zonas subér_ld()telia]es. En menor medida, los
macréfagos intersticiales, los restos celulares y las’ 'células. linfoplasmocitarias intersticiales
mostraron inmunorreaccién. Por el contrario, los animales sacrificados a los 12 dpi mostraron una

escasa inmunorreaccién quedando ésta, limitada a alguna células linfoplasmocitarias intersticiales.

b. Inmunoglobulina G.
_ El plasma sangufneo presentd una mayor intensidad en la inmunorreaccién con este AcMo,
en el meéangio con caracter difuso asf como en la luz vascular y epitel.io tubular a los 6 dpi.
En los animales sacrificados a los 8 y 10 dpi, la inmunopositividad en glomérulos se
intensificé en las dreas mesangiales y en la periferia de los nﬁcrotrombos asf como en los
cilindros hialinos y el epitelio de los ttibulos. Algunos macréfagos intersticiales y restos celulares
: prebsentaron también IgG._Esta misma distribucién fue observada en los animales sacrificados a
los 12 dpi quedando restringida en este caso la inmunoposiﬁvidad‘glome:_‘ular al mesangio y dreas

subendoteliales de los glomérulos.
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c. Inmunoglobulina IgA.
Con este anticuerpo sélo se detectaron algunas células linfoplasmocitarias diseminadas en

el intersticio renal de los animales sacrificados a partir de los 8 dpi, siendo negativos los trombos

de los glomérulos o de los vasos intersticiales de los animales sacrificados a los 7, 8, 10y 12 dpi.

Con la utilizacién del antisuero antl antfgeno relacionado con el factor VIII de la
coagulac:én se observé una mmunorreacmén granular especffica en los microtrombos localizados
en los glomérulos e intersticio del ammal muerto y los sacrificados a partir de los 8 dpi,

asimismo, esta inmunorreaccion se present en las dreas de hemorragias presentes en los rifiones

. de estos animales.
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TABLA 5. DISTRIBUCION DE LAS INMUNOGLOBULINAS PORCINAS (I).

TONSILA | 2 dp. 4 dpi. 6dpi. | 7*8dpi. | 10dpi 12 dpi.

Epitelio/ Descamacién epitelial » IgM ++ - ++ ++ - ++
. . IeG +1- + + ++ +/- ++
IgA - - - + - -
. Monoito/ Macréfagos M| - ] - . + . .-
’ IgG - - - + - +
IgA - - - - - -
CA. linfo-plasmocitarias “IgM - - + ++ ++ ++
g6 |+ o+ + ++ ++ ++
IgA T + - + - +
Plasma IgM +/- +/- + ++ ++ ++
Ige | + + ++ ++ ++ ++
IgA - - - - - - -

. GANGLIOS
LINFATICOS

Monocito/ Macréf.subcapsulares IgM - - - + + +
. IgG - - - ++ ++ T4+

IgA - - - - - -

Macréf. Tejido linfoide difuse - |- IgM - - - + . +
. ' IsG - - - + + +

IgA - - - - - -

CA. linfo-plasmocitarias IsM + + T+t ++ ++ ++
IgG +/++ +/4++ ++ ++ ++ ++

IgA +/- + ++ ++ ++ ++

Plasma IgM +/- +/- + ++ ++ ++

IgG + + ++ ++ ++ ++

IgA - - - - -

BAZO

Monocito/ Macréfagos IgM - - + + + +
IzG - + + + + +

IzA - - - - . -

cd. iinfo-plmnocitnrias IgM + ++ ++ + ++ ++
. IgG - + + ++ ) ++ ++
‘IgA +/- +1/- + ++ ++ +

Plasma | wM |+ +1 + e+ ++ ++

IgG + + ++ ++ ++ ++

IgA - - - - - -

MEDULA OSEA

* Monocito/ Macréfagos CIgM - - + ++ ++ -
' IgG - - + o+ + +
IgA - . - . . .
CH. linfo-plasmocitarias M - - + ++ ++ .

: . e + + + .+t ++ ++
IgA - + + + - -
Megacariocitos ) T IgM . - - + + + -
- IgG - - - - - 4
IgA - - - - . -

Plasma IgM +I- +1- + ++ ++ ++

IgG + . + ++ ++ ++ ++

IgA g . - . ) .

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



RESULTADOS

102

'TABLA 6. DISTRIBUCION DE INMUNOGLOBULINAS PORCINAS (II).

" HIGADO

IgA

2 dpi- 4 dpi 6 dpi 70.8 dpi 10 dpi 12 dpi -
. Monocito/ CA. Kupffer M . . . + + .
. IgG - + +i++ ++ + ++
IgA - - - - - -
Macrdf. intersticiales IgM - - - + + -
IsG. - - + + + +
IgA - - - - - -
ca. Vlinfo-plmocinriu gM + + +i++ ++ ++ +4+
‘ IsG + + ++° ++ ++ ++
IgA - + + ++ ++ ++ ++
Epitelio biliar IsM - . . + + .
IgG - - + + + +
IgA - + ++ ++ ++ ++
Plasma IgM. +/- +/- + ++ ++ ++
G + + ++ ++ ++ ++
IgA - . - . . .
Macréfagos septales IgM - - + + + +
: IgG - - + ++ + ++
IgA . - - . . .
Epitelio bronquial 1M - . - + + +
. IgG - . + + + +
IgA - + + + + +
" Plasma IgM L+l +/- + ++ ++ ++
IsG + + ++ ++ ++ ++
IzA - . - . . .
Mesangio/ Membrana basal IgM - - + +/++ + 4 -
IgG - - + ++ ++ ++
IgA . . . . . .
" Trombos IgM - - - + ++ -
G - . . - . .
IgA - . - - . .
Epitelio tub./ cilindros hialinos IgM - - - ++ + -
) ) IgG - - + ++ ++ +
IgA - - - - - -
Macréfagos intersticiales M - - - + + .
. IgG - - - + + +
IzA - - - - . .
Plasma IgM +/- +1- + ++ ++ ++
' 1gG + + ++ ++ ++ ++
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IV.3. ESTUDIO HEMATOLOGICO.

1V.3.1. Los resultados obtenidos en el recuento de hematies se exponen en la siguiente

tabla: S , . _
. W —
CANIMAL | 2 dpi. 4 dpi. 6 dpi. Sdpi. | 10 dpi. 12 dpi ]
1 - ND ' |
2 | a873300*
3 ' 5648700
4 4609300
5 6080190
6 |- - 5257100
S 4 | 5657250
g _ D
| 9 | 5515850
10 5548330
11 6218500
A 1 | | , . | 4929100
- ¥ Tos valores estan expresados por ml. de sangre. Los valores medios de los cerdos control oscilan entre m

~+ 1V.3.2. Los resultados obtenidos-en el recuento de leucocitos se expresan en la
siguiente tabla: ' ' '

ANIMAL | 2dpi. | 4dpi. | 6dpi. gdpi. | 10dpi. | 12 dpi
1| D !
2 | 16807%
3 | 8562
4 12413
5 | 10849
6 ] 10202
7 | 10181
8 'ND
9 . 9500
10 ' 10010
11 | 17112
12 14820

%1 |os valores estdn expresados por ml. de sangre: -
Los valores medios en los animales control oscilan entre 16x10° y 17x10.
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IV.3.3. Los resultados obtenidos en el recuento de plaquetas son exp

uestos en la siguiente

tabla:
Cama | 2dpi. . | 4 dpi. 6dpi. | 8dpi. | 10dpi. 12dpi.
1 | ND | | |
2 | 605000*
3 1 597000
4 513000
5 168000
6 467000
7 45000
E] ND
9 | 19000
10 26000
1 385000
: ]- 12 155000

2108 valores estan expresados por ml. de sangre.

Los medios en los animales control oscilan entre 32x10* y 72x10%

~ 1V.3.4. Los fesultados de la viremia vienen represen

tados en la siguiente tabla:

" LOTE ANIMAL VIREMIA-
I 1 3.19
2 2.43
Il 3 7.32
4 8.01
0 5 6.35
6 8.19
v 7 7.32
8 ND
% 9 6.35
10 7.02
VI 1 8.35
12 7.35

k. Valores expr@os como log HADy, por ml. de sangre.
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"En la.tébla 8 exponemos la temperatura rectal de los cerdos empleados en este trabajo desde el
dfa2 dela inoculacién hasta el dfa 12 postinoculacién. ‘

(TABLA 8)
............ DIAS PRE Y POSTINOCULACION------

Ao | 22 -1 1 |2 3| 4 5| 6 |7 é 9 10 11 | 12
al

1 | 403 0.0 139.9

2 | 303 |- “o5 | 403

sl | sea | m2 | ] aa ] 4

4 39.7 | 388 | 410 | 414

5 398 375 ) 3;9.5 409 | 4.7 41.1.

6 39.9.| 389 ‘ yio | 420 | a5 | a1s

7 | » ' 39.7 | 407 | 405 | 407 | 407 | 413 f a1.5 410

8 0.1 | a5 | 401 | 414 | s08 | 412 | 410 |

9 40.0 | 382 393 | 405 | azr | a3 | a1s | 408 | 404 | 391

10 | - 39.2 | 381 386 s05 | a6 | a5 | 45 410 | 410 | 404

11 | sea | ara | 400 | 396 | 405 | 405 403 407 | 400 | a3 | 405 | a0
2] 398 | 383 a14 | 400 | 403 | 403 | 302 | 404 | 412 | 415 | 410 | 417

I B

*: jos valores estan expresados en grados centigrados.**: animal encontrado muerto a los 7 dpi.
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oLl N - : ‘
2dpl. 4 dpl. ‘6 dpl. 8 dpl. 10 dpl. 12 dpl.

Il serie 1 B serie 2

RESULTADOS
VIREMIA RECUENTO DE ERITROCITOS
log HADso Millones/ ml.
" 10 7
8
ab-- - - m- B
5
‘ .6 B 4 Serie 1
Serie 2
3
,4_ |
2
2; 1
4 ° dpi. 4 ;pi. 6 dpi. 8 dpi.10 dpiJ; dpi.

RECUENTO DE LEUCOCITOS

M'iles/ mi.
20r

15

RECUENTO DE PLAQUETAS

miles/ ml.

700

600 mU-wm- - - - T

10 Serie 2

5001 ;R

sool |- B B - - - - g

i

o E : .
2 dpi. 4 dpi. 6 dpi. 8 dpi.10 dpii2 dpi.

soof -E-Ma- B - -
200} f - - - - - - -

wol -[2-WA- WS - -

0 v
2dpl 4dpl 6dpi 8dpi 10 dpi 12 dpi

M sorie 1 B serie 2

Serie 1: Animales perfundidos.
Serie 2: Animales no perfundidos.
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Figura 1.- 2 dpi. Bazo. Animal perfundido mostrando una estructura normal de la PER y de la
PEB. H-E. x10.
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anura 2.- 2 dp1 Tonsﬂas Pos:tmdacl en el epltello cle las criptas y en algunas células
linfoplasmocitarias subepiteliales. ABC anti-IgM porcina. x20.
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Figura 3.- 4 dpi. Pulmén. Aumento de células en los septos interalveolares con la presencia de

3 33 5w :
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Figura 4.- 4 dpi. Bazo. Foliculo linfoide mostrando necrosis aislada o en grupos de células
reticulares ( p» ) y linfocitos (—s). La pulpa esplénica roja presenta un aumento de células
sangufneas perifoliculares. H-E. x20.
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Figura 5.- 4 dpi. Bazo. Positividad difusa en macréfagos (») y neutréfilos (-m=) de la PER.
ABC anti-PV73. x40. (Nomarsky).

