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ABREVIATURAS

Ac: Anticuerpo

Acm: Anticuerpos monoclonales

ADCC: Citotoxicidad mediada por células y dependiente de
anticuerpos.

ADN: Acido desoxiribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

Ag: Antigeno

BALT: Tejido linfoide asociado a brongquios

BSA: Serocalbumina bovina

CDAC: Citotoxicidad por anticuerpos dependiente de complemento

CID: Coagulacién intravascular diseminada

DAB: Diaminobencidina

DMFA: Dimetilformamida

DMS8O: Dimetilsulféxido

DNFB: Dinitrofluorobenceno

ECF: Factor quimiotdctico de eosindéfilos

dpi: Dias post-~inoculacidn

EDTA: Etilendiaminc tetracético

ELISA: Enzimoinmunoensayo

IC: Inmunocomplejos

IFD: Inmunofluorescencia directa

IFI: Inmunofluorescencia indirecta

TIFN: Interferdn

Ig: Inmunoglobulina

KDa: Kilodaltons

LAK: Actividad citotéxica natural activada por linfoquinas

MIP: Macroéfagos intravasculares pulmonares

MLPA: Manguito linfatico periarteriolar

N+: Adherente al nylon

N-: No adherente al nylon

NK: Células citotoxicas naturales

OPD: Ortofenilendiamina

P+: Adherente al plastico

P-: No adherente al plastico



PAF: Factor activador de plaquetas

PAS: Acido peryddico de Schiff

PBL: Leucccitos de sangre periférica

PBS: Solucidn salina tamponada con fosfatos

PEG: Polietilenglicol

PG: Prostaglandinas

PMN: Polimorfonucleares

PPA: Peste porcina africana

PPC: Peste porcina cldésica

PTAH: Hematoxilina dcida fosfotungstica

8FB: Suero fetal bovino

8GSA: Subdireccidén General de Sanidad Animal

SBLA: Antigenos del complejo principal de histocompatibilidad
porcina

BMF: Sistema mononuclear fagocitico

BR8-A: Sustancia reactiva lenta de la anafilaxis

TB8: Solucidén salina tamponada con TRIS

UHA: Unidades hemadsorbentes

VH8: Virus herpes simple

VPPA: Virus Peste porcina africana

VPPC: Virus de la Peste porcina clasica
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l. INTRODUCCION



PESTE PORCINA AFRICANA

1. ANTECEDENTES HISTORICOS

La Peste Porcina Africana (PPA) es una enfermedad virica que
afecta a los suidos. Tiene su origen en el continente africano,
donde fue descrita por Montgomery en 1921; clasificandola como
una variante altamente patdogena de la Peste porcina clasica
(PPC), por la gran similitud en la sintomatologia. Se mantiene
enzoodtica en Angola, Zimbabwe, Sudan, Republica Sudafricana,

Mozambique, Santo Tomé y Principe.

El primer caso de PPA fuera del continente africano, se
detectd en Portugal en 1957 (Manso Ribeiro y col., 1958),
comenzando asi una segunda etapa de difusion de la enfermedad.
En 1960, aparecieron los primeros focos en Espaha (Polo Jover y
Sanchez Botija, 1961). Posteriormente aparecieron distintos
brotes en otros paises de Europa. Los ultimos, detectados en
Bélgica (1985) y Paises Bajos (1986), han sido eliminados por el
sacrificio de los animales afectados y los préximos a las &reas
de los focos. Actualmente la PPA es enzodtica en Portugal, parte

de Espafia e Italia (Cerdena).

Cuba fue el primer pais del continente americano donde se
diagnosticod la enfermedad {(1971) (Oropesa, 1971), erradicandose
en este mismo afno. Posteriormente reaparecié en 1978,
extendiéndose a Brasil, Republica Dominicana (De Paula, 1982,
Ribera, 1982) y Cuba nuevamente (Simedn, 1982). Actualmente,
todos estos paises estdan exentos de la enfermedad. En Haiti,
ultimo pais del continente americanc afectado por la PPA, se
inicié un programa de erradicacién en 1982, por el cual

consiguieron eliminar la enfermedad en 1987.



2. SITUACION ACTUAL EN ESPANA

la PPA ha representado enormes pérdidas, tanto a 1la
Administracién, como a los sectores ganadero y carnico porcino.
Hasta fechas recientes, Espafia ha tenido totalmente bloqueado su
comercio exterior con los paises libres de PPA, en el intercambio
de animales, carne y productos derivados del cerdo (excepto los

tratados con temperaturas de esterilizacion).

En los ultimos afios, se ha producidoc un gran avance en la
lucha contra la PPA, a raiz del Plan de Control y Erradicacién,
iniciado en 1985 por el Ministerio de Agricultura Pesca Yy
Alimentacidén. Este programa, estad basado en las siguientes lineas
de actuacidén: control seroldgico de los animales, mantenimiento
de una red de control y diagndstico de la enfermedad con equipos
méviles de veterinarios, mejora de la infraestructura sanitaria
de la explotacidnes, eliminacidn de los portadores y erradicacidn
de los focos clinicos de la enfermedad y finalmente el control
oficial del trasporte de los animales. Todas estas medidas de
accidn directa, se complementan con otras indirectas, como son
la puesta en marcha de una red de informacidén epidemiocldgica y
el perfeccionamiento del registro y censo de explotaciones
porcinas (Informe SGSA, 1988). Las actuaciones llevadas a cabo
en el Programa de Lucha contra la Peste Porcina Africana, han
permitido avanzar considerablemente en la eliminacién de 1la
enfermedad. La actual zona indemne, gue abarca mas del 90% del
territorio del Estado, se mantiene sin incidencia sanitaria desde
Septiembre de 1987. La consolidacidn de la situacidén sanitaria,
ha permitido 1la apertura y desarrollo de 1las relaciones

comerciales con el resto de los paises comunitarios.

Respecto a la actual zona no indemne (Huelva, Cérdoba,
Sevilla, Badajoz y Salamanca), se esta consiquiendo disminuir el
numeros de casos (Informe SGSA 1990). Estas perspectivas, auguran
que en un futuro préximo nuestro pais estard totalmente libre de

la enfermedad.



3. ETIOLOGIA DE LA PPA

El agente etioldégico de la PPA es un desoxivirus, de
simetria icosaédrica, clasificado hasta el momento dentro de la
familia Iridoviridae y pendiente de una nueva clasificacion,
debido a sus caracteristicas particulares y a la semejanza que
presenta con los Poxvirus. (Ortin y col., 1979, Salas y col.,
1981, Almendral y col., 1984).

Este virus, se multiplica exclusivamente en miembros de la
familia Suidae y garrapatas del género Qrnithodoros, siendo estos
ultimos los principales vectores de difusion de la enfermedad
(Sanchez Botija, 1963, Plowright y col.,1970, Plowright y col.
1974). Estudios morfoldégicos del virus, realizados en diversos
sistemas celulares porcinos (Hess y De Tray, 1960; Moura Nunes
y col., 1975; Wardley y col., 1977 y 1979, Forman y col., 1983},
asi como lineas celulares establecidas de diversas especies
animales (Enjuanes y col., 1976, Vigario y col., 1967, Pan y
col., 1980), indican que la particula virica esta constituida por
un nucleoide electrondenso, formado por ADN de doble cadena,
asociado a una serie de proteinas. Rodeando a este niucleo, se
encuentra una membrana lipidica, que a su vez estda asociada a
otra envoltura mas externa, constituida por proteinas. Esta
envoltura denominada capsida, estda formada por subunidades
repetidas, formande todo el <conjunte una configuracién
icosaédrica (Carrascosa y col., 1984, Moura Nunes y col., 1977).
El virus extracelular, se rodea de otra membrana que adquiere al
salir de la célula infectada y que no parece ser esencial para

la capacidad infectiva (Moura Nunes y col., 1975).

Entre las peculiaridades de este virus, destacan su enorme
complejidad molecular y una elevada variabilidad genética vy
antigénica. Se han descrito mds de 100 proteinas entre
estructurales y de infeccidén (Tabarés y col., 1980, Santaren y
Vihuela, 1986, Esteves y col., 1986, Urzainqui y col., 1987,
Alcaraz y col., 1988}, sin embargo su papel bioldgico no esta

totalmente definido. A pesar, de gque se han comparado los



patrones de proteinas reconocidas por sueros dJde animales
supervivientes, con los patrones reconocidos por sueros de
animales que no han sobrevivido a la infeccién, hasta el momento,
no se han delimitado qué proteinas pueden ser relevantes en los
mecanismos de proteccién (Alcaraz y col., 1988). Por otra parte,
recientemente se han caracterizado una serie de proteinas de
infeccién asociadas a la membrana, que son reconocidas
exclusivamente por sueros de animales resistentes (Alcaraz y
col., 1989), estudiandose en la actualidad su posible implicacion

en los mecanismos de proteccién inmunitaria.

Estudios realizados sobre el genoma del virus, por analisis
con endonucleasas de restriccidn, han permitido determinar 1la
diversidad genética existente entre aislados de diferentes
origenes y brotes (Wesley y Tuthill 1984, Vifuela, 1985, Blasco
y col., 1989}, asi como la deteccién de subpoblaciones viricas,
originadas durante la adaptacidén del virus a distintos cultivos
celulares (Santurde y col., 1985). Mediante andlisis de unién con
anticuerpos monoclcnales frente a particulas viricas del VPPA,
se han obtenido hasta seis grupos con homologia antigénica, hecho
que refleja la existencia de una compleja variedad de serotipos

(Garcia-Barreno y col., 1986).