Figura 6.- 4 dpi. Bazo. Positividad difusa y en forma de cuerpo de inclusién en macréfagos de
la PER. ABC anti-PV73. x40.
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Figura 7.- 4 dpi. Médula Osea. Positividad granular en macréfagos. Los megacariocitos presentan

caracterfsticas morfolégicas normales. ABC anti-PV73. x40.

Figura 8.- 4 dpi. Higado. Positividad difusa en células de Kupffer y en un monocito circulante
con hemoadsorcién (). Strp FA anti-PV73. x20.
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Figura 9.- 6 dpi. Ganglio gastrohepdtico. Hemorragias y necrosis de los senos linfiticos
subcapsulares. H-E. x10.

Figura 10.- 6 dpi. Ganglio linfdtico. Positividad citoplasmdtica difusa en células
linfoplasmocitarias. ABC anti-IgA porcina. x20.
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Figura 11.- 6 dpi. Médula Osea. Megacariocitos mostrando picnosis y cariorrexis junto a
abundantes mielocitos. H-E. x40.
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Figura 12.- 6 dpi. Méduila Osea. Positividad en monocito/ macréfagos, restos celulares y en un
posible megacariocito (-»). ABC anti-PV73. x20.
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Figura 13.- 7 dpi. Ganglio linfdtico. Positividad en numerosas células y restos celulares en
distintas dreas intensamente lesionadas. Strp FA anti-PV73. x20.
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Figura 14.- 7 dpi. Ganglio linfdtico. Positividad en monocito/ macr6fagos ( » ) y en restos
celulares (:>) en los senos linfdticos y trabéculas (). ABC anti-PV73. x40. (Nomarsky).
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Figura 15.- 7 dpi. Hfgado. Vasodilatacién e infiltrado leucocitario intersticial con numerosas
necrosis. Los sinusoides muestran numerosas células leucocitarias en necrosis. H-E. x20.

Figura 16.- 7 dpi. Higado. Positividad difusa en un monocito circulante mostrando
hemoadsorcién y, en forma de cuerpo de inclusién en células de Kupffer con marginacién
periférica de la cromatina. Strp FA anti-PV73. x100. (Nomarsky).
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Figura 18.- 7 dpi. Higado. Positividad difusa en un hepatocito. Strp FA anti-PV73. x100.
(Nomarsky).
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Figura 19.- 7 dpi. Médula Osea. Positividad granular en monocito/ macréfagos (=) y en restos
celulares (3»). ABC anti-PV73. x40. (Nomarsky).

Flgura 20.- 7 dpi. Médula Osea. Positividad granular en monocito/ macréfagos y en células
inmaduras (=»). ABC anti-PV73. x 100. (Nomarsky).
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Figura 21.- 7 dpi. Pulmdn. Positividad difusa en un megacariocito, células mononucleares y
restos celulares intravasculares. ABC anti-PV-73. x40.
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Figura 22.- 7 dpi. Rifién. Positividad difusa en monocito/ macréfagos intertubulares y en una
célula probablemente endotelial (= ). Strp FA anti-PV73. x40. (Nomarsky).
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Figura 23.- 7 dpi. Rifién. Demostracién histoquimica de fibrina presente en los microtrombos de
los capilares giomerulares. PTAH. x40.
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Figura 24.- 7 dpi. Rifién. Demostracién histoquimica de fibrina presente en los microtrombos de
los capilares glomerulares. Frasser-Lemdrum. x40.
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Figura 25.- 7 dpi. Tonsilas. Positividad difusa y en forma de cuerpo de inclusién en células

intraepiteliales de las criptas. ABC anti-PV73. x40. (Nomarsky).

7 dpi. Tonsilas. Células descamadas mostrando positividad cito

plasmdtica PV73 y

Figura 26.

citoqueratina (=»). ABC anti-citoqueratina y Strp FA anti-PV73. x40.
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Figura 27.- 10 dpi. Ganglio gastrohepdtico. Hemorragias en senos subcapsulares y trabeculares
Jjunto a una marcada disminucién de linfocitos en los folfculos linfoides. H-E. x4.
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Figura 29.- 10 dpi. Rifién. Microtrombos y restos celulares (9) en los capilares glomerulares.
En el intersticio aparecen células en necrosis y hemorragias. H-E. x40.

Figura 30.- 10 dpi. Riién. Positividad granular en los microtrombos de los capilares
glomerulares y en hemorragias intersticiales. ABC anti-antigeno relacionado con el Factor VIIL.
x40.
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Figura 31.- 10 dpi. Riién. Positividad en el mesangio glomerular (¥) y en los microtrombos
de los capilares glomerulares ( »). ABC anti-IgM porcina. x40.

Figura 32.- 10 dpi. Rifién. Positividad intensa en el plasma de los capilares intersticiales, espacio
de Bowman de un glomérulo con microtrombosis y en la luz tubular. ABC anti-IgG porcina. x40.
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by

Figura 33.- 10 dpi. Médula 6sea. Escasos monocito/ macréfagos con positividad difusa. Strp FA
anti-PV73. x 20.

L oy

Strp FA anti-PV73 con pretratamiento de elucidén. x 20.

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblicleca Digital, 2004



ICONOGRAFIA 126

Figura 35.- 10 dpi. Médula 6sea. Positividad difusa en monocito/ macréfagos, alguno mostrando
hemoadsorcién ), y restos celulares. Strp FA anti-PV73 con pretratamiento de elucién. x 20.

(Nomarsky).
TR

J‘l.’t’ 4 : ik - £ agibn - ] -
Figura 36.- 10 dpi. Médula 6sea. Positividad en monocito/ macracréfagos y megacariocitos ().
Strp FA anti-PV73 con pretratamiento de elucién. x 20. (Nomarsky).
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Figura 37.- 12 dpi. Ganglio Gastrohepdtico. Extensas hemorragias afectando a senos y a algunos
foliculos linfaticos. H-E. x4.

A8,

Figura 38.- 12 dpi. Pulmdn. Miuiltiples trombos en vasos de pequefio y mediano calibre. En
algunas zonas se observa edema alveolar. H-E. x10.
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aepiteliales de las criptas y del estroma.

i

Figura 39.- 12 dpi. Tonsilas. Positividad en células intr

ABC anti-PV73. x20. (Nomarsky).

epitelio de las criptas y del

Tonsilas. Positividad difusa en células del

- 12 dpi.
estroma. Strp FA anti-PV73. x40.

Figura 40.
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Figura 41.- 12 dpi. Tonsilas. Células epiteliales de las criptas con positividad citoplasmdtica para
el antfgeno virico y para la citoqueratina. ABC anti-citoqueratina y Strp FA anti-PV73 @»). x20.
(Nomarsky).

0. L EMEW SN SN0l ety TN e
Figura 42.- 12 dpi. Tonsilas. Positividad en restos celulares del estroma y en células en necrosis
del epitelio de las criptas. ABC anti-PV73. x40.
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Figura 43.- 12 dpi. Médula Osea. Positividad difusa y granular en monocito/ macrdéfagos, restos
celulares y en un megacariocito (=s). ABC anti-PV73. x20.

il

Figura 44.- 12 dpi. Médula Osea.

L

Positividad difusa y en foma de cuerpo de inclusién en
monocito/ macréfagos. ABC anti-PV73. x20.
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Figura 45.- 12 dpi. Rif6n. Positividad difusa en células mononucleares mesangiales. ABC anti-
PV73. x40.

PV73. x40. (Nomarsky).
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VL.1.. Técnicas inmunohistogm’micas. empleadas.

En el VPPA han sido identificadas alrededor de 30 protefnas estructurales (Tabarés y

cols., 1980; Wardley y colS 1983; Vifela, 1985), de ellas, la protefna mayoritaria de la cdpside -

del vmdn es la PV73 (Tabarés 1987a) locallzada en las capas mis externas de ésta (Carrascosa
y cols 1986) Esta protefna se expresa en las fases mds tardfas de la infeccion celular y se puede
" detectar mediante mmunofluorescencxa a partir de. las 8 horas ‘postinfeccién en los cultivos
:celulares infectados (Whyard y cols 1985; Tabarés, 1987a). La PV73 ha sido purificada
(Tabarés y cols., 1981) y empleada dada su capacxdad inmunégena (Tabarés y cols., 1980;

Féderspiel'y 'c‘ols., 1991) y su estabilidad antigénica entre los distintos alslados (Garcfa Barreno

y cols., 1986), como réactivo_antigénico en la técnica de ELISA (Tabarés y cols., 1981; Sdnchez- -

Vizcafno y cols., 1982) e inmunodot blot (Geering y cols., 1986) con resultados muy positivos

en la lucha y control de la PPA (Sanchez—Vizcafno, 1986a).

La tecnologfa de los antlcuerpos monoclonales permite obtener cantidades ilimitadas de
anticuerpos con especxﬁcxdad predecxble y definida (Khéler y Milstein, 1979) dlrlgldos
especificamente contra un epltopo del antfgeno. moculado (Letchworth y Whyard, 1984; Campbel,
1985). La metodologfa de inmunizacién "in vitro" posee numerosas ventajas como la reduccién

en el uso de animales de experlmentaC16n empleo de periodos cortos de inmunizacién, utilizacién

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



DISCUSION . 134

de escasas cantidades de antfgeno y la posibilidad de controlar los pafémetros de la respuesta
inmune (Schreier, 1979; FederSpiel'y cols., 1991). En la PPA se han obtenido recientemente
numerosos hibridomas productores de anticuerpos contra distintas protefnas del virus siendo los
mds mirherosos caracterizados contra la PV73 (Sanz 'y cols., 1985; Federspiel y cols., 1991), y
entre éStos ¢l anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma 18B.G3 previamente
caracterizado "in vitro" (Sanz y cols., 1985), ha sido utilizado con éxito como reactivo primario

en nuestro estudio.