4. INMUNOLOGIA

Gran parte de los estudios realizados en los dltimos 10 afos
sobre aspectos inmunoldégicos de la PPA, han sido encaminados
hacia la busqueda de una vacuna. Sin embargo, a pesar de 1los
esfuerzos realizados, actualmente no se dispone de ningun
producto eficaz. La enorme complejidad molecular del virus, la
existencia de mecanismos de evasién del virus frente a 1la
respuesta inmune y la no induccidén de anticuerpos (Ac)
neutralizantes, han sido los principales obstaculos gque han

dificultado su obtencién.

Entre los mecanismos evasores del virus, ademdas de la

variabilidad antigénica y genética del virus (mencionados en el



apartado de Etiologia), se incluye la infeccién de las células
del sistema mononuclear fagocitico (SMF). Estas células juegan
un papel fundamental en la génesis de la respuesta inmune,
actuando como células presentadoras de antigeno y en mecanismos

efectores, participando de forma activa en la inflamacidn.

Se han obtenido animales resistentes a la infeccidén con
virus homélogo virulento (Coggins y col., 1968, Hess , 1981, Ruiz
Gonzalvo y col., 1986b), observandose actividad inhibidora en el
suero de estos animales (Ruiz Gonzalvo y col., 1986a, Knudsen y
col., 1987b). Sin embargo por el momento se desconocen 1los

mecanismos inmunoldgicos responsable de esta resistencia.

E]l virus es muy inmunogénico, preoduciendo altos titulos de
anticuerpos, pero no se detectan o se detectan en muy bajo titulo
anticuerpos neutralizantes (De Boer, 1967, Ruiz Gonzalvo y col.,
1986a). No obstante, 1los anticuerpos pueden Jjugar un papel
protector frente a la enfermedad. En este sentido, se ha
descrito, un retraso en la aparicidén de sintomas clinicos en
lechones alimentados con calostro de cerdas inmunizadas (Schlafer
y col,, 1984).

La produccidén de anticuerpos, parece ser dependiente de la
virulencia del aislado. Asi, cerdos supervivientes de la
infeccidn con un aisladeo de alta virulencia, a los 10 dias post-
inoculacién (dpi), no presentan titulo de anticuerpos o en baja
proporcidén, mientras que cerdos infectados con virus de
virulencia moderada, pueden tener IgM anti-VPPA a partir del 4@
dpi e IgG entre el 52 y el 72 dpi (Sanchez-Vizcaino y col.,
1982), presentando los niveles maximos a los 15 dpi para la IgM
y entre los 20-35 dpi para IgG total e IgG,. Estas ultimas
fechas, coinciden con la aparicién de anticuerpos inhibidores del
efecto citopatico. Las proteinas viricas implicadas en la
induccidén de inmunoglobulinas especificas son, fundamentalmente
las de aparicidén temprana (Hortiglela, 1990).

Se han descrito mecanhismos citotdxicos mediados por



anticuerpos en cerdos resistentes a la infeccidén de PPA. Norley
y Wardley (1982,1983a), han estudiado 1a actividad citotdxica
mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC) y 1la
citotoxicidad por anticuerpos dependiente del complemento (CDAC).
Si bien, los anticuerpos especificos VPPA se comienzan a detectar
durante la 1° semana post-inoculacién, coincidiendo con 1los
maximos niveles de viremia, la actividad ADCC sdélo se detecta a
partir del 10¢-12¢ dpi y la CDAC aparece en los 12-14 dpi, por
lo tanto, estos mecanismos no son efectivos en fases tempranas
de infeccidén; sin embargo, podrian participar en la reduccion de
la viremia y recuperacion clinica de los animales (Wardley y
col., 1985). Una caracteristica de la actividad CDAC en la PPa,
es que dicha lisis es efectiva por la via clasica y no por la via
alternativa, como ocurre con otros virus, tales como sarampion,
paperas, influenza y herpes simple (Sisson y Oldstone, 1980). Por
el momento, se desconoce si la aparicién de estos mecanismos de
forma tardia, se corresponde con la aparicidén de Ac frente a
antigenos minoritarios (relevantes para la protecciédn), cambios
de isotipos de las Igs o a un incremento de la afinidad de los

anticuerpos con especificidades ya existentes.

Respecto a la inmunidad celular en la PPA, se ha demostrado
la existencia de respuesta proliferativa antigeno especifica,
actividad citotéxica natural (NK) y actividad mediada por

linfocitos T citotdxicos, en animales supervivientes.

Durante las primeras semanas post-infeccién, se observa una
marcada 1linfocitopenia y wuna disminucién de la respuesta
proliferativa inducida por antigeno y mitdgenos, que se recupera
posteriormente a niveles normales en los animales supervivientes
(Sanchez-Vizcaino y col., 1981, Wardley, 1982, Kundsen Yy
Genovesi, 1987a). La inhibicidén dque se produce, parece estar
mediada por factores solubles, presentes en los sobrenadantes de
cultivo de células infectadas con el virus (Wardley, 1982,
Gonzalez y col., 1990).

La actividad citotoéxica natural, mecanismo inespecifico de



accién temprana y no restringido por el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), también estd disminuida en la fase
aguda de la enfermedad, retornando a niveles normales en estadios
posteriores (Norley y Wardley, 1983b). Dicha actividad, es
inhibida por el VPPA, siendo dependiente de la virulencia y de
la dosis del aislado virico (Mendoza y col., 1991).

En la defensa frente a células infectadas por virus, la
actividad mediada por linfocitos T citotdxicos, constituye uno
de los mecanismos especificos mds importantes. Los primercs
estudios sobre dicha actividad en PPA, indican que tiene lugar
a los 7-8 dpi, sin presentar especificidad para este virus ni
restriccién a células autdlogas (Norley y Wardley, 1984).
Posteriormente, otros autores, estudiando esta actividad en
cerdos miniatura, singénicos para el complejo principal de
histocompatibilidad (SLA), han demostrado actividad especifica
frente al VPPA reestimulando "in vitro" las células efectoras.
La reestimulacién con virus infectivo, induce altos niveles de
IL-2 en el medio de cultivo (Martins y col., 1988, Mendoza,
1990). Esta interleucina junto con el IFN inducen a su vez, un
incremento de la actividad NK y de la actividad citotéxica
natural activada por linfoquinas (LAK). Este hecho, podria
explicar, la falta de especificidad observada en estadios tardios

de la infeccién.

Se ha determinado, la ©presencia de IFN-~y en 1los
sobrenadantes de cultivo, de <células esplénicas de cerdo
infectadas con aislados de alta y moderada virulencia, siendo
mayor la produccidn tras la infeccidén con el aislado de moderada

virulencia (Gonzdlez Juarrero, 1990).

Por otra parte, se ha demostrado por estudios "in vitro" con
interferones recombinantes (e y y) porcinc y bovino, el efecto
inhibidor gque ejercen scbre la infeccidén virica con VPPA;
observandose mayor actividad con el IFN-y porcino (Esparza y

col., 1988, Gonzalez Juarreo, 1990).



Durante la infeccidén "in viveo" con el aislado DR-II, de
moderada virulencia, se produce una modulacidén en la expresidn
de los antigenos SLA Clase I y II en los bazos de los cerdos
inocculados. Existe una disminucién inicial en la expresidn de
ambos antigenos, sequida de un incremento considerable; debido
probablemente a la produccién de IFN y otras citogquinas (Gonzéalez
Juarrero, 1990). Esta modificacién de Ag de SLA clase I y II, es
de gran interés, ya que los linfocitos reconoccen los antigenos
asociados al SLA. En este sentido, un incremento de expresion de
clase I, podria favorecer la eliminacién de células infectadas,

por mecanismos citotdxicos.
5. CUADRO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA
5.1. SINTOMATOLOGIA

Los caracteres clinicos de la PPA, son actualmente, muy
similares a los de la PPC, siendo imposible, en la practica,
diferenciar ambas enfermedades. El unico método eficaz de
diagnostico es 1la identificacién laboratorial, combinando
técnicas de deteccion de anticuerpos y de virus (Sanchez-
Vizcaino, 1987).

Las formas de evolucién y el periodo de incubacién de la
enfermedad dependen, fundamentalmente, de factores como: la via
de penetracién o inoculacion, la cantidad de virus y virulencia

asi como la resistencia del cerdo.

El curso clinico de la PPA, puede evolucionar bajo las

formas aguda, subaguda, crénica y subclinica o inaparente.

Al iniciarse en Espana la epizootia de 1960-1962, era
frecuente la evolucidn subaguda (Sanchez Botija, 1963). Las
formas croénicas y subclinicas, se han ido incrementando
progresivamente en afios posteriores, siendo en la actualidad, las
que presentan mayor incidencia. Desde un punto de vista

epidemiolégico, resultan interesantes como posible origen de



animales portadores (Sanchez Botija, 1965).