La aplicacién de estos reactivos monoespecificos en las técnicas inmunohistolégicas

presenta numerosas ventajas deriVadas de una mayor especificidad y de la posibilidad de.

amphﬁcacmn mediante reactivos secundarlos y terciarios (Taylor, 1985), con respecto al uso de
sueros hiperinmunes homélogos (Fernzindez y cols., 1992a), los cuales requieren la utilizacién
de anticuerpos secundarios anti-inmunoglobulinas de cerdo (IPI) o bien, la purificacién y
Conjug‘acién con biotiha con los problemas.de inespecificidad demostrados en trabajos previos
'(Fefnéndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992b, Pérez, 1992). La utilizacién del anticuerpo
~ monoclonal anti-PV73 nos ha permitido, en comparacién con el uso de un antisuero policlonal,
una reduccién cualltatlva en las reacciones inespecfficas y un aumento cuantxtatlvo del antfgeno
en las células infectadas por el virus. En la bibliograffa consultada, no han sido empleados
' anticuerpos-monocloﬁales en tejidos infectados con el VPPA e incluidos en baraﬁna aunque si se
“'ha descriio en un sélo tfabajo, técnicas m4s avanzadas de deteccién del material genético del virus
mediante la hibridacién "in situ” en cerdos infectados experimentalmente (Galo y Nunes Petisca,

11990).

Numerosos autores han utilizado el formol tamponado como fijador para la deteccién de
‘antfgenos viricos empleando técnicas inmunohistolégicas cdn lo que se consigue demostrér
simultdneamente al agente patégeno especffico en las les1ones que induce en el hospedador,
permmendo estudiar fases importantes de la patogenia de las enfermedades infecciosas (Allan y
cols., 1989; Miller y ‘Van Der Maaten, 1989; Narita y cols., 1989a; Narita y cols., 1989b;
Haines, 1991). |

En nuestros estudios los mejores resultados los hemos obtenido en los tejidos fijados

‘mediante inmersién en formol tamponado al 10% durante 24-48 horas. Este fijador, utilizado
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“rutinariamente en los labqratorios de histologfa, conserva bien la morfologfa celular e inmoviliza
los componentes proteicqs si bien, tiempos largos de exposicién afectan a la antigenicidad tisular
Tl fbnnal"‘sé'- numerosos enlaces cruzados entre las proteinas de tal manera que se "enmascaran”
| ciertos éhtfgenos. Esté efecto es‘particula;mente importan'te;cuahc_lo se intenta detectar epitopos
particulares (Osborn y Webg‘r, ‘19'83; Battifora y Koipinski, 1986; Desnoyer y cdls., 1990;
Haines, 1991), dependiendo en cualquier caso de la susceptibilidad del epitopo (Battifora, 1991).

: La utilizacién de las enzimas proteoliticos como prétratamiento en los cortes histoldgicos,
libera algunos lugares antigénicos enmascarados por el formol (Battifora, 1991; Haines, 1991) a
través de un mecanismo de accién desconocido (Battifora y Koipinski, 1986). El tiempo de
dngestlén enzimdtica depende del tipo de tejido y del tiempo de fijacién (Palacfn, 1984; Battifora
y Kopmskl 1986); en nuestro caso hemos sometido los cortes histolégicos a tiempos variables
de predigestion, estandarizdndose la técnica a 10 min con la enzima pronasa al poseer ésta las
~ ventajas, sobre la tripsina, de utilizarla a temperatura émbiente y sin control de pH. Cdn el
-empleo de esta enzima hemos mejorado os resultados en la 'det_eccién de la PV73, de las
inmunoglobulinas porcinas y la citoqueratina empleando anticuerpos monoclonales y del antfgeno

relacionado con el factor VIII de la coagulacién utilizando un suero policlonal.

Aunque algunos autores han detectado cierta cantidad de antfgeno del VPPA en cerdos
perfundidcs intravascularmente con glutaraldehido (Ferndndez y cois., 1992a; Ferndndez y cols.,
1992b), para ello fue necesario la ;utilﬂizacion de detergentes no idnicos con el fin de
desenméscafar los antfgenos virales (Meéhan y cols., 1989_; Ferndndez y cols., 1992a). El
glutaraldehido es mejor conservador morfol6gico e inmovilizador profeico que el formol si bien,

‘ su capacidad de formar puentes éruzados es superior (Braudtzaeg, 19_82; Hogan y Smith, 1982).
En nuestros resultados ia. cantidad ‘de protefna PV73 detectada exi los cortes fijados con
glutaraldeﬂido fue muy inferior a la observada en fdrmol no mejofando signiﬁcatiVamente en
nuestro caso, con los distintos pretratamlentos utilizados. Por esta razén y, aunque la perfusién
vascular permite una mejor observacién estructural de los elementos celulares presentes en el
interior de los vasos (Atwal y cols., 1989; Sierra y cols., 1990a; Sierra y cols., 1991),
consideramos el formol un fijador m4s adecuado que el glutaraldehido para la deteccion de lo

portefna PV73 en tejidos.
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Por .otra parte, el alcohol fija las estructuras tisulares mediante la coagulacién de los
componentes protéicos con lo que se logra una bueﬁa conservacién de la antigenicidad tisular en
i cont'rapdsicién'a‘una' 14bil inmovilizacién antigénica y, una deficiente conservacién morfolégica

“con respecto a la fijacién aldehidica (Braudtzaeg, 1982; Palactn, 1984). Algunos autores han

utilizado la fijacién en alcohol y el procesamiento de Sainte-Marie (1962) para la demostracién

de antfgenos vfrlcos (Feméndez y cols., 1989; Wholsein y cols., 1990), bactgriahos (Marffn de

las Mulas y cols 1990), inmunoglobulinas (Brandtzaeg y Rognum 1984), etc. En nuestro caso
‘esta ﬁJac16n no mejoré los resultados obtemdos con el formol sino que contrariamente a lo que
' 1mc1a1mente esperabamos la PV73 fue detectada en escasa cantidad y con problemas de
| 1nespec1ﬁc1dad Aunque no podemos establecer la razén de estas importantes diferencias, ésta
‘. debe residir necesarlamente enla conservacnén del epitopo de 1a PV73 con los distintos fijadores
(Battifora, 1991).

Las distintas técnicas mmunohlstoldglcas constituyen una 1mportante herramienta para el
diagnGstico e investigacion en patologfa veterinaria (Haines y Clarck, 1991). En la PPA se han
utlllzado técnicas de mmunoﬂuorescenc1a sobre tejidos fijados por congelacién (Boulanger y cols.,

’ 1967 Colgrove y cols., 1969 Pan, 1987), siendo-sus prmcnpales venta_|as por una parte la rapidez
en su ut1]1zac16n y, por otra su sensibilidad al ser este fuador el mejor conservador de la
| antlgemc1dad tisular (Ditzel y cols., 1991) Mis recxentemente se han utilizado técnicas de

‘ 1nmunoperox1dasa sobre tejidos incluidos en parafina (Femandez y cols., 1992a; Ferndndez y

cols., 1992b),. siendo sus principales ventajas las de obtencién de cortes permanentes y la

conservacibn de los detalles morfolégicos. En estos trabajos las técnicas que mostraron los
mejores resultados fueron las que ‘utilizaron la Avidina-Biotina-Peroxidasa (ABC) y como
anticuerpo primario un suero policlonal biotinado anti-VPPA (Ferndndez y cols., 1992a; Pérez,

1992). | | | |

En las, determinaciones inmunohistolégicas de nuestro estudio se utilizaron dos técnicas
caraicterizadas por una alta | especificidad y capacidad de amplificacién mejorando
significativamente los trabajos previos (Fernaindez, 1992a); por una parte la ABC (Hsu y cols.,
19'81) y por otra la Estreptavidina conjugada con la .fosfatasa'.alcalina_ Strp FA (Palacfn, 1984) esta
iltima capaz de aumentar més de cuatro veces la respuesta obt,enida con el ABC. (Nagle, 1983;

- Giorno, '19w84).> En este sentido, hemos observado que en tejidos donde era muy escasa la cantidad
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de antfgeno PV73 detectado con la ABC, aumentd con la Strp FA; por otra parte, al ser la PPA
una enfermedad hemorrégica, la presencia de pigmento formélico y/o hemosiderina puede dar
_ lugar a falsas interpretaciones al emplear la técnica del ABC, lo que se obvia en mayor medida

con la Strp FA.

Al igual que en trabajos previos (Chem y cols., 1987; Minguez y cois., 1988) la
utilizacién de inmunotincio'neé dobles mediante el uso de las enzimas peroxidasa y fosfatasa
_alcalma nos ha permitido la demostracién simultdnea de dos antfgenos la PV73 y la citoqueratina
de las células del epitelio tonsilar lo que definid la localizaci6n precisa de la PV73 en este 6rgano.
Igualmente, la técnica de la Strp FA nos ha evnta_do la tincién inespecffica descrita en los

‘mastocitos con la ABC, este féti_émeno descrito por Bussoleti y Gugliotta en 1983, atribuido al

pH del tamp6n también fﬁe observado por otros autores utilizando el ABC en la PPA (Ferndndez -

y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992b; Pérez, 1992).

Los cerdos infectados con el VPPA producen anticuerpos desde los 3-4 dpi (Hamdy y
Dardiri, 1980; Wardley y Wilkinson, 1980b; Pastor y cols., 1990), detectdndose altas
concentraciones plasmaticas a partir de los 9 dpi (Sénchez-Vizéaf_no y cb‘ls. , 1983b, Mebus, 1987;
Mebus, 1988). La sensibilidad de la inmunofluorescencia en improntas o cortes de fejidos fijados
por .congelacién (Colgrove, 1968; Dardiri y Hess, 1970;vPan, 1987) disminuye en animales
hiperinmunesb debido al bloqueo de los antfgenos virales por parte de los anticuerpos originados
durante la evolucién de la enfermedad. (Heuschele y cols., 1966‘ Sahchez'Botija y cols., 1977),
este fenémeno se demostré en varios ammales que mostraron seroconversion y un aumento de la
inmunorreactividad tisular para la PV73 después de aplicar la técnica de la elucidn, puesta en
préctica por otros autores con el objeiivo de desenmascarar antfgenos virales en enfermedades
crénicas caracterizadas por la presencia de inmunocomplejos (Porter y cols., 1973; Wholsein y

cols., 1990). En nuest;o caso, con la técnica de la'e;lucién, hemos podido observar un mayor

mimero de monocito/ macréfagos inmunopositivos a la PV73 desde los 8- dpi, siendo muy

's1gmﬁcat1vo el aumento de 1nmunorreact1v1dad en los megacariocitos de médula ésea de los
animales sacrificados a los 10 dpi los cuales presentaron las ‘mayores tasas de anticuerpos en
sangre. Estos datos estan en concordancia con los trabajos de otros autores (Edwards y cols.
1985c¢; Ferndndez y éoiS., 1992c¢) en los que se indica la participacién de la respuesta inmune

humoral en distintos fenémenos que acontecen en la PPA agtida y subaguda. Por otra parte indica
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la necesidad de utilizar la técnica de la elucién para la deteccién de 1a PV73 en cerdos infectados
de forma crénica e inaparente como puede ser el caso de los jabalfes (Ferndndez, comunicacién

' personal).

La inmunofluorescencia "in vitro", empleando anticuerpos monoclonales ant1 PV73 ha

locallzado esta protefna en el citoplasma de células infectadas en forma difusa o globular (Sanz
y. cols., 1985). En nuestros resultados, las células pertenecientes y no pertenecientes al SMF han
mOstradoluna positividad difusa, granular o globular, lo que estd ‘en concordancia con las
observacnones referenciadas al utilizar anticuerpos policlonales sobre células infectadas "in vivo"

y/o "in vitro" (Colgrove y cols., 1969; Castro Portugal y cols., 1976 Carvalho y cols 1988;

Fernéndez y cols., 1992b). La- inmunotincién dlfusa corresponderfa a partfculas viricas,

observadas ultraestructuralmente, maduras e inmaduras dlspersas o asociadas a ribosomas (Castro
- Portugal y cols 1976). Las estructuras globulares inmunorreactivas que hemos demostrado con
| :ambas técnicas (ABCy Strp FA) se corresponderfan con las zonas de rephcacnén 0 cuerpos de
mclusuin descritos con el microscopio electrémco_ (Moura Nunes, 1975; Sierra y cols., 1987;
Carfascb, 1988; deez-Villainandos? 1988; Sierra y cols., 1990a; Sierra y cols., 1990b) y que
aparecen en las fases finales de lé infeccién celular cuando los procesos citopdticos son mds
maniﬁgstos -'(Castrb Portugal y cols., 1976' Carvalho y cols., 1988; Sierra y cols., 1989; Sierra

y. cols., "1990). Finalrﬁente la mmunorreacmdn en multiples grdnulos distribuidos por el

citoplasma podrfa corresponder a fag_osomas conteniendo material virico (Sierra y cols., 1987 '

Carrasco, 1988; Gémez-Viilamandos, 1988) si bien otros autores, consideran que son fenémenos
previbs-a la confluencia en un gran glébi;lo ﬁnico (Castro Portugal y cols., 1976; Pan y cols.,
1980; Carvélho y cols., 1988). En los restos celuiares hemosjobservado frecuentemente
inmunor;éactividad granulair pudiendo ébrresponder a partfculas viricas, maduras o inmaduras,
asociadas a}_las células en necrosis, lo que ha sido descrito con frecuencia en estudios

ultraestﬁxcturéles (Wardley y Wilkinson, 1977b; Sierra y cols., 1990a).
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V1.2. Patologia de la PPA.

Las lesiones ganglionares macroscdpicas consistieron en un ligero aumento de tamafio y

. edematizacién a los 4 y 6 dpi prese_ntindose, a partir de los 8 dpi, intensas hemorragias

subcapsulares, especialmente, en los ganglios gastrohepdticos y renales, observaciones que

coinc_:idén con las apuntadas por la mayorfa de autore‘s_‘ya desde los primeros trabajos lesionales
de la PPA (Montgomery, 1921; Colgrove y cols., 1969; Mebus, 1987; Jubb y cols., 1993; Sierra
y cols., 1993). A

Histolégicamente las 4reas primaria y mds intensamente afectadas fueron las

subcapsulares, interfoliculares y las vénulas postcapilares, lesiones que se fueron intensificando

con el curso de la enfermedad como se ha descrito en infecciones con distintos aislados virales.

(Nunes Petisca y cols., 1977; M‘ebus, 1988; Wilkinson, 1989). Estas zonas tienen como
particularidad citolégica la abundancia de células reticulares con una marcada capacidad de
fagocitosis, siendo éstas las células que en primer lﬁgar padecen procesos de degeneracién y
Jnvecr.osi.s. (Colgrove y cols., 1969; Mebus y Dardifi, 1979)b, como se ha evidenciado en nuestro

trabajo experimental.

Estas observaciones indicarfan que el virus, después de una multiplicééién primaria en la
puerta de entrada (en nuestro éaso en macréfagos intersticiales del punto de inoculacién), se
vehiculaﬂa a'través de linfétiéos al ganglid regional y al torrente sangufneo (viremia 12)
disemindndose hasta los érganos con un SMF bien désarrollado como son primariamente los
gangl'ios',' el bazo y la médula 6sea, y también a otros 6rganos como el pulmén, higado, rifién,
etc (Heuschele, 1967; Dardiri y Hess‘,>‘1970) donde se replicarfa en sus células blanco naturales
los monocito/ macréfagos (Ehjuanés y éols., 1977; Casal y cols., 1984). En ellos se produce una
infeccién productiva demostrada p‘or la alta cantidad de protefna PV73 observada a partir de las
36 hpi (Colgrove y cols., 1969)'en este-tipo celular, lo que repercuté considerablemente en el
ttulo de virus en sangre (viremia 2*) fenémenos demostrados virolégica e

inmunohistolégicamente en nuestro trabajo.

- La destruccién celular en los senos linfiticos y la llegada de eritrocitos por los vasos

linfaticos. aferentes desde los 6rganos drenados explicarfa explicarfa en parte, la observacion de
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una hemorragia gangliohar progresiva a partir de los 6-8 dpi coincidiendo con una mayor
intensidad lesional de los 6rganos drenados. Asf, la marcada hemorragia, caracterfstica de la PPA,
‘en los ganglios gastrohepdticos y renales coincide con el aumento de las hemorragias multifocales
en el hfgado y en el rifién. Esto explica que en los ganghos mandibulares y mediastfnico las
hemorraglas fueran menos intensas de la misma forma que no se apreciaron graves lesiones en
las dreas de drenaje correspondlente_s,v Confirmando esta idea los ganglios mediastfnicos, que s6lo

mostraron lesiones intensas en el animal muerto (7 dpi).

En algunos ganglios linféticos fueron observados muy escasos monocitos con PV73 alos
2 dpi correspondléndose con la baja tasa de virus en sangre en este dfa postinoculacién, la
mmunorreactwndad aument6 paralelamente con la viremia desde los 4 dpl distribuyéndose aquella,
desde las zonas subcapsulares a las interfoliculares, siendo en todos los casos, los monocito/
macréfagos las células mayormente 1mphcadas como destacan todos los autores (Colgrove y cols.,
1969 Mebus, 1987 anguez y cols., 1988). Esta alta concentracién virica en los ganglios los

- sefialan como 6rganos 1mportantes de eleccién en el diagndstico de 1a PPA (Boulanger y cols.,

1966; Heuschele; 1967; Dardiri y Hess, 1970; Sanchez Botija y cols., 1977; Greig, 1972).

Los foliculos linfoides de todds los 6rganos linforreticulares estudiados han sido las
estructuras que con menor 1ntens1dad y més tardfamente se lesionaron, fenémenos también
descrltos por distintos autores (Maurer y cols., 1958 Moulton y Coggins, 1968; Mebus 1987).
En este sentido hemos observado necrosis aisladas en los centros germinativos ganglionares desde
los 4 y 6 dpi, afectando a células ampulosas de nuclgos poco tefiidos que dejaban un espacio claro
con abundantes restos celulares; estas células se clasifican como pertenecientes al SMF y miés
concretamente como célu‘ias presentadoras de antfgeno. (CPA) (Diebold, 1986) las cuales
. mostraron inmunorreactividad especfﬁca (PV73). Estos fenémenos estdn de acuerdo con las
observaciones hechas por otfos autores quienes, con aislados moderadamente virulentos,
propugnan la hlpéte51s de que estos aislados no provocan una répida citolisis sino que se establece
una infeccién productlva con baja tasa de destruccnén celular de las células del SMF lo que
' ~ favorece una respuesta mmunoldglca en contraposicién a la mfecmdn con aislados muy virulentos

que causan la destruccién rdpida y masiva del SMF (Mebus 1987, anguez y cols., 1988).

A partir de los 6 dpi observamos un aumento progresivo de linfocitos en degeneracién y
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necrosis sin presentar antfgeno Vfrico esta observacién corrobora la afirmacién de la mayorfa de
los mvestlgadores que no han encontrado’ antfgeno virico en las poblaciones linfoides (Casal y
cols., 1984; anguez y cols., 1988) Esto contrasta con escasos estudios "in vitro" (Wardley y
cols 1977c) e "in vivo" (Moulton y Coggins, 1968; Colgrove y cols., 1969) que. sefialan la
' repllcac16n del VPPA en los lmfocntos De nuestros resultados se desprende que la necrosis de
los 11nfoc1tos no se debe a la acc16n directa del virus sino a mecamsmos indirectos como pudiera
-ser el aumento- de prostaglandina E2 (Anderson, 1986), el efecto téxico de las enzimas liberadas
- por macréfagos destruidos, los procesos- h1p6x1cos derivados de las lesiones vasculares y el
‘acimulo progreswo de sangre en el sistema de conduccién-filtracién ganglionar (Colgrove y cols.,
1969 Mebus 1987). Esta necrosis linfocitaria colaborarfa a establecer la ligera lmfopema
observada a partir de los 4 dpi y que ha sido mdlcada con frecuencia en infecciones con el VPPA

(SéncheZeVlzcafno y cols., 1981; Genovessi y cols.; 1988).

Utilizando aislados mdg_lerédamente virulentos como el empleado por nosotros (E75), las
muertes se describen desde los !6-10‘ dfas del comienzo de la ﬁebr¢ hasta los 25-45 dpi 0 mds tardé
( Slauson y: Sanchez Vizcafno, 1’981' Ordis, 1987; Martfn-Ferndndez y cols., 1989; Sierra, 1993)
encontrdndose de forma constante un cuadro clfmco—leswnal que también ha sido observado en
~ los cerdos mlmatura Asf,enel ammal muerto alos7 dp1 se presentaron las lesiones ganglionares
nec_r_étlco-hemorréglcas mds mtensas caracterfsticas de la PPA aguda (S4nchez-Vizcafno, 1986a);
sin embafgo; el otro animal: del mismo lote preéentaba unas lesiones intermedias en intensidad
entfe los lotes 11 y IV, lo que confirma el papel del hospedador en su interaccién con el virus

(Mebus, 1988).

Estas diferencias dependiéntes del hospedador y del virus se volvieron a observar a los
10 y 12 dpi asf, se present6 una ligera hiperplasia folicular (Konno y cols., 1971a) junto a
 lesiones hemorrégicas, lo que se puede inierpretar como una respuesta inmune que quedarfa
consta_tadé» en los animales sacrificados a los 10 dpi por la alta tasa de anticuerpos encontrada en
sangre. .Sin embargo, los animales sacrificados a los 12 dpi no presentaron anticuerpos anti-virus
en cnrculacnén El hecho de que ambos ‘animales mostraran lesiones ganglionares y viremias
similares, pero concentraciones de anticuerpos en sangre tan dispares justifica los dlferentes
mecanismos que el virus posee para desarrollar lesiones similares (Pan, 1987; Mebus, 1988;
Ferndndez y cols., 1992b).
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El bazo mostré una moderada esplenomegalia hiperémica que progresé de forma evidente
desde los 6 dpi hasta el final de la enfermedad lo que se corresponde con las descripciohes
lesionales mds llamativas y. constantes descritas en la PPA aguda (Montgomery, 1921; DeKock,
1940; Moulton y Coggins, 1968), ésta lesién que como veremos se asocia con una alta tasa de
virus en este érgano (Heuschele, 1967; Plowright y cols., 1968; Greig, 1972) hace del mfsmo,

una de las muestras de eleccién en el diagndstico de la PPA (Sénchez_-Vizcal’no, 1986a).