El periodo de incubacién de la enfermedad natural, en sus

diversas formas, varia entre cuatro y ocho dias.

En la enfermedad experimental, este pericdo de incubacidn
suele ser mas corto, entre 2 y 4 dias, en funcioén del origen del
aislado, virulencia, via de 1inoculacién, cantidad de virus y

resistencia del animal (Maurer y col., 1958).

La sintomatologia de las formas aguda y subaguda, se
caracterizan por: fiebre elevada (40°C-42°C), anorexia, tetania,
trastornos circulatorios, digestivos y nerviosos seguidos de
hipotermia y posterior muerte del animal (Montgomery, 1921,
Sanchez Botija y Polo Jover, 1961, Moulton y Coggins, 1968,
Castagnoli, 1969, Mebus y Dardiri, 1979, Hess, 1981).

En la evolucidén croénica, las manifestaciones son muy
variables. Suele aparecer adelgazamiento (Hess , 1981), fiebre
oscilante (Moulton y col., 1968), neumonia (Sanchez Botija, 1962,
Moulton y col., 1975, Pan y col., 1975), artritis (Mebus y
Dardiri, 1979) y alteraciones cutdneas ( Sdanchez Botija, 1962,
Hess, 1981, Galo, 1988). Estas formas, pueden evolucionar hacia
la muerte o hacia la recuperacion del animal, pudiendo quedar
éste o no portador de la enfermedad (forma subclinica). Esta
forma subclinica, se origina en el medio natural por la infeccion
de los animales con virus de baja virulencia o por recuperacién
de las formas aguda o subaguda. Los cerdos estan aparentemente
sanos, no presentan ningun tipo de manifestacién clinica. Al
realizar la necropsia, se observan lesiones discretas y se

detecta virus en algunos o6rganos (Sanchez Botija , 1962).
5.2. ANATOMIA PATOLOGICA
Las lesiones macroscdpicas de la PPA, corresponden a una

inflamacién congestivo-hemorragica, con predominio de fenémenos

alterativos y exudativo-infiltrativos en los cursos agudo y

10



subagudo, y con predominio de fendmenos proliferativos en las
formas crénicas y subclinicas.

En las formas aguda y subaguda, son frecuentas las
hemorragias en distintos organos asi como exudados serosos
pericardicos, pleurales y ©peritoneales. Los d&rganos mas
lesionados son bazo, ganglios linfaticos, corazén y rifiones.

En las formas crénicas destacan externamente, nédulos,
placas necréticas y llceras en piel siendo también notable la
presencia de artritis (Moulton y col., 1968, Galo, 1988) con
fibrosis y tenosinovitis. Las alteraciones mas significativas se
localizan en el bazo, serosas, pulmones, piel, rifiones vy

articulaciones.

BAZO

Presenta una marcada esplenomegalia, coloracidn negruzca y
consistencia friable (Montgomery 1921, Moulton y Coggins, 1968,
Castagnoli, 1969, Konno y col., 1972), pudiendo existir infartos
miltiples. Histologicamente, se ha descrito congestidén vy
hemorragia en la pulpa roja (Konno y col., 1971, 1972 , Mebus y
col., 1982), infiltrados de células redondas (Konno y col., 1971,
1972), depleccidon de los manguitos linfaticos periarteriolares
(Mebus y col., 1982), hialinosis de las paredes de las arteriolas
centrofoliculares y necrosis en los elipsoides, pulpa roja y
blanca {(Moulton y Coggins, 1968, Colgrove y col., 1969, Nunes
Petisca y col., 1977, Mebus y col., 1982).

En la enfermedad de curse croénico, el bazo aparece
hipertréfico (Konno y col., 1972, Sanchez Botija y Ordas, 1980),
apreciandose atrofia folicular con degeneracién linfocitaria. Los
vasos sanguineos, presentan tumefaccidén y proliferacion de las
células endoteliales y fendmenos regresivos de las paredes
vasculares (Konno y cocl., 1971, Galo, 1988).

El virus se localiza, mayoritariamente en los cordones y

11



sinusoides de la pulpa roja y en menor cantidad, en la 2zona
marginal de la pulpa blanca (Minguez y col., 1989, Gonzalez
Juarrero, 1990).

GANGLIOS LINFATICOS

La intensidad de las lesiones en los ganglios linfaticos es
muy variable; en los caso mas discretos, existe una adenitis
inespecifica, congestidén y hemorragia supcapsular en los casos
intermedios y hemorragia masiva en los intensamente afectados.
Los ganglios gastro-hepaticos, renales e iliacos son los mas

afectados por el virus.

Histoldgicamente, aparecen congestién y hemorragia intensas
{Mebus y col., 1982) y edema difuso (Moulton y Coggins, 1968,
Colgrove y col., 1969, Mebus y col., 1982). También se ha
descrito, hiperplasia de las células reticulares, necrosis en
células de los senos y centros germinales (Moulton y Coggins,
1968, Colgrove y col., 1969, Nunes Petisca y col., 1976, Mebus
y Dardiri, 1979, Sanchez Botija y Ordas, 1980) y presencia de
trombos en vasos sanguineos con paredes necréticas (Moulton y
Coggins, 1968, Colgrove y col., 1969, Nunes Petisca y col.,
1976) .

Al igual que el bazo, en la evolucidn crénica, los ganglios
estan hipertréficos. Al microscopio 6ptico, se observa
hiperplasia de células reticulares en el estroma sinusal y en los
centros germinales asi como edema y congestidn subcapsular. Los
vasos sanguineos muestran tumefaccidn, proliferacion del
endotelio y lesiones regresivas de sus paredes (Moulton y
Coggins, 1968, Mebus y col., 1982, Galo, 1988).

Por inmunohistoguimica, se ha detectado virus en el seno
subcapsular y en menor cantidad, en los senos de las zonas

interfoliculares y médula (Minguez y col., 1989).
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CORAZON

Destaca la presencia de abundante hidropericardias (Moulton
y Coggins, 1968, Sanchez Botija y Ordas, 1980) , en ocasiones,
con liquido serochemorriagico {Nunes Petisca y col., 1965). En
animales muy afectados, aparecen petequias y equimosis, con una
localizacidén subepicdardica y subendocardica y depdsitos de
fibrina sobre los velos valvulares (Montgomery, 1921, Moulton y
Coggins, 1968, Sanchez Botija y Ordas, 1980, Hess, 1981). Como
lesiones mas discretas pueden presentar, petequias sobre el
cojinete adiposo del surco coronario o sobre las auriculas
(Castagnoli, 1969, Sanchez Botija y Ordas, 1980).

Histoldgicamente, se observa congestién y hemorragia entre
las fibras musculares, que en ocasiones presentan degeracion de
Zenker (Moulton y Coggins, 1968, Colgrove y col., 1969).

RINONES

Los rifiones suelen mostrar petequias corticales, de forma,
tamafio y numero variable (Maurer y col., 1958, Moulton y col.,
1968, Castagnoli, 1969, Konno y col., 1971, Mebus y col., 1979
y 1983, Nunes Petisca y Martins Gonzalves, 1978, Sanchez Botija,
1962, Terpstra, 1987). En ocasiones, estas petequias son pequefas
y numerosas, semejantes a las de la PPC. Los rifiones estan
tumefactos y de color rojo oscuro, dgeneralmente congestivos. En
la superficie de corte, pueden aparecer petedquias con eguimosis
en pelvis renal o una congestion cortical y medular (Moulton y
col., 1968, Castagnoli, 1969, Mebus y Dardiri, 1979, Sanchez
Botija y Ordas, 1980).

El estudio histolégico de 1los rifiocnes revela intensas
congestiones y hemorragias intersticiales y glomerulares (Moulton
y Coggins, 1968, Colgrove y col., 1969). En el glomérulo, se han
descrito diferentes lesiones, tanto en la fase aguda como en la

cronica.

i3



En la forma aguda de la enfermedad, los capilares
glomerulares presentan en su interior células en necrosis, restos
celulares (Garcia e Costa y col., 1980, Quezada, 1988), masas
acelulares PAS (+) (Maurer y col., 1958) o trombos hialinos,
debilmente tefiidos por la eosina (Konno y col., 1971).

Quezada (1988}, describe un cuadro de coagulacion
intravascular diseminada en capilares glomerulares e

intertubulares.

La cdpsula de Bowman presenta un engrosamiento de las hojas
visceral y parietal (Nunes Petisca, 1965a). El espacio urinario
contiene, con relativa frecuencia, una sustancia protéica (Maurer
y col., 1958, Nunes Petisca, 1965a, Moulton y col., 1968). En
ocasiones, también se observan células de descamaciétn, que en
ciertos casos, forman semi-lunas (Nunes Petisca, 1965).
Ultraestructuralmente, se observa hipertrofia de podocitos, con
prolongaciones aumentadas de tamahco (Garcia e Costa y col.,
1980).

Las membranas basales glomerulares estan engrosadas (Nunes
Petisca y col., 1978), por acumulc de sustancias PAS (+), Mc
Manus (+). Los glomérulos sufren fendmenos de retraccidén, con un
aparente aumento del numero de nucleos; observandose a los 7 dpi,
una hialinizacién glomerular por acumulo de sustancia PAS (+)
(Nunes Petisca, 196%5a, Moulton y col., 1968).

Ocasionalmente, 1los glomérulos son hipercelulares o
presentan un cuadro de glomerulonefritis exudativa serosa
(Quezada, 1988).

Slauson y Sanchez-Vizcaino (1981), han observado depdsitos
de inmunocomplejos en rinén. La IgG, se encontraba localizada en
las membranas basales de los capilares glomerulares y zZonas
mesangiales y el C3 y el antigeno virico, en el mesangio

fundamentalmente.
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Las lesiones tubulares, generalmente son mds acentuadas en
la 2zona cortical, sobre todo en las porciones del tubulo
contorneado JI (distal), siendo menos intensas en los tubulos
rectos de Bellini y tibulos colectores (Nunes Pestisca, 1965a).
Los tubulos presentan diferentes grados de degeneracién. Los
primeros dias post-inoculacién, existe tumefaccidén celular,
seguida de destruccién de la porcién apical de las células
epiteliales, que se transforman en una masa granulosa en la luz
de los tubulos (Nunes Petisca, 1965a, Quezada, 1988). También,
se observa frecuentemente, degeneracidén hialino gutular (Nunes
Petisca, 1965a, Konno y col., 1971, Mebus y col., 1979),
degeneracién grasa (Nunes Pestica, 1965a) y necrosis total en
estadios finales (Nunes Petisca, 1965a, Quezada, 1988). Los
tubulos contienen en su interior cilindros hialinos PAS (+), Mc
Manus (+) (Moulten y col., 1968, Konno y col., 1971, Mebus y
col., 1979, Quezada, 1988). Sequin Terpstra (1987), la lesidn
degenerativa de los tubulos colectores y el depdsito de sustancia
proteindcea en sus luces, representa una lesioén diferencial con
la PPC.

En el espacio intersticial intertubular, destacan lesiones
vasculares (Moulton y col., 1968, Nunes Petisca y col., 1978,
Garcia e Costa y col., 1980). La presencia de infiltrados
inflamatorios es poco notable (Nunes Pestisca, 1965a); en los
casos en dque aparecen, estan formados por linfocitos (Mebus y
col., 1983) y macrofagos (Garcia e Costa y col., 1980).

Para Konno y col. (1971), la PPA en rinén tiene una fase
proliferativa que distiende el tejido intersticial, donde
proliferan células reticuleoendolteliales, c¢élulas redondas
baséfilas y células plasmaticas. Este tipo de células, también
se observan alrededor de los tubulos (Mebus y c<ol. 1983).

En la forma crénica, la lesion mas destacable es 1la
presencia de glomérulos hipertréficos, hipercelulares y exangles
que se corresponden con una glomerulonefritis proliferativa

(Sanchez Botija y Ordas, 1980). Se observan pequenos focos

15



proliferativo-infiltrativos de células mononucleares (linfocitos,
plasmocitos, linfoblastos y células de tipo epitelioide) vy
algunos polimorfonucleares dispersos en el parénguima, gue
destruyen progresivamente los diferentes elementos de la nefrona.
El tejido renal no afectado por este tipo de alteracion, puede
presentar desde una nefropatia esencialmente regenerativa, hasta
una glomerunefritis crénica, con intensa produccién de tejido
conjuntivo (Nunes Pestisca, 1965b, Galo, 1988). En los tubuloes,
se observan imagenes de degeneracién del epitelio tubular,
principalmente en la zona cortical, semeijantes a la descritas en
la enfermedad aguda. También existe tumefaccidén y proliferacioén
de las células endoteliales en vasos de pequeno calibre asi como

alteraciones regresivas de las paredes vasculares (Galo, 1988).

Diversos autores han observado por técnicas
inmunohisteoldégicas y microscopia electrénica, antigenc y virus
de la PPA en rinén. Colgrove y col. (1969} y Pan (1987),
describen inmunofluorescencia positiva en macrofagos
intersticiales y en algunas células de los glomerulos. P a n ,
también observa positividad en microtrombos 1localizados en
capilares glomerulares e intertubulares y en células mesangiales,

de cerdos que murieron de PPA aguda.

Ultraestructuralmente, se ha observado replicacién virica
en monocitos circulantes, células endoteliales de los capilares
glomerulares de la corteza renal y en macréfagos intersticiales
de la corteza y médula renal (Garcia e Costa y col., 1980,
Quezada, 1988, Sierra y col., 1989). Sierra y col. indican que
un 28,8% del total de macréfagos intersticiales existentes en los
rifiones de cerdos inoculados con el aislado de alta virulencia

E-70, contenian zonas de replicacidén o viriones.
PULMONES
En la PPA, la cavidad toracica puede presentar hidrotdrax

con petequias subpleurales en ambas pleuras (Konne y col. 1969).

Los pulmones presentan congestién y edema de forma constante,
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causandoe una dilatacién de tabiques interlobulares (Nunes
Petisca, 1965a, Moulton y col., 1968, Konno y col., 1969, Nunes
Petisca y col., 1978, Mebus y col. 1979, 1981). También, se han
observado focos de hepatizacién roja y gris en los 1ldébulos
apicales y cardiaco, con fendémenos de necrosis y contenido
sero-espumoso © hemorragico en los brongquios (Nunes Petisca,
1965a) .

Histologicamente, los pulmones muestran intensas
congestiones y hemorragias en 1las paredes alveolares, con
fendémenos necroéticos, donde ocasionalmente se localizan
eosindfilos y algunos neutréfilos (Moulton y col., 1968). El
tejido conjuntivo interlobulillar y los espacios peribrongquiales
contienen liquido seroso y células inflamatorias, en su mayoria
necréticas con cariorrexis y en las luces de los alveolos,
aparecen células de descamacién y hematies (Nunes Petisca, 1965,
Moulton y col., 1968, Colgrove y col., 1969, Mebus y col., 1979}.

Los bronquios y bronquiolos, contienen en las luces un
exudado de células mononucleares necréticas, mucina, fibrina y
células epiteliales descamadas (Moulton y col., 1968, Mebus y
col., 1979).

Es frecuente, la existencia de infiltrados inflamatorios
peribronquiales (Nunes Petisca, 1965a) y alrededor de los
tabiques interlobulillares (Nunes Petisca y col., 1978).

Existe trombosis de los vasos linfaticos y sanguineos, con
células linfoides en fases de desintegracidén (Mebus y col., 1979)
e hipertrofia del epitelio respiratorio, por hiperplasia de las

células caliciformes (Nunes Petisca, 1965a).

En los cursos crénicos y subclinicos de la enfermedad, las
alteraciones gue tienen 1lugar en los pulmones son muy
significativas. Pueden presentar neumonia caseificante, que se
manifiesta como focos necroéticos de diverso tamafio (Moulton y
col., 1975, 8anchez Botija y Ordas, 1980, Galo, 1988), de
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consistencia firme y color blanquecino y localizaciodon variable,
pudiendo afectar a un 1ldébulo completo. Posteriormente, estos
focos pueden sufrir un reblandecimiento, transformdndose en
caseum y experimentar una calcificacién distréfica vy
encapsulamiento. El1 resto del pulmén y sobre todo, las A4reas
adyacentes a los focos, presentan congestién y enfisema
vicariante (Moulton y col., 1975, Sanchez Botija y Ordas, 1980).
La proliferacién de tejido conjuntivo es mas acentuada en los
tabiques interlobulillares e interalveolares, delimitandose las

zonas necroticas en secuestros (Nunes Petisca, 1965a).

En todos los tipos de neumonia, hay asociadas pericarditis
y pleuritis, sobre todo de tipo fibrinoso, con adherencias a la
pared tordcica y depodsitc de fbrina (Montgomery,1921, Nunes
Petisca, 1965a, Mebus y Dardiri, 1979, Sanchez Botija y Ordas,
1980, Galo, 1988).

Histolégicamente, la neumonia se manifiesta por abundantes
infiltrados de células mononucleares y PMN perivasculares,
peribrongquiales y en los tabiques interlobulillares, gque aparecen
muy engrosados (Nunes Petisca, 1965a, Moulton y Coggins, 1968
Moulton y col., 1975, Galo, 1988). Las luces de los bronguios,
bronquiolos y alveolos aparecen repletas de células de
infiltracién inflamatoria: Ilinfocitos, linfoblastos, células
plasmaticas, PMN, mastocitos y células de descamacién (Nunes
Petisca, 1965, Moulton y «c¢ol., 1975, Galo, 1988). Los
infiltrados, pueden sufrir necrosis (Nunes Petisca, 1965a) Yy
calcificarse, gquedando encapsulados por tejido conjuntivo
(Moulton y c¢ol., 1975, Galo, 1988). También se ha descrito, la
presencia de microtrombos en zonas edematoso-necréticas. Por la
disposicion de las lesiones, el mecanismo de expansién mas
frecuente es la via hematégena o linfohematdégena (Nunes Petisca,
1965a , Galo, 1988).

Moulton y col. (1975) y Pan y col. (1975), describen la

presencia de infiltrados de células mononucleares en las tiunicas

media y adventicia de los vasos, asi como depésitos de fibrina
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en las paredes alveolares, luces alveolares y bronquiales.