Las lesiones que hemos observado desde los 4 dpi se localizan inicialmente en la pulpa
é‘splériica, foja y, especialmente en las zonas marginales y vainas de Schweigger-Seidel, todas
ellas, dreas con una rica poblacién de células reticulares conrgran capacidad de fagocitosis que
constituyen las células primérias del VPPA (Enjuanes y cols., 1977; Fernandez y cols., 1992a).
: En,estas dreas se observé un aumento progresivo de células sangufneas asf como fenémenos

degenerativo-necrdticos ésociados a la PV73. Estos fenémenos fueron muy marcados a partir de
los 6 dpi y se asociaron a un aumento de sangre en la»PER y a la aparicién de fenémenos de
_necrosis en la PEB. La destruccién del armazén esplénico por la accién directa del virus sobre
" las células del SMF y la indirecta, ya apuntada a nivel gangllonar son las responsables de las
lesiones observadas en el ammal muerto (PPA aguda) y en los animales sacrificados a los 10 y
12 dpi representando las fases finales de la PPA aguda-subaguda en las infecciones por aislados
moderadamente viruléntos (Moulton y Coggins, 1968; Konno y cols., 19713; Konno y cols.,

1972; Mebus, 1988).

Un dato a tener en cuenta que confirma lo anteriormente expuesto viene dado por la
secuencia en la distribucién y cantidad de PV73 en el bazo. Esta se observé en escasos monocito/
macrdfagqs de l1a PER a los 2 dpi para aumentar paralelaménte a la viremia desde los 4 dpi, con
una localizacién mds acentuada en las dreas marginales y vainas macrofagicas. Esta distribucion
concuerda con la obtenida desde las 36bhpi por otros autores en estudios realizados empleando
la técnica de la inmunofluorescencia (Boulanger y cols., 1967; Colgrove y cols., 1969), de la
inmunoperoxidasa (Mfnguez y cols., 1988; Ferndndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992b)
y la hibridacién "in situ” (Galo y Nunes Petisca, 1990). La localizacién antigénica vuelve a
constatar la no infeccién de los linfocitos asf como el desarrollo de lesiones similares a las

descritas en los gangllos con la pamcularldad de que este érgano se lesiona gravemente de forma

constante siendo comparable con las lesiones de los ganglios gastrohepéticos y los renales, lo que.
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- estimamos se debe a que en el bazo confluyen las caracterfsticas bésicas en el desarrollo de las
lesiones de la PPA aguda y subaguda: ser un 6rgano muy rico en células macrofégicas y estar

‘integrado en la circulacién sangufnea con funcién de drehaje sistémico.

Las lesiones de 1a médula 6sea comenzaron a evidenciarse desde los 4 dpi'_en monocito/
macréfagos con degeneracién celular y'destruccién progresiva de I:i arquitectura del 6rgano en
‘el que, de la misma forma, se observé un la retencién de sangre y disminucién de las células
hematopoyétlcas lo que tamblén fue observado por Nunes Petisca y Martins Gongalves en 1976

en los escasos trabajos que sobre la médula 6sea en la PPA se encuentran publicados.

Algunos autores han detectado enla médula dsea el VPPA en cantidades crecientes, desde
las 48 hpi (Heuschele, 1967; Plowright y cols., 1968) y antfgeno VPPA mediante
inmundﬂuorescehcia (Colgrbve y c;ols., 1969) e hibridacién "in Situ" (Galo y Nunes Petisca,

-1990); en nuestro trabajo, la PV73 se detecté en numerosos monocito/ macréfagos desde los 4
dpi gumentando progresivamente el mimero de células inmunopositivas no macrofégicas desde los

6 dpi.

La presencia de la PV73 en células del SMF en la médula continua justificando el papel
primario de éstas como células blanco del virus de la PPA (Enjuanes y cols., 1977; Casal y cols.,
1984). La infeccién de los megacanomtos por el VPPA ha sido demostrada por algunos autores
(Colgrove y cols., 1969, Pan, 1987) asf, Edwards y cols en 1985b utilizando el aislado Repuiblica
Dominicana y la técnica de la inmunofluorescencia, encontraron inmunopositividad en un 2-10%
de megacariocitos; en nuestro - tr‘ébajo, el ndmero de megacariocitos infectados fue
considerablemente superior del 25 al .30% en el animal muerto y en los sacrificados a partir de
los 8 dpi, lo cual indica una maybf-participacién dé lé infeccién como causa de la trombocitopenia

‘que la publicada por Edwards y cols.~, 1985b y Edwards y cols., 1985c.

Por otra parte, destacamos como muy signiﬂc_étivo el aumento de megacariocitos
infectados desde los 6 dpi, incremento que se observé paralelamente a una mayor destruccién de
+ los macr‘éfaAgbs‘ préximos. Estas células no macréfigicas son, después- de los mbnocito/
macréfagos, las mds numerosas conteniendo PV73 en todo el curso de la enfermedad, lo que

- indica una mayor susceptibilidad de los :megacarioc_itos a ser infectadbs por el VPPA que la
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indicada hasta el momento (Edwards y cols., 1985b). La infeccién de los megacariocitos
constituye un dato interesante en la patogenia de la PPA, ya que' un elevado mimero de animales
" mueren con trombocitopenia; la mfecmén de estas celulas puede establecerse por la unién del
virus a un receptor de membrana (Alcamf y Vmuela 1991) que podrfa existir también en los
megacanocxtos, al derivar de un precursor hematopoyético comun. Otra posibilidad estarfa
condicidnada a mecanismos inmunomediados lo qué si ha sido demostrado en la PPA con aislados
_ moderadamente virulentos (Edwards y' cols., 1985¢) si bien', estos autores no demostraron la
preéencia simultdnea de inmunoglobhlinas»y antfgenos del VPPA en los megacariocitos, fenémeno
qﬁe si fue evidente tras la elucién en el presente trabajo, y que pﬁede estar relacionado con los

mecanismos inmunomediados indicados por Edwards y cols. en 1985.

Los megacariocitos inmunorreactivos presentaban efectos citopdticos semejantes a los
observados en los monocito/ macréfagoé, con hipercromatosis cortical y/o picnosis y cariorrexis.
En los aﬂirﬁales sacrifiéados a los 12 dpi se observé hiperplasia de megacariocitos, tanto
infectados (25%), como no infectados (75 %), lo que se correspoﬁdié con el aumento del nimero
de pla(juet_aS' en sangre. Estos datos y la ausencia de inmuﬁoglobulinas anti-virus en
megacariocitos y sangre en estos animales (12 dpi) reforzarfa la hipdtesis de la participacién de

fenémenos inmunomediados en los animales del lote V (10 dpi).

Estos fenémenos necesitarfan estudiarse con mayor profundidad ya que la adherencia de
virus, inmunoglobulinas y complemento a plaquetas no se ha demostrado. Las pruebas realizadas
en el presente estudio con esta ﬁnalidéd resultaron igualmente negativas (datos no introducidos)
lo que conﬁrma los estudios ultraestructurales en los que se han observado muy pocas plaquetas
contemendo virus (Nesser y cols., 1986). Aunque estos datos contradicen la hipétesis de la
tromboc1topema inmunomediada y abogan por una coagulopatfa de consumo, en ninguno de los
trabajos realizados hasta el momento, se ha desarrollado un estudio completo morfolégico-

fisiolégico para confirmar estos mecanimos.

En nuestro trabajo, hemos cqnsiderado las tonsilas como un ¢rgano de replicacién
" secundaria al emplear la vfa de infeécién. intramuscular y no la oronasal, en la que este érgano
se comporta como puerta de entrada y lugar primarib de replicaéién virica (Heuschele, 1967;
McVicar, 1984; Ekue y cols., 1989).

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



DISCUSION ' 145

En contraste con las hemorragias macroscépicas descritas en las tonsilas (Moulton y
.Coggms 1967), en nuestros resultados, no hemos observado hemorragias a pesar de la intensa
destruccién celular observada en estos animales. Por el contrario y como en las descnpcnones del
bazo, ganglios y médula 6sea, en las tonsilas, los monocito/ macréfagos subepiteliales y en las
regiones interfolicularés_fueron las primeras células, a los 4 dpi, con procesos degenerativos. A
partir d‘e los 6 dpi se observé una infensa infiltracién leucocitaria en el epitelio de las criptas,
s1endo el animal muerto y los sacrificados a los 12 dpi los que presentaron las lesiones mds
intensas con abundantes células eplteha]es e inflamatorias mezcladas con bacterias en las criptas

tonsilares.

La distribuci6n del antfgeno PV73 nos indica que la infeccidn de este érgano se produce

por vfa skmgufnea asf, las primeras células inmunorreactivas a los 4 dpi fueron los monocitos

circulantes y los macréfagos infectdndose, a los 6 dpi escasas células reticulares de los folfculos

linfoides; lo que coincide con las observaciones apuntadas por otros autores en estudios con -

'mmunoﬂuorescencxa (Boulanger y cols., 1967; C_olgrovc y _cols., 1969, Mebus, 1987) e
hibﬁdacién "in situ" (Galo y Nunes Petisca, 1990). En el animal muerto (7 dpi) y en los
_sabriﬁcados a los 12 dpi aumentd. considerablémente la inmunorreactividad especffica (PV73) en
_ el epitelic')Ay en macréfagos los>cua1es se difefenciaro’n al utilizar un anticuerpo anti-queratina. En
este se‘nti'do; C(')lgrove& cols. en 1969,‘han sido los unicos que indicaron inmunofluorescencia
en algunas Células epiteliales tonsilares en un animal recién nacido inoculado intranasalmente con
un aislado virulento. Sin embargo, la mayorfa de los autores (Boulaﬁger y cols., 1967; Mébus,
1987; Mebus, 1988) destacan como caracterfstica diferencial de la Pé;te Porcina Clé4sica, el nulo

tropismo del VPPA por las células epiteliales de las tonsilas (Mebus, 1988).

El meéanismo de infeccién de laS células epiteliales por el VPPA, al igual que de otras
estxrpes celulares no macrofdgicas, permanece adn sin aclarar, pero si parece evidente que los
virus, principalmente los mds virulentos, infectan células epiteliales lo que se demostré en el
presente trabajo, asf como en otros estudios inmunohistopatolégicos y ultraestructurales (Sierra
y cols., 1990b; Ferndndez y cols., 1992b); En estos cstﬁdios se evidenciaron antfgenos‘idel' virus
o cuerpos de inclusién en células del epitelio biliar y del epitelio tubular renal (Ferndndez y cols.,
1992b; Hervds y cols., 1 993). Uh hecho interesante fue la observacién de un mayor nimero de

células epiteliales infectadas en el animal més lesionado (7 dpi) y en los sacrificados a los 12 dpi,
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sin seroconversién, lo que concuerda con observaciones previas relacionadas con la aparicibn de
antfgenos del virus en células no macrofgicas en las fases finales de la enfermedad con jvirus
virule'ntos (Ferndndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992b). En cambio, a los 10 dpi, el

nimero de células epltehales mfectadas fue muy escaso, lo que conjuntamente' con la-

seroconvers16n de estos ammales hace dificil mterpretar las diferencias con respecto a los

resultados mencxonados anterlormente.