Mediante inmunofluorescencia, se ha observado antigeno
virico en macrofagos intersticiales de los septos alveolares
(Colgrove y col., 1969, Pan y col., 1975, 1987) y replicacidén en
los macréfagos intravasculares pulmonares (MIP) de los capilares
septales (Carrasco y col., 1989, Sierra y col., 1990). En el
interior de dichos capilares, aparecen restos celulares,
probablemente, de macrdéfagos destruidos por el virus (Pan y col.,
1975, Carrasco y col., 1989, Sierra y c¢ol., 1990).

HIGADO

Las lesiones dgque presenta este drganc no se consideran
patognoménicas de la PPA, pero existen una serie de alteraciones

a considerar.

Destaca, la presencia de congestidén mads o menos intensa en
las formas agudas de enfermedad (Montgomery, 1921, Moulton y
col., 1968), no observandose lesiones macroscopicas en las formas

cronicas.

Histoldégicamente, las lesiones mdas frecuentes se han
descrito en 1la forma aguda. En el tejido conjuntivo
interlobulillar y portal, se observa edema (Nunes Petisca, 1965a,
Konno y col., 1971, Mebus y col., 1979), hemorragia, congestion
e infiltrados, formados ©por diferentes tipos celulares:
macréfagos (Moulton y col., 1968, Nunes Petisca y col., 1978,
Sierra y col., 1987), linfocitos (Maurer y col., 1958, Sierra y
ceol., 1987), eosindéfilos (Moulton y col., 1968, Colgrove y col.,
1969, Sierra y col., 1989) y células linforeticulares en general
(Mebus, 1987). En ocasiones, existe separacidn y destruccidén en
las fibras de colageno y reticulina (Konno y col., 1971, Nunes
Petisca, 1965a). Los infiltrados invaden los sinusoides, sobre
todo en zonas donde existe necrosis de hepatocitos (Moulton y
col., 1968, Konno y col., 1971).
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También aparecen células de nucleo picnéico y espacios de

Disse dilatados en los sinusoides hepaticos (Mebus y col., 1982).

Como consecuencia de la alteracion de las paredes de los
capilares, se observan "lagos sanguineos"™ en 1las venas
centrolobulillares y sinusoides hepaticos (Nunes Petisca,
1965a).

Existe hipertrofia, hiperplasia y necrosis de las células
de Kupffer (Mebus y cecl., 1979, 1982, Konno y col., 1971, Nunes
Petisca, 1965a, Sierra y col., 1987). La necrosis de las células
de Kupffer (Colgrove y col., 1969, Sierra y col., 1987) y de los
hepatocitos es consecuencia de la replicacién viral (Sierra y
col., 1987). Los hepatocitos presentan hipercromatosis parieto
nuclear Y areas claras redondeadas citoplasmaticas
correspondientes, por microscopia electrdénica, a centros de
replicacién virica (Sierra y col., 1987, Goémez-Villamandos y
col., 1989). Igualmente, se observan diferentes grados de
degeneracién y necrosis de los hepatocitos (Konno y col., 1971,
Mebus y col., 1981, Sierra y col., 1987, Gémez- Villamandos y
col., 1989).

En la evolucidn croénica, se observa como cuadro mas
representativo la proliferacidén y movilizacidén de células de
Kupffer, asi como focos de proliferacién e infiltracién celular.
Estos focos, estan constituidos por linfocitos, linfoblastos,
plasmocitos, células de tipo epitelioide y polimorfonucleares,
localizandose tanto en el parénquima como en el tejido conjuntivo
interlobulillar. Los vasos muestran imdgenes regresivas de sus
paredes, con tumefaccién y proliferacidon de 1las células
endoteliales (Galo, 1988).

Ocasionalmente, se observa fibrosis interlobulillar e

hiperplasia del conducto biliar (Moulton y col., 1968).

Se ha descrito, la formacidén de focos de células mieloides
(eritroblastos © granuloblastos) alrededor de la venas
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centrolobulillares, conjuntivo interlobulillar y drea media de
los lobulilles (Konno y col., 1971).

6. PATOGENIA

En el curso agudo y subagudo de la PPA, el cuadro
histopatolégico principal, lo constituye la alteracidén vascular
presente en los distintos érganos. Existen diferentes hipétesis

sobre los posibles mecanismos que la generan.

Las hemorragias, pueden deberse al dafic vascular causado por
la replicacién del virus en las células endoteliales (Wilkinson
y Wardley, 1978, Quezada, 1988) y plaquetas (Neser y col., 1986);
trombocitopenia (Edwards y col., 1985a), formacidn defectuosa de
codgulos de fibrina o por combinacién de las dos ultimas (Edwards

y col., 1984), entre otras.

El wvirus se replica, fundamentalmente en las células del
sistema mononuclear fagocitico (SMF), sin embargo, existen otras
células susceptibles a la infeccién : hepatocitos (Sierra y col.,
1989), células reticulares (Pan, 1987), plaquetas (Neser y col.,
1986), megacariocitos (Edwards y col., 1985b), células
endoteliales (Quezada y col., 1990, Pérez, 1992), neutrdéfilos
(Casals y col., 1984) y células epiteliales de canaliculos
biliares (Pérez, 1992). Unicamente se ha observado replicacién
del VPPA en estas células, en inoculaciones con aislados de alta

virulencia excepto en los megacariocitos.

El tipo de interaccioén que tiene lugar entre el virus
y las células del SMF depende del aislado virico. Los aislados
de alta virulencia, producen citolisis con la consiguiente
liberacion de sustancias procoagulantes y proteasas (Edwards y
col., 1984), mientras que los aislados de moderada virulencia o
atenuados, originan infecciones croénicas o persistentes con la
aparicién de animales portadores (Pan y col., 1970, Hess y col.,
1977, Wardley y col., 1979, Mebus y col., 1980).
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Se ha descrito replicacidén "in vitro" del virus en las
células endoteliales (Wilkinson y Wardley, 1978), sin embargo en
infecciones naturales, hay un incremento en la produccidén de
factor VIII de la coagulacidén, lo cual indica la ausencia de
lesién difusa en las células endoteliales (Edwards y col., 1984).
Posteriormente, Quezada y col. (1989) han observado replicacidn
virica en células endoteliales de los capilares glomerulares, lo
cual podria representar el mecanismo desencadenante de la via
extrinseca de 1la coagulacion. Las pladquetas, liberarian
hemoclisina, ocasionando un dafio temprano en los hematies (Wardley
y Wilkinson, 1977), que a su vez liberarian tromboplastina y ADP;
parametros incrementados en el curso de la enfermedad aguda. Los
niveles del ADP, son un 30% superiores a los valores normales el
42 dpi; presentando los animales anemia hemolitica (Edwards y
col., 1984, Anderson y col., 1987).

La trombocitopenia, no se desarrolla al iniciarse la viremia
y la fiebre como en la PPC, sino 4-5 dias después, retornando a
niveles normales a los 13 dpi, a pesar de la presencia continua
de grandes cantidades de virus circulante (Edwards y col., 1985).
La trombocitopoyesis y el tiempo de supervivencia de las

placquetas, se mantienen en niveles normales (Edward y col.,1984).

Los test de coagqulacidn, tambien estdan alterados (incremento
del tiempo de protrombina, tiempo de tromboplastina parcial
activada y tiempo de coagulacién de trombina), durante la
infeccidn con aislados de alta virulencia (Edwards y col., 1984,
Anderson y col., 1987). Por otra parte, existe un aumento de los
productos fibrinoliticos y de fibrina mondmera (Edwards y col.,
1985, Neser y col., 1987), prcbablemente debido a la alteracidn
de la capacidad fagocitaria del S.M.F. (Sanchez-Vizcaino y col.,
1981, Martins y col., 1988b).

Las prostaglandinas (PG) pro y anti-agregantes, producidas
por macréfagos, plaquetas y células endoteliales, pueden jugar
un papel importante en la patogenia de la enfermedad, provocando
la agregacion plaquetaria. En el curso de la enfermedad aguda,
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se ha observado, un aumento considerable de PGE , liberada por
los macroégagos, concomitante con una trombocitopenia acentuada
Yy una disminucidén de 1la produccién de PGI, por las células
endoteliales; permaneciendo en limites normales el tromboxano A,
(TX3,), producido por los macréfagos y plaquetas (Anderson y
col., 1987).

Otro posible mecanismo inductor del consumo de plaquetas,
es la formacion de inmunocomplejos (IC) (Edward y col., 1985).
Animales inoculados con el aislado DR-79, de moderada virulencia,
presentan trombocitopenia y anticuerpos anti-VPPA, entre el
septimo y octavo dia post-incculacién, siendo mas precoz la
trombocitopenia en animales previamente sensibilizados. Por otra
parte, también existe consumo de complemento, la disminuciodn se
inicia entre el quinto y noveno dia post-inoculacién, siendo mas
patente entre el decimo-octavo y vigésimo sexto dia post-
inoculacién (Edwards y col., 1985). El1 consumco de complemento,
puede estar motivadeo, por una disminucidén en el numero de
macrofagos al ser infectados por el VPPA. Otra causa, podria ser
la captacidén de complemento, por anticuerpos fijadores ya que la
produccién de este tipo de anticuerpos, coincide con el descenso

acentuado del complemento (Edwards y col., 1985).

Todas estas hipdétesis enumeradas anteriormente, se pueden
considerar como los mecanismos responsables de la coagulaciodn
intravascular diseminada (CID) (McKay, 1968). La CID, esta
potenciada por ciertas citoquinas, tales como la interleucina 1
(IL-1) y el factor de necrosis tisular (TNF-a), producidas
fundamentalmente por los macréfagos. Estas citoquinas, activan
las células endoteliales, desequilibrando la homeostasis hacia

la coagulacién e inflamacién (Bevilacgqua y col., 1984, 1986).

Segun Pan (1987), la CID observada en cerdos muertos en la
fase aguda de la enfermedad, es debida a las alteraciones de los
vasos sanguineos, al danho tisular y a la formacién de IC
solubles. Las lesiones vasculares, afectan principalmente a los

vasos de pequeno calibre y capilares del bazo (Konno y col., ,
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1972, Moulton y col., 1968, Nunes Petisca y col., , 1977),
ganglios linfaticos (Colgrove y col., 196%, Moulton y col.,
1968, Nunes Petisca y col., 1977, Mebus y col., 1983), rinén
(Pan, 1987, Sanchez-Botija, 1980), piel (Moulton y col., 1968,
Galo, 1988), sistema nervioso central (Moulton vy col., 1968),
pulmén (Pan y col., 1975) e higado (Sierra y col., 1987).

La formacién de IC, es un mecanismo fisiolégico de
eliminacién de virus por las células del SMF del higado, bazo y
pulmén. Los complejos genereados, dependen de las concentraciones
de Ag ¥y Ac. En exceso de Ac o equivalencia, los complejos son de
mayor tamano, relativamente insolubles y se eliminan
rdpidamente. Los complejos generados en exceso de antigeno, son
solubles, de menor tamaho vy <circulan durante ©periodos
prolongados. Estos IC se depositan en vasos de pequfio calibre,
fundamentalmente en zonas con presidén y turbulencia sanguineas
elevadas (glomérulo renal, plexo coroideo y sinovium), originando

reacciones de hipersensibilidad.

Los IC formados por Ac de las clases IgG o IgM son capaces
de fijar complemento, pudiendo desencadenar Procesos
inflamatorios graves. Al interaccionar con el complemento, se
genera C3a y Cb5a, dgque poseen propiedades anafilatéxicas vy
gquimiotdcticas e inducen la liberacion de aminas vasoactivas por
los mastocitos y baséfilos. Estas aminas vasoactivas, provocan
un incremento en la permeabilidad vascular y atraen células
polimorfonucleares, dgue liberan enzimas lisosdmicas, causando

dano tisular.

No obstante los IC, también pueden interaccionar con las
plagquetas por el receptor Fc, provocando su agredgacién asi como
la formacién de microtrombos y el aumento de permeabilidad por
la liberacion de aminas vasoactivas. Por su parte, la formaciodn

de microtrombos favorece la CID.

Un modelo experimental desarrocllado para estudiar 1la

patologia producida por los IC, es la enfermedad del suero. Segun
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la especie animal en dque se desarrolle, 1los mecanismos
patogénicos difieren. Asi, en el conejo, el depdsito de IC en
tejidos, es dependiente de la histamina, liberada en un proceso
mediado por IgE y PAF de los basofiles y las plaquetas
(Benveniste y col., 1972, 1976), mientras gue en la rata, la
fuente mayoritaria de tales mediadores son los mastocitos
(histamina) y macréfagos (PAF) (Mencia-Huerta y Benveniste,
1979).

En el caso de la PPA, Slauson y Sanchez-Vizcaino (1981) han
descrito, gque 1la liberacién de aminas vasoactivas por las
plaquetas, tiene lugar por una amplificacién en la degranulacién
(antigeno-especifica) de los baséfilos circulantes, es decir, que
la estimulacién con antigeno virico, permitiria la produccioén
policlonal de inmunoglobulina incluida la IgE. Esta
inmunuglobulina, situada en la superficie del basdéfilo,
reaccionaria con el antigeno, causando degranulacién y liberacién
de PAF, que activaria la agregacién plaquetaria secundaria, con

liberacidén a su vez, de aminas vasoactivas.

En la enfermedad de curso crénico, las lesiones pulmonares
constituyen el cuadro histopatolégico més representativo. La
demostracion in vitro de hipersensibilidad retardada en estos
animales (Shimizu y col., 1977), sugiere la posibilidad de que
la inmunidad celular puede jugar un papel importante en 1la
patogenia de estas lesiones, ya que la necrosis observada en la
neumonia intersticial, probablemente no se deba exclusivamente

a la accién lesiva del virus.

25



Il. OBJETIVOS



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La patogenia de la PPA no estd totalmente definida,
existiendo diferentes hipdétesis sobre los mecanismos responsables
de las lesiones que causan la muerte de los animales o que les
conducen a un estado de crdénicos o portadores inaparentes. La
mayoria de los trabajos se han centrado fundamentalmente en el
estudio de los estadios agudo y subagudo de la enfermedad, siendo
menos frecuentes los estudios sobre estadios crdnicos. Por este
motivo se ha considerado como objetivo principal de este tesis
estudiar 1la evolucién de 1las lesiones histopatologicas en

animales infectados experimentalmente con un aislado atenuado.

Los organos seleccionados para este estudio han sido higado,
pulmén y rifnoén, por presentar diferente grado de afectacion
durante la infeccidn y poseer gran riqueza en células del sistema

mononuclear fagocitario.

El estudio ha sido centrado en los siguientes objetivos:

- Estudio cronoloégico de la persistencia del virus en
dichos o6rganocs y analisis de las poblaciones celulares

infectadas por el virus.

- Realizacidn de un estudio histopatologico del higado,
pulmén y rindn, observandose la evolucién de las lesiones
desde los primeros estadios hasta un ano después de la
inoculacién (desde la infeccidn aguda hasta la
cronicidad)

- Caracterizacién de los infiltrados inflamatorios y
correlacién de la presencia de distintas subpoblaciones

linfocitarias con la resistencia a la enfermedad.

- Determinacién de la posible implicacién de la respuesta

inmune en la patogenia de la enfermedad.
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1. SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

BOLUCIONES

Tampén HEPES pH 7,2

Na C1 0,12 M
K Cl 5 mM
HEPES 20 mM

Tampén HEPES - glucosa 0,1% (Tampon de lavado) pH 7,2
Tampon HEPES

Glucosa isotdnica al 5%

S8olucidén de Cationes

Ca Cl, 2%
Mg C1, 1%

Solucién salina tamponada con fosfatos (PBS) pH 7,4

Na,H PO, 6 nM
KH, PO, 1 mM
Na C1 0,12 M
K Cl 2,7 mM

Sclucién salina tamponada con TRIS (TBS) pH 7,6
TRIS 0,05 M

Na C1 0,145 M

El pH se ajusta con HC1l 1N.

Solucidén de lavado (ELISA)
NacCl 0,145 M
Tween 20 0,05% (p/Vv)

Solucién de sustrato OPD pH 4,8 (ELISA)
Acido citrico 0,067 M

Citrato sédico 0,108 M
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OPD 2 mg/ml (disuelto en metanol)
H,0, 0,03 %

Solucidén para revelado de la peroxidasa

TRIS HC1l pH 7,6 0,048 M
DAB 0,6 mg/ml
H,0, 3% 0,025 %

B8olucioén para revelado de la fosfatasa alcalina

TRIS HC1 pH 8,2 0,05 M
Naftol AS~-MX fosfato 0,02 % (p/Vv)
DMFA 2 % (v/v)
Levamisol 0,24 ng/ml
Fast-hlue 1 mg/ml

Se filtra antes de usar.
Ambas soluciones de revelado se preparan inmediatamente antes de

su utilizacién.

Glicerina tamponada pH 8

TRIS HC1 (pH 8,5) 0,06 M
Glicerina 20% (v/V)
N-Propilgalato 5% (p/Vv)

Azul de toluidina

Azul de toluidina 20 mg
NaCl 0,9% 40 ml
Etanol 96% 11 ml

Saponina saturada en etancl al 50% 1 ml
Se centrifuga a 1.500 g durante 15 minutos. Se 1lleva a

ebulliciodon, se enfria y se pasa a través de un filtro de 0,2 u.
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MEDIOS DE CULTIVO CELULAR
Medio libre

RPMI-1640 (Flow, Escocia)
L-Glutamina (Flow) 2 mM
Piruvato sédico (Flow) 2 mM

Medio completo o medio C

Medio libre

SFB (Flow) 15%

En este medio se cultivan las células de mieloma.

Medio completo con hipoxantina o medio CH
Medio C
Hipoxantina (Sigma, USA) 0,1 mM

Medio para cultivo de los hibridomas.

Medio completo con hipoxantina y azaserina o medio CHA

Medio CH

Azaserina (Sigma) 0,01 mM

Medio de seleccion de los hibridos. Se utiliza durante los 10-14

primeros dias de la fusioén.

PEG 50%

Solucidn para fusionar las células. Se funde el PEG en autoclave
a 1 atmésfera durante 15 min. y antes, de que solidifique, se
agrega un volumen igual de medio libre. E1 pH se ajusta entre
7,5-8.