- Otra posible explicacién de la presencia de virus en estas células vendrfa dada por la

capacidad de captar sustancias de las células epiteliales de las crlptas tonsilares (Williams y

ﬂ Rowland, 1972) Fmalmente la salida del virus desde las tonsilas a la luz de las criptas
vehlculado en macréfagos células epiteliales y restos celulares permmrfa la eliminacién del virus

vfa oronasal o la reinfeccién vfa respiratoria y/o digestiva (Greig y Plowright, 1970; McVicar,
'19_84). '

Las lesiones hepétlcas observadas en nuestro trabajo con la utilizacién de un alslado
moderadamente virulento (E75) se localizaron fundamentalmente en las células del 'SMF
_ (monoc.ltos»,- macréfagos intersticiales y-.células de Kupffer), y en hepatocitos y células eplte_llales
-b-iliares‘en;las fases més avan’z_adas-d‘e la enfermedad lo que concuerda con los cuadros lesionales
hepéticos descritos en la PPA aguday subaguda (Lucas yAcols., 1970; Konno y cols., 1971b;'
- Mebus y Dardiri, 1979; Sierra y cols.,' 1987; Ferndndez y cols., 1992a).

Las células prxmarlamente mfectadas fueron las células de Kupffer con signos de
degeneracion y conteniendo PV73 desde los 4 dpi lo que confirma su papel de célula blanco

natural del VPPA (Colgrove y cols., 1979, Mebus, 1988) a donde llega por vfa sangufnea,

Veh'i;iﬁlado principalmente por eritrocitos y monocitos circulantes '(I-Ieuschele, 1967; Colgrove y

cols., 1969; Ferndndez y cols., 1992a).

Al igual que en nuestras observaciones otros autores resaltén la hiperplasia de las células
de Kupffer con aislados de fnoderada virulencia produciéndose posteriormente la destruccién de
estas células en las fases mds avanzadas de la enfermedad (Mebus, 1988; Mebus y Dardiri,§1979;
Ferndndez y cols., 1992a). Con la utilizacién de un aislado altamente virulento, se detecté la

necrosis temprana de las células de Kup'ffer observandose posteriormente la necrosis € infeccién
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de los hepatocitos (Ferndndez y cols., 1992; Pérez, 1992), como ha ocurrido en el presente

estudio en las tltimas fases de la enfermedad. Estos datos vuelven a confirmar que la infeccién

de las células no macrofigicas depende de la patogenicidad del aislado empleado produciéndose

- ésta en las fases mds avanzadas de la enfermedad (Sierra y cols., 1987; Gd6mez-Villamandos,

- 1988; G‘aAlo,y‘Nunes Petisca, 1990; Ferndndez y cols., 1992a; Ferndndez y cols., 1992b), lo que
cuestiona por otra parte, la especificidad unica del VPPA por células de origen mieloide (Casal
‘y co-ls., 1984) con un receptor viral espectfico (Alcamf y Vifiuela, 1991). Este receptor media la
-entrada del virus en los macréfagos en los que se produce una infeccién productiva Alc:amf y
Viﬁuela 1991) que no ha sido demostrada hasta el momento en otros elementos celulares.: En el
animal muerto hemos observado escasas células del epitelio biliar conteniendo PV73, lo que
confirma la idea expuesta anteriormente con respecto a la infeccién de células no macroféglcas

en el hfgado.

Al igual que en otros érganos se observaron algunos neutréfilos circulantes o infiltrados,
con inmunorreaccién difusa lo que concuerda con la infeccién y/o fagocitosis del virus de estas
células descrita "in vitro" (Casal y cols., 1984) e "in vivo" en estudios inmunohistolégicos

(Ferndndez y cols., 1992a; Pérez, 1992) y ultraestructurales (Gémez-Villamandos, 1988).

Los cambios vasculares mds significativos estuvieron representados por una congestién
y un edema intersticial moderado a partir de los 4 dpi. Estas lesiones se intensificaron con el
curso de la enfermedad siendo muy intensas en el animal muerto ‘(7 dpi) y en los sacrificados a
los 10 y 12 dpi, cuando se encontraron hemorragias mterst1c1a1es dilatacién de los smusondes
y lagunas hemdticas (Mebus y Dardiri, 1979) asociadas a zonas de necrosis de hepatocitos (Lucas

y cols., 1970; Konno y cos., 1971a). En nuestra experiencia no se observé inmunorreaccién en

las células endoteliales en contraposicién a la observacién hecha por otros autores con aislados

mds virulentos (Colgrove y cols., 1969; Ferndndez y cols., 1992a; Pérez, 1992). Estas lesiones
se explicarfan en base a la secuenciacién de la infeccién inicialmente en macréfagos y

posteriormente en hepatocitos (Ferndndez y cols., 1992a).

Las observaciones histopatolégicas de los pulmones se corresponden con las hechas por
otros autores (Carrasco, 1988; Siefta y cols., 1990a) siendo los monocito/ macrﬁfagos

intravasculares las células primariamente afectadas desde los 4 dpi (Carrasco, 1988; Sferra y
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cols., 1990; Carrasco y cols., 1992). También desde este dfa postinfeccién se observé una
hipercelularidad progresiva de células mononucleares en los septos interalveolares en donde se
detectartm grandes cantidades de PV73, lo que justifica lbs tftulos altos de virus encontrados en
este 6fgénb dé_s_de las primeras fases de la éhfermedad (Heuschele, 1967; Plowright y cols., 1968;

Ekue y-cols., 1989).

En nuestros resultados y, en contraste con los descritos por otros autores utilizando la
téénica de la hibridacién "in situ" (Ga'lo y. Nunes Petisca, 1990), no hemos obsefvado antfgeno
vfriéo en células epiteliales broncoalveolares, asf como, al no presentarse macréfagos alveolares,
'tainpoco se detecté antfgeno en estas células (Ferndndez y cols., 1992a). Estas 0bserva¢iones
podrfan explicarse por una parte, por el diferente comportamiento del virus cuando infec;ta las
- MIPs (Carrasco, 1988), los cuales no se destruirfan tan rdpidamente como otros macréfagos:(Pan,
1987; Cérr_asco y cols.,1992) y, por otra, el retraso de la destruccién masiva de los MIPs en base
ala diferenéia de comportamiento, frenarfa la aparicién de macréfagos alveolares, la destruccion
de éstos y probablemente, la infeccién de las células epiteﬁales broncoalveolares (Galo y Nunes
Petisca, 1990; Pérez, 1992). |

Esta hip6tesis no se contradice con las observaciones del animal muerto a los 7 dpi, en
el cﬁal, el elevado mimero de macrﬁfagos intravasculares activados partiéiparfan en los fenér'henos
“de h@pertensién vascular (Carrasco 1988; Winkler, 1989; Sierra y cols., 1990a) y liberacién de
productos vasoactivos causantes de desérdenes circulatorios (Bertram y cols., 1989) como el

edema alveolar agudo que es caracterfstico de la PPA‘aguda (Pan, 1987; Sierra y cols., 1987).

~Las lesiones renales‘macrqséé'picas mds destacadas consistiéron en hemorragias petequiales
localizadas a nivel cortical y medular en las ultimas fases de la enfermedad. Histolégicam@ahte y
a nivel glomerular, los cambios mds caracterfsticos consistieronen procesos de degeneracién en
monocitos y/o células mesangiales ’(Pa'n,> 1987) y transtornos de la permeabilidad vascular a partir
de los 6 dpi. En las tltimas fases de la enfermedad y, especialmente en el animal muerto y en los
‘sacrificados a los 10 dpi, se observaron abundantes restos celulares en circulacién, microtrombosis
y hemorrégias multifocales y microtrombosis, lesiones renales descritas en la PPA aguda y
Subaguda (Quezada, 1988, Sierra y cols., 1989; Martfn-Fernéndez y cols., 1991). |
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En los glémerulos se observé antfgeno virico mediante inmunofluorescencia (Colgrove y

cols., 1969; Pan, 1987) e inmunoperoxidasa (Ferndndez y cols., 1992a) en escasos monocitos

circu]antes y en algunas células mesangiales, células que presentaron inmunorreaccion (?V73) )

' ch(ie los 4 dpi. La infeccién de estas células en el glomérulo y de los macréfagos'intersticiale$
. vfa sangufnea serfan los r_esponsables del aumento de la pefmeabilidad capilar eﬁ las primeras
fases de :l'a enfermedad. Posteriormente, tendrfamos que diférenciat los mecanismos por los cuales
-aparecen las hemorragias renales. Por una parte, y en el animal muerto (7 dpi) el antfgenoiPV73
se ‘ldcaliza escésamerite en los glomérulos conv fenémenos de microtrombosis, en num_érosos
ma'créfagbs y escasas células _endoteliales‘del intersticio corﬁcal y medular, confirma una CID
asociada a fa mayor del VPPA (E75), en esta experiencia, en relacion a las observaciones de
Ferﬁéndez 'y cols., 1992. ‘Por otra parte, los microtrombos -encontrados en los animales
sacfiﬁcados a los 10 dpi, constituidos por fibrina, plaquetas e IgM, constituye igualmente un
indicativo rﬂor-folégico de 1a CID (Quezada y cols., 1989; Sierra y cols., 1989) como mecanismo
inductor de una coagulopatfa de consumo y de hemorragias renales (Pan, 1987; Villeda yicols.,
1993). La participacién de IgM y plaquetas en los microtrombos sin‘antfgeno PV73 ni C3 i(datos
no incluidos), cuesiiona 1a participacién de los inmunocomplejos en la-CID (Slauson y Sﬁﬁchez—

Vizcafno, 1981).

’Finalmente, algunos autores hari descrito antfgeno vfrico y/o cuerpos de inclusién (Hervis
y cols., 1993) en el epiteiio tubular utilizando aislados virulentos'.(Pan, 1987; Ferndndez yicols.,
1992a); en nuestros resultados hemos observado escasas células epiteliales inmunorreactivas
(PV73)-en las fases tardfas dé la infecc_idrl lo que confirma la secuencia de infeccién del virus en
cualquier 6rgano (Ferndndez y cols., 1992b). La entrada del VPPA en estas células producida
bien por reabsorcién después de la lesién glomerular (Ferndndez y cols., 1992a; Hervds ygcols.,
'1993) o vfa tejido intersticial peritubular, después de la destruccién de los macréfagos préximos
a las membranas basales de las células epiteliales tubulares. En el rifién hemos de concluiir que
aunque es un érgano con lesiones anatomopatolégicas hemorragiéas muy caracterfsticas? de la
enfermedad, presenta una menor--impoftancia en el diagndstico inmunohistoldgico y/o viro%légico
de la PPA con respecto a Iosbtros érganos estudiados (Plowright y cols., 1968; Bool yfcols.,
1969; Dardiri y Hess, 1970; Coggins, 1974).
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V1.3. Mecanismos Patogénicos de las Hemorragias en la PPA.

Los virus que causan fiebres hemorrdgicas poseen tropismo por células con importantes
funciones hemost4ticas como son los hepatocitos, las células endoteliales, los monocito/

macréfagos y los megacariocitos (Halstead y cols., 1978; Oldstone y cols., 1982).

Una de las p;incipales caracterfsitcas lesionales de la PPA es la presentacién de
hemorragias en diferentes érgano's (DeKoék y cols., I940§ Sanchez-Vizcafno, 1992; Jubb y cols.,
1993) lo que ha llevado a distintos investigadores a estudiar los mecanismos ﬁsiopatolégicés que

“conducen a la apricién de las mfsmas (Edwards y cols., 1985; Anderson y cols., 1987; Villeda
y cols., 1993). Son varios los mecanismos que conducen a la aparicién de las hemorraglas en
cerdos infectados con el VPPA y dependientes, en gran medida, de la virulencia del aislado
(Edwards y cols., 1984; Anderson, 1986, Villeda y cols., 1993).

Los cerdos muertos de PPA agﬁda. y subaguda presentan extensas hemorragias y, en la
mayorfa de los casos, es comiin la presencia de trombocitopenia (Edwards y cols., 1985:;1) con
‘tiempos alargados de hemorragia (NeSer y Kdtzé,’ 1987); en nuestros resultados los animales
présentaron hemorragias en diferentes' dtganos siendo més manifiestas desde los 8 dpi con una
disminucién progresiva del numero de plaquetas desde los 2 dpi y una trombocitopenia marcada
en los sacrificados a los 10 dpi, anlmales en los que se observé lesiones de CID, asociada a titulos
altos de virus y anticuerpos, lo que se corresponde con los trabajos de Pan y cols. quienes
_incluyen fenémenos difectos‘ e indirectos (inmunol6gicos) como causa de los animales infecj:tados

con el UPPA en sus formas agudas y subagudas.

Uno de los posibles mecanismos inductores de trombocitopenia es la infeccion de los
megacariocitos. Con aislados virales de moderada virulencia se ha observado la infeccién del
2 al 10% de los megacatiocitoé de la médula 6sea a los 7 dpi (Edwards y cols., 1985a; Edwards
y cols., 1985b) sin embargo, estos autores no consideraron el bloqueo de la trombocitopoyesis
por la infeccién virica como un mecanismo determinante de la trombocitopenia en la: PPA.
Nuestros resultados indican la infeccién de los megacariocitos desde los 6 dpi desapareciendo un
alto porcentaje de ellos en el animal muerto. Un 25-30% de los megacariocitos -aparecfan con

signos degenerativos y conteniendo PV73, lo que confiere una mayor importancia a la accién
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directa del virus sobre los precursores plaquetarios en la induccién de la trombocitopenia al

contrario de lo descrito por otros autores (Edwards y cols., 1985b).

En cerdos infectados con UPPA Edwards y cols. en 1985 encontraron a los 13 dpi,
un retorno de las plaquetas a los niveles normales paralelémente con una hiperplasia de los
megacariocitos que coexistfan con una viremia alta. De igual forma y a los 12 dpi nosotros hemos
observado una hiperplasia de megacanocntos manteméndose el 25 30% inmunorreactivos para la
PV73 junto a un considerable mimero de estas células con caracterfsticas normales a la vez que

se detect6 una elevacion de plaquetas en sangre. Estas observaciones sostienen la idea de un

importante tropismo del virus E75 por los megacariocitos en las fases intermedias y finales de la

| enfermedad, pero siempre asoc1ada a una marcada destruccion del SMF.

Como segundo mecanismo mductor de trombocitopenia en la PPA se ha sugerido la
infeccion de las plaquetas, asf entre un 1 y un 20% de las mismas presentaron alteraciones
ultraéstru(;turales e imégene§ jndicativas de replicacién virica en cerdos infectados éon icepas
E modera_damente virulentas (Neser y cols., 1986). En nuestros trabajo, no hemos podido visualizar
‘antfg'eno virico en estas células si bien, y considerando la necesidad de la actividad del hﬁcleo
‘celular para la repllcac16n del VPPA (Ortfn y Vifuela, 1977), los cambios ultraestructurales
observados en las plaquetas podrfan estar producndos desde su fraccionamiento en los
megacanocxtos infectado o se deberfan a fenémenos independientes de la accién directa del virus
- sobre las mismas ya que el numero de plaquetas conteniendo virus (E75) es muy escaso (Sierra,

comunicacién personal).

La alta liberacién de 4cido araquiddnico y la produccién de metabolitos tras la destruccién

por el virus de las células del SMF (Maurer y cols., 1958; Colgrove y cols., 1969) aumexjtan la .

permeabilidad vascular e induce la agregacién plaquetaria (Anderson, 1986; Anderson y ‘cols.,
1987; Villeda y cols., 1993) lo que podrfa explicar la inicial disminucién de los trombocitos
sangufneos asf como su colaboracién'en,lva trombocitopenia con la que algunos animales mueren

| (Anderson y cols., 1987).

Otro de los mecanismos que conduce a una trombocitopenia es el consumo periférico de
plaquetas en el transcurso de una Coagulacidn Intravascular Diseminada (CID) (Pan, 1987), en

las ultimas fases de la enfermedad y cuya representacién morfoldgica la hemos obsérvado
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especialmente, en _riﬁdn y pulmdn. Los microtrombos caracterfsticos de este fenémeno iestdn
constituidos principalmente por fibrina polimerizada, cuya participacién ha sido apuntada poriotros
éutbres (Pan y cols., 1975; Quezada, 1988; Martin-Ferndndez y cols., 1991), la cual atrapa
plaquetas que pueden ser detectadas microscpicamente mediante el suero anti-factor VIIIide la
coagulacién, lo que ha sido demostrado én las ultimas fases de la enfermedad de nuestro tﬁabajo
en forma granular y/o puntiforme, corroborando la presencia de las mismas en los microtrombos

glofnerulares.

En algunas enfermedades como la-Anemia Infecciosa Equina.(Clabough, 1990), Moquillo
Canino (Axthelm y Krakowka 1987) y en la Diarrea Vfrica Bovina (Corapi y cols., 1990), se
han observado mmunocomplejos asocmdos ala superﬁc1e de las plaquetas lo que inducirfa su
destruccién por agregacién por act1vac16n del complemento y/o después de su fagocitosis por el
SMF. En la PPA se ha demostrado una trombocitopenia inmunomediada en animales mfectados
con virus moderadamente virulentos (Edwards y cols., 1985c), el progresivo aumento ;de la
'vnremna y de los anticuerpos anti-VPPA a partir de los 6 dpi, conjuntamente con la dlsmmucnén
progresiva del nimero de plaquetas que llega a su mfnimo a los 10 dpi, podrfa indicar que en este
dpi se produce una relacién critica de equivalencia entre el antfgeno virico y los anticuerpos
durante -1a infeccién, fenémeno que ‘se considera importante para el desarrollo de una
trombocxtopema inmunomediada (Edwards y cols., 1985¢). Aunque no hemos podido v1sua11zar
los inmunocomplejos en las plaquetas, tampoco en suero rico en plaquetas (datos no introducidos
en la tesns) la deteccnén simultdnea de PV73 e IgM en los megacariocitos, el aumento del
antfgeno virico mtracelular después de la elucién, la viremia y los titulos de IgM, IgG e IgA en
los ammales trombocitopénicos sacrificados a los 10 dpi apoyarfan la afirmacién de que estos
datos - inmunohistolégicos representan fenémenos inmunopatolégicos relacionados con la
trombocitopenia y la CID que aconte;é en la PPA (Pan y cols., 1975; Edwards y cols., 1985¢;
Fernzindei y cols., 1992¢). |

Otro de los mecanismo que predispone a la aparicion de hemorragias es la reduccfién de
los factores de la coagulacién bien por una disminucién en su sfntesis 0 por un consumo a;través
de una CID (Oldstone y cols., 1982; Edwards y cols., 1985b; Villeda y cols., 1993). El hfgado
es el 6rgano donde se sintetizan la mayorfa de los factores de la coagulacién (Villeda y cols.,

1993): las lesiones hep4ticas ocurridas en el curso de la PPA aguda (G6mez-Villamandos, 11988;
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“ Jubb y cols., 1993; Sierra y cols., 1993) asf como los resultados inmunohistol6gicos (Co]érove'

y cols., 1969; Fernindez y cols., 1992b) y ultraestructurales (Sierra y cols., 1987; Gomez
Villamandos, 1988).en los que se ha demostrado 1a destruccién de hepatocitos, hecho tamblén
descnto en nuestro trabajo, puede explicar la disminucién de la. sfntesis de factores de la
coagulacién -en las fases més crftlcas de la enfermedad si bien, segin los resultados
fisiopatolégicos, esta lesién no parece ser determinante en el 'desarrollb' final de la enfermedad

hemorrdgica (Villeda y cols., 1993).

La activacién y consumo -de los factores de la coagulacién ha sido demostrada tanto por
'la'vfavintr'fnseca como extrfnseca, predominando una u otra segtin lé'virulencia del aislado vfrico
(Villeda y cols., 1993). La inmunorreaccién observada en el animal muerto (7 dpi) y a paﬁir de
los 8 dpx en algunas células endoteliales del rifién coincide con dlstmtos estudios
mmunohlstoléglcos (Colgrove y cols., 1969; Pan, 1987; Fernindez y cols., 1992a) y
ultraestructurales (Quezada, 1988; Sierra y cols., 1989) realizados "in vivo" con alslados
v1rulentos y con los observados "in vitro" (Wllkmson y Wardley, 1978) en los que se demostrd
la infeccién de las células endoteliales por el VPPA; lo que explicarfa su partlclpacusn en la
activacién de la via intrfnseca de la_cqagulacndn (Honor, 1991; Vllled_a y cols., 1993). El escaso

ndmero de células endoteliales infectadas, hace que la lesién directa del virus no se con:’side.re
} como uno de los mecaniémos» im‘port‘antes' de las hemorragias en la PPA (Ferndndez y ‘cols.,

1992a).

Por otra parte, la tumefacién endotelial y la lesiones vasculares observadas en al?gunos
6rgan0s en las dltimas fases de la enfermedad, darfan lugar a la exposicién de las estru:cturas
subendoteliales lo que, unido a la liberacién de factoreS procoagulantes por los macréfagos
activados y/o destruidos (Andefson y cols., 1987; Pan, ’>1987) activa la vfa extrfnseca; de la

| coagulacuSn la cual, parece tener una mayor 1mportanc1a en el desarrollo de la CID con alslados

moderadamente virulentos (Ed_wards y cols., 1984; Villeda y cols., 1993). Fmalmente la.

alteracién de los monocito/ macréfagos por la infeccién del virus observada desde el prmcxvplo de
laen_fermedad, disminuye la capacidad de fagocitosis y por tanto la eliminacién de la sangre de

factores de la coagulacién activados, favoreciendo el desarrollo de la CID. (Morgensen, 1979).