Medio de congelacién de células
SFB (inactivado) 95%
DMSO (Merck, Alemania) 5%

Medio de adherencia para monocitos-macrofagos
Tampdén HEPES

Medio C 10%
Sclucidn de cationes 1%
Glucosa al 5% 2%
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2. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES Y POLIMORFONUCLEARES A
PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Una vez recogida la sangre, en condiciones estériles, con
anticoagulante (EDTA 5 mM, concentracién final), se afadid una
solucién de Dextrano T-500 (Pharmacia, Suecia) al 6% en PBS (6
ml por 25 ml de sangre), completando hasta 50 ml con tampdn de
lavado. Se homogenizd y se dejé sedimentar durante 30 minutos,
a continuacién, se recogid el sobrenadante, centrifugandose a 400
g, durante 10 min. El1 sedimento se resuspendié en 2 ml de tampodn
de lavado y se colocd sobre una solucidén al 45% de Percoll
(Pharmacia) en PBS. Este gradiente se centrifugé a 400 g, sin
freno, durante 15 min. a 20°C. Se obtuvieron dos fracciones, una
interfase formada por células mononucleares y un sedimento de

hematies y células polimorfonucleares.

La interfase, se lavd dos veces con tampdén de lavado,

centrifugandose a 300 g durante 10 min.

Para eliminar los hematies del sedimento, se realizdé una
lisis con agqua destilada durante 30 segundos. Se ahadio cloruro
s6dico al 3,5% en la proporcidn 1:3. Las células, se lavaron a
continuacidén con el tampdn de lavado. Posteriormente se hizo
recuento celular de ambas fracciones con azul de toluidina, para

diferenciar células mononucleares de polimorfonucleares.
2.1. SEPARACION DE MONOCITOS Y LINFOCITOS

Una vez obtenidas las células mononucleares, se incubaron
con medio de adherencia a una concentracién de 107 células/ml, en
frascos de cultivo de plastico o vidrio (indistintamente),
durante 1 hora y 30 min., en un incubador a 37°C y con atmésfera
controlada de 5% de CO,. A continuacion, se realizaron 5 lavados
con el medio de adherencia para separar las células no adherentes
al plastico (linfocitos), de las adherentes (monocitos). Para
despegar 10s monocitos, se anadid EDTA 10 mM en PBS, dejando los
frascos de cultivo a 4°C durante 20 min. Pasado este tiempo, se
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desprendieron las células con ayuda de una varilla especial; en
ambos casos se lavaron las células, centrifugando a 300 g durante
10 min. Una vez realizado el recuento celular y la viabilidad con

azul Tripan al 0,2% en PBS, se resuspendieron en medio completo.

Para determinar la pureza de las células adherentes, se
efectudé una tincidén de esterasas inespecifica (Lagotent y col,
1978) .

Los monocitos, se utilizaron para inocular los ratones,
asi como para el muestreo de los hibridomas y la caracterizacién

de los Acm.
2.2. SEPARACION DE LINFOCITOS T Y B

Se realizdé seqgun el método descrito por Pescovitz y col.
(1984) . Se prepard una columna de vidrio con lana de nylon y se
rellend con acido clorhidrico 0,1 N. Se lavd con agua destilada
hasta conseguir pH 7. Una vez estabilizada, se anadidé medio
completo a 37°C. Se dejdé en estas condiciones durante 30 min. a
37°C y posteriormente se retird el medio y se pasd la suspensiodn
celular, a una concentracién entre 30-50 x 10° células
mononucleares/ml, incubandeose 30 min. a 37°C. Las células no
adheridas al nylon (linfocitos T), se eluyeron en medio completo.
Para extraer las células adherentes (linfocitos B), se retird la
lana y se despegaron mecanicamente con el émbolo de una
jeringuilla. Se efectud un recuento de ambas poblaciones, y se
utilizaron, al igual gque en el caso anterior, para la técnica de
inmunofluorescencia indirecta en suspensidn. El1 control de pureza
de células T, se efectud mediante la técnica de formacidon de

rosetas con eritrocitos de carnero (Madsen y col., 1980).

3. OBTENCION DE SUSPENSIONES CELULARES DE TIMO, BAZO Y GANGLIO
LINFATICO DE CERDO

Se recogieron los 6rganos, del matadero de Legazpi

(Madrid), en solucidn salina; se disgregaron en medio libre y se
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filtraron por una malla metalica, los hematies del bazo se
lisaron por un chogue osmétice hipoténico con agua destilada,
obteniéndose suspensiones celulares, de las que se tomaron unas

alicuotas para determinar la viabilidad y el recuento celular.

Estas células, se utilizaron en la inmunizacidén de los

ratones (timocitos) y en la caracterizacion de los hibridomas.
4. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
4.1. INMUNIZACION DE LOS RATONES

Se inmunizaron 4 ratones hembras Balb/c, de 4 semanas de
edad, por via intraperitoneal, dos con 10’ timocitos de cerdo Y
dos con 2 x 10° monocitos de sangre periférica de cerdo. Las
inoculaciones se realizarén los dias 0, 15 y 24 para los
timocitos y los dias 0, 20 y 40 para los monocitos. Tres dias
después de 1la ultima dosis, se sangraron los ratones para
determinar, mediante un ELISA indirecto, el titulo de anticuerpos

frente a los inmundégenos.

Tres dias antes de la fusidn, se inoculdé por via

intravenosa una desis de recuerdo.
4,2. CULTIVO DE CﬁLULAS DE MIELOMA

En ambos fusiones, se utilizaron células plasmocitarias de
la linea no secretora F(0), derivada del tumor MOP-21. Las
células se cultivaron con medio completo, en frascos de 75 cm®

en un incubador a 37°C con 5% de CO, y 95% de humedad.

Al efectuar las fusiones, las células se encontraban en
fase de crecimiento logaritmico.

Para la congelacién tanto de los mielomas comc de los
hibridomas, se recogieron las células en tubos de fondo cénico,

centrifugdndose a 300 g durante 10 min. Una vez retirado el
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sobrenadante, el sedimento celular se resuspendid en medio de
congelacidén a una concentracion de 107 células/ml, alicuotandose
en criotubos. Se efectud una congelacidn progresiva, colocando
los criotubos 24 horas a -70°C y después en nitrégeno liguido
hasta su posterior utilizacidn.

Tras la descongelacién en un bafo Maria a 37°C, las
células se lavaron con medic de cultivo.

4.3. PREPARACION DE CAPA NUTRITIVA

Las placas de cultivo, se sembraron 24 horas antes de
efectuar la fusidén, con una suspensién de timocitos de ratones
Balb/c de 3 semanas de edad. El numerc de timocitos por pocillo
fue de 250.000, 500.000 y 10° para placas de 96,48, y 24 pocillos

respectivamente.
4.4. FUSION

Se realizé siguiendo el protocolo de Minguez y col.
(1.988), con ligeras modificaciones. Las células de bazo del
ratén inmunizado, se mezclaron con las células de mieloma, en una
proporcién 5:1 y se fusionaron anhadiende 1 ml de PEG 4.000 al
50%, gota a gota, durante 1,5 min. Seguidamente, se afiadieron
lentamente 20 ml de medio libre, a una velocidad de 1 ml/min. A
continuacioén, se centrifugaron las células a 200 g, durante 10
min y se resuspendieron en 30 ml de medio CHA. Se cultivaron en
frascos de 75 cm’ a 37°C, en atmosfera de CO, durante 24 h. Al
dia siguiente, se desprendi¢ suavemente el tapiz celular, se
centrifugaron las células a 400 g durante 5 min y se
resuspendieron en medio CHA, sembrandose en placas de cultivo de
96 pocillos, previamente tapizadas con timocitos, a razoén de 3
x 10° células/pocillo.

4.5. SELECCION Y SEGUIMIENTO DE LA FUSION
Los hibridos se seleccionaron con el medio CHA, durante
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10-12 dias, renovandose el medio cada 2-3 dias. Al cabo de estos

dias se mantuvieron en medio CH.

La presencia de anticuerpos especificos de interés, se
determind, mediante un ELISA indirecto de los sobrenadantes de
los pocillos que presentaban colonias en crecimiento. Las
colonias positivas, fueron expandidas a placas de 48 y 24

pocillos sucesivamente, para su posterior clonaje.
4.6. ELIS8A INDIRECTO

El muestreo de los hibridomas positivos obtenidos en las
distintas fusiones, se realizo mediante un ELISA indirecto, segun
el método descrito por Epstein y col. (1.985), con algunas
modificaciones. Se depositaron, entre 250-300 x 10° células por
pocillo (timocitos o monccitos sequn la fusidn), resuspendidas

en 100 wl, fijandose por calor a 60°C durante 30 minutos.

Antes de utilizar las placas, se neutralizaron con 200 ul
de BSA (Sigma) durante 1 hora a 37°C, se lavaron con solucién de
lavado y se anadieron 100 pl/pocillo de cada sobrenadante de los
cultives, incubdndose durante 1 hora a temperatura ambiente. Como
controles negativos, se utilizaron sobrenadantes de cultivo de
mieloma y como control positivo, suero de conejo anti-PBL de
cerdo. Transcurrido el tiempo de incubacidén, se lavaron las
placas con solucidén de lavado 3 veces y se ahadidé el conjugado,
IgG de conejo anti-IgG de ratdén marcada con ureasa. Las placas
se incubaron 30 min. a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se lavaron 3 veces, igual que en el paso anterior y se
anadieron 100 gl del sustrato de la ureasa (CSL, England),
volviéndose a incubar durante 30 min. a 37°C, finalizados los
cuales, se realizé 1la lectura de 1la absorbancia con

espectrofotometro, a 450 y 620 nm.
4.7. CLONAJE
El clonaje se realizé por dilucidén limite, a razén de 3,1
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y 0,3 células por pocillo. Los pocillos con colonias aisladas y
positivas, fueron expandidos y reclonados. Una vez reclonados,
se seleccionaron por su distribucidén histolégica en oérganos

linfoides (ver 3.18.2.1. Técnicas Inmunchistoquimicas).

Los clones que presentaban un patrén histolégico
interesante, se expandieron nuevamente y se pasaron a frascos de
25 y 75 cm®’. Una parte de las células, fueron congeladas en
nitrégeno liquido y otra parte, inoculadas a ratones para
producir liquidos asciticos.

4.8. PRODUCCION DE LIQUIDOS ASCITICOS

Se emplearon ratones Balb/c, hembras de mas de 6 meses,
inyectados via intraperiteoneal con 0,5 - 1 ml de pristano (2, 6,
10, 14 Tretrametil pentadecano) (Sigma), al menos 10 dias antes
de la inoculacidn del hibridoma. Estos ratones se inocularon con
0,5 - 2 x 10’ células por via intraperitoneal. Los liquidos
asciticos, obtenidos por céntesis peritoneal, se centrifugaron
a 10.000 g durante 10 minutos y los sobrenadantes se congelaron

en alicuotas a - 40°C.
4.9. DETERMINACION DEL ISOTIPO DE LOS ACM

Se determiné por la técnica ELISA indirecta, en las mismas
condiciones que en el muestreo de los hibridomas. Una vez
incubadas las células con los sobrenadantes de cultivo de cada
Acm, se anadiercon 100 pl/pocillo de los distintos anti-isotipos
de inmunoglobulinas de ratén (IgG,, IgG,a, IgG,b, IgG; e IgM) y
cadenas ligeras (Kappa y Lambda), marcados con peroxidasa (Bio
Rad, USA). Tras la hora de incubacién a 37¢C, se lavaron las
placas, revelandose la reaccién con 100 ul de OPD/pocillo,
frenandose a continuacién, con acido sulfurico 3N. La lectura de
la absorbancia, se realizé con un espectrofotémetro a 450 y 620

nme.
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5. OTRO8 ANTICUERPOS MONOCLONALES

Ademas de los anticuerpos monoclonales producidos, en la

realizacidén de este trabajo se utilizaron los siguientes Acm:

Acm Especificidad Referencia

74.12.4 CD4,Células T cooperadoras Pescovitz et al.1984
76.2.11 CD8,Células T citotdxicas " n
74.22.15 Macrdéfagos y granulocitos " "

5 C9 Ig M Paul et al. 1985
F1C3 Ig G Malagén et al. 1986
PAL-E Endotelio Schlingerman et al.1985

Todos estos Acm son especificos de cerdo, excepto el PAL-E (anti
endotelio humano) (SANBIO, Holanda), que presenta reaccién
cruzada con endotelio de cerdo.

6. PRODUCCION DE INMUNOGLOBULINAS DE CONEJO ANTI
FIBRINOGENO DE CERDO

Se inmunizaron conejos, intradérmicamente con 200-250 ug
de fibrindégeno de cerdo (Sigma), vehiculado en adyuvante completo
de Freund (1* dosis) y adjuvante incompleto (dosis siguientes),
a intervalos semanales, durante 3 semanas. A los diez dias de la
ultima dosis, fueron sangrados los conejos de la arteria central
de la oreja. La sangre se dejd coagular a 37°C durante 1 hora,
y se mantuvo hasta el dia sigquiente, a 4°C. Se recogid el suero,
centrifugandose a continuacidén a 800 g durante 15 min. Este suero
se precipité, anadiendo sulfato amoénico saturado, a una
concentracion final del 40%, gota a gota, en agitacién constante.
Se mantuve durante toda la noche a 4°C en agitacién. Al dia
siguiente, se 1lavé 2 veces con sulfato aménico al 40%,
centrifugdndose a 1.200 g durante 10 min. El sedimento final, se
resuspendié en el menor volumen posible y se dializd frente a

tampon carbonato-bicarbonato 0,25 M pH 9.
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7. CONJUGACION DE ANTISUERO DE CONEJO CON ISOTIOCIANATO DE
FLUORESCENCIA

Una vez dializada la fraccion de gammaglobulinas, se
determindé la concentracidén protéica y se ajustd a 20 mg/ml. Se
ahadieron 50 ug de isotiocianato de fluoresceina por mg de
proteina total y se mantuvo la mezcla en agitacion toda la noche
a 4°C.

Para separar la proteina conjugada, del fluorocromo libre,
se pasd la mezcla a través de una columna de Sephadex G-25
(Pharmacia) equilibrada con PBS. Una vez obtenido el conjugado,
se tituld por inmunofluorescencia para determinar la dilucidn

6ptima de trabajo.

8. CONJUGACION DE SUERO DE CERDO CON ENZIMAS
8.1. PEROXIDASA

La purificacién parcial de las gammaglcbulinas de cerdo
anti-VPPA se llevo a cabo, siguiendo el método descrito por Arias
Yy col. (1.984).

El marcaje con peroxidasa, se efectud segun el protocolo
de oxidacidén con metaperyodato descritc por Nakane (1.979), con
algunas modificaciones. 5 mg de peroxidasa (Sigma), se
disolvieron en 1 ml de PBS y se trataron con 0,1 ml de DNFB
(Sigma) al 1% en etanol absoluto, a temperatura ambiente. Después
de 30 min., se anadieron 0,1 ml de metaperyodato sdédico 0,3M,
dejando transcurrir la reaccién en oscuridad durante 30 min.,
luego, se cromatografid la mezcla a través de una columna de
Sephadex G-25 edquilibrada en PBS, recogiéndose 1la fracciodn

coloreada.

1 mg de la peroxidasa activada, se mezcld con 0,1 ml de
fraccidén gammaglobulinica (1 mg/ml) junto con 0,1 ml de tampdn
carbonato-bicarbonato 1M pH 9,6 y se mantuvieron a 4°C, durante

18 horas. Luego, se afnadidé 1 mg de borohidruro sédico (Sigma) y
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después de media hora, se dializdé frente a PBS-25% de glicerina.
Finalmente, el conjugadc obtenido, se resuspendié en 5 ml de PBS
con 1% de BSA y 25% de glicerina y se tituld por ELISA indirecto,

conservandose a 4°C con mertiolate al 1/10.000.
8.2. FOSFATASA ALCALINA

Las inmunoglobulinas purificadas, se conjugaron con
fosfatasa alcalina siguiendo el método descrito por Avrameas
(1969).

2 mg de fraccidén gammaglcbulinica se disolvieron en 0,5
ml de PBS y se mezclaron con 5 mg de fosfatasa alcalina (Sigma),
a temperatura ambiente. La mezcla se dializd frente a PBS a 4°C
Y se anadié glutaraldehido, a una concentracién final del 0,2%,
incubdndose durante 2 horas, a temperatura ambiente. Tras ser
dializado frente a PBS y TBS 0,05 M pH 8 a 4°C, se diluyé con TBS
1% BSA y mertiolate al 1/10.000, conservandolo a -40°C.

9. INOCULACION DE LOS ANIMALES PROBLEMA CON VPPA

En este trabajo, se utilizé el aislado de VPPA E-75
(procedente de Lérida), parcialmente atenuado por cuatro pases
en la linea celular CV, (ATCC, CCL70).

Se utilizaron dieciocho cerdos miniatura, de seis meses de
edad, SLA haplotipo dd, desparasitados 2-3 meses antes de iniciar
el experimento. Doce, se inocularon via intramuscular, con 10
UHA,/ml por animal (n¢® 7-13) y los seis restantes (n°® 1-6),

fueron controles sin infectar.
10. DETERMINACION DE LA VIREMIA

A lo largo del experimento, se determinaron los niveles de
viremia de los animales inoculados, mediante la técnica de

hemoadsorcién (Malmquist y col. 1.960). Una vez coagulada la

sangre extraida de cada animal, se centrifugd, recogiéndose el
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coagulo para macerarlo en PBS e inocularlo en cultivos de
leucocitos de cerdo, observandose durante 10 dias la aparicidn

de hemoadsorcion.

El suero, se utilizdé para la determinacion del titulo de
anticuerpos anti-VPPA (ver 3.18.1.2. Inmuncfluorescencia

indirecta).

11. TOMA DE MUESTRAS Y FIJACION

Los cerdos, se sacrificaron con pistola de bala cautiva
e inmediato deguello. Una vez sangrados, se procedidé a realizar
la necropsia completa y ordenada, segun técnica habitual y se
procedié al estudio macroscopico de todos 1los drganos,
seleccionandose los 6rganos objeto de estudio. Las muestras para
el estudio histoldégico, se fijaron en formol tamponado al 10%,

durante 24-48 horas a temperatura ambiente.

12. PROCESADO