En la PPA subaguda y crénica, se ha comprobado que la respuesta inmune desarrollada,
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en nuestro caso desde los 6 dpi, da lugar a la formacién de anticuerpo fijadores del compleﬁnento
(Norley y Wardley, 1982) y mediadores de citotoxicidad (Norley y Wardley, 1983b3) que
-4pamc1pan en los fenémenos de quimiotaxis leucocitaria y permeabnhzacxdn vascular (Slauson y
Sénchez-Vlzcafno 1981; Bielefeldt Ohmann y Babink, 1986). En estas formas de la enfermedad

tamblén se han observado depdsitos de mmunocomplejos (VPPA-IgG-C3) en las membranas
basales y mesanglales del rifién (Pan y cols., 1975; Slauson y Sanchez-Vizcafno, 1981; Martfn-
Femandez y cols., 1991). Este hecho no ha podido demostrarse de forma completa en nuestro
estudxo ya que si bien se detectaron 1nmunoglobulmas en las membranas basales glomerulartes
a partir de los 8 dpi, no se observo C3.ni Clq (datos no incluidos en el presente trabajo)

Tampoco se evidencié complemento en los microtrombos de Ios cerdos a los 10 dpi. ‘Estos
resultados podrfan explicarse en base a que, si bien se forman uniones ant{geno-anticuerpo en las
fases de coexistencia de viremia y gammmaglobulinemia anti-virus, la presencia de antlcuerpos
fijadores y activadores del complemento no se produce hasta los 14 dp1 (Norley y Wardley, 1982;
Norley y Wardley, 1985).

Por otra perte, la existencia de inmunocomplejos establece la posibilidad de la entrada del
" virus en las células a través de los receptores Fc y del complemento (Ferndndez y cols., 1992¢);
aunque'la- entrada de inmunocomplejos en los macréfago-svparece no desarrollar una infeccién
productiva (Alcamf y Vmuela 1991), hemos de tener en cuenta la presencia de antfgeno‘PV73
e lnmunoglobuhnas en numerosas células macroféglcas lo que representa la presencia de
mmunocomplejos puesta de manifiesto ademds después de la elucnén Este fenémeno deberfa
recnblr mayor atencién, ya que posibilita entradas alternativas en las células blanco, hecho que

ha s1do demostrado en otras enfermedades viricas hemorréglcas (Halstead y cols 1978).
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1.- Elvanticu’erpo monoclonal 18B.G3, dirigido contra la protefna PV73 del VPPA, puede
 ser utilizado en técnicas inh‘nuﬁohistolégicas inmunoperoxidasa (ABC) e inmunofosfatasa alcalina
(Strp FA), sobre tejldOS fijados en formol. Los pretratamientos de desenmascaramnento antlgémco
con pronasa y, de elucién de antlcuerpos en las ultimas fases de la enfermedad aumentan la

cantidad de antfgeno virico presente en los tejidos infectados.

2.- La PV73 se detectd pnmanamente (2-4 dpi) en las células con alta capac:dad de

fagoc1t051s y pertenecientes al SMF.

3.- En las fases intermedias. de la enfermedad (6-8 dpi), la PV73 se detectd en el SMF y

en megacariocitos (25-30%) de la médula Gsea, algunos neutréfilos y escasos hepatocitos.

4.- En las fases finales de la enfermedad (7 dpi*, 10 y 12 dpi), previa a la destruccién
masiva del SMF, la PV73 se detecté en un mayor m’lm’ef_o de hepatocitos, megacariocitos, escasas
células endoteliales y en _el epitelio de los tibulos renales, canalfculos biliares y criptas tonsilares,

en este dltimo caso en un elevado mimero.

§.- La evolucién de las lesiones hemorrégicas en los érganos estudiados est4 directamente

relacionada con la progresién de la infeccién celular (PV73), la viremia y la trombocitopenia.
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6.- La distribucién de 1a PV73 y de las inmunoglobulinas (IgM, IgG e IgA), asf como la
* viremia y los anticuerpos anti-VPPA en sangre en los animales sacrificados a los 10 dpi, parecen

ihdicar la participacién de fenémenos inmunomediados en el desarfollo de la enfermedad.

~ 7.- Las lesiones hemorr4gicas del animal muerto a los 7 dpi y de los sacrificados ailos 12
dpi, sin seroconversion, confirman la participacién en las mismas de distintos mecanismos
dependiente, priﬁcipalmente, del aislado virico y de su interaccién con células pertenecientes y

no pertenecientes al SMF.
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En el presente trabajo estudiamos las caracterfsticas histopatolGgicas e inmunohistolégicas
de 1a Peste Porcina Africana (PPA) producida por un aislado virico moderadamente virulento
(Espafia 75).

Como animales de experimentacién hemos utilizédo 12 cerdos de raza miniatura y de
aproximadamente 3 meses de edad a los que se les inocul§ vfa intramuscular una dosis de 10°
HADj, del virus de la PPA (VPPA). Los animales fueron divididos en seis lotes de dos cerdos
cada uno y se sacrificaron secuencialemente los dfas 2, 4, 6, 8, 10 y 12 postinfeccién; unoide los
animales del lote IV apareciétmuertt_) a los 7 dpi mostrando un cuadro lesional caracterfstico de
PPA aguda. |

Para la deteccién de la protefna virica PV73 del VPPA se utiliz6 un anticuerpo monqélonal
(18B.G3) sobre cortes histolégicos que tuvieron que ser sometidos a digestién con prona:sa y/o
elucién con la finalidad de demostrar la PV73 bien por estar enmascarada tras la fijacién e

inclusién, o bloqueo por inmunoglobulinas especfficas anti-VPPA.

Las técnicas inmunchistoqufmicas empleadas fueron las de inmunoperoxidasa y la
inmunofosfatasa alcalina detectdndose la PV73 en to_dos los 6rganos estudiados, bien de'forma

tinica globular intracitoplasmitica, correspondiente a cuerpos de inclusién, o bien de :forma
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granular miltiple o difusa en el citoplasma.

Hemos observado antigeno virico PV73 en primer lugar en monocitos circulantes y

macréfagos de los senos subcapsulares de los ganglios linfiticos, pulpa esplénica roja, médula
6sea y en el estroma de las tonsilas. Desde los 4 dpi hemos detectado igualmente la PV73 en
monoc1tos c1rculantes células de Kupffer y macréfagos intersticiales hepéticos, macréfagos
septales e intersticiales pulmonares y en monocitos, células mesangiales y macréfagos intersticiales
renales. En las fases intermedias y finales de la enfermedad y, coincidiendo con una'rinasiva
destruccién de las células macrofdgicas, se observé la PV73 en células no pertenecieﬁtes al
Sistema Mohonuclear Fagocftico (SMF) como neutrdfilos, megacariocitos, células endoteliales de
éapilares renales, hepatocitos, epitelio biliér, tonsilar y de los tibulos renales. Estas observaciones
indican el tropismo primario del virus por el SMF y secundariamente, en las fases mds avanzadvas
de la enfermedad, por las células no pertenecientes a este sistema, participando todas ellas en la

evolucién de las lesiones propias de la PPA aguda y subaguda.

La marcada destruccién y presencia de PV73 en los megacariocitos (25-30%), atribuye
a la infecci6n directa por el VPPA un papel importante en la disminucién de plaquetas: en la
sangre.. Ademds, la présencia de inmunoglobulinas en megacariocitos- infectados, la
trombocitopenia, viremia, anticuerpos circulantes y lesiones de los animales sacrificados alos 10
dpi, parecen indicar la cobarticipacién de fenémenos inmunomediados y de la CID en estos

animales.

Por otra parte, estos resultados.(10 dpi), contrastan con los del animal muerto a los 7 dpi

y los sacrificados a los 12 dpi, los cuales mostraron lesiones similares y/o evolutivas pero no
relacionadas con una alta conce‘ntracién_fde anticuerpos en sangre, lo que permite establecer que
en el desarrollo clfnico-lesional conducente a la muerte con hemorragias de estos animales
participarfah distintos mecanismos dependientes del aislado viral y de su interaccién con las

células pertenecientes y no pertenecientes al SMF. '
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In this work we have analysed the histopathologic and immunohistochemical features of
experimental African swine fever (ASF) using the Espafia 75 (E75) moderately virulent strain of
‘the virus. Twelve three-month-old miniature pigs weighing 1»2 Kilos were inoculated with
10°HAD;, of the virus by the intramuscular via, and were sacrificed at 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days
postinoculation (dpi). One of the pigs scheduled for sacrifice at 8 dpi was found dead at 7 dpi
wlth a typical picture of acute ASF. |

A mdnoclonal antibody raised against virus protein 73 (18B.G3) was used to analyze the
tissue dlstrlbutlon pattern of viral antlgens Predigestion of tlssue sections with pronase and
elution techniques were employed in order to unmask antigens damaged by fixation or blocked
by 1mmunoglobulms respectlvely Two different immunohistochemical techniques were applled
1mmunoperox1dase and immuno alkalme phosphatase, and reactive products were always found

in the cytoplasm as either globular (mclusmn body-like) or granular/ diffuse staining.

~ VP73 has been detected in circulating monocytes and tissue macrophages of different
organs: lymph nodes (subcapsular sinus), spleen (red. pulp), bone marrow, and tonsils. Flom 4
dpi on, VP73 has been additionally found in the liver (circulating monocytes, Kupffer cells and
interstitial macrophages), lung (septal and interstitial macrophages) and kidney (circulating

monocytes, mesangial cells and interstitial macrophages). During the mid-stages of the disease,
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when monocytes and macrophages had been widely destroyed, VP73 was additional found in non-
Mononuclear Phagocyte System (MPS) cells such as polymorphonuclear leukocytes,
megacaryocytes, endothelial cells (renal capillaries only), hepatocytes, biliar epithelium: cells,
tonsilar eplthellal cells, and renal tubular cells. These fmdmgs indicate the virus primary troplsm

for MPS cells shifts to- non-MPS cells in advanced stages of the disease.

The severe destruction of megakaryocytes coupled with the presence of VP73 (25-30%)
indicates that direct infection by nthe virus has an important role in the low blood platelet counts
observed in ASF. In addition, data such as the finding of immunoglobulins in infected
megacaryocytes thrombocytopema viremia, circulating antibodies and the lesions of those pigs
sacrified at 10 dpi all - suggest that both immunomediated- and disseminated lntravascular

coagulation phenomena are both implied in the disease.

However, the lesions of both the pig found dead at 7 dpl and the ones sacrificed at 12 dpi,
. whlch were closely similar, were not related to the high serum antlbody titers, wich may indicate

‘that _dlfferent mechanisms depending on both the virus isolate and its interaction with MPS and

non-MPS cells'may_ be involved in the development of the clinico-pathologic picture conducting -

to the bleeding dead of the animals.
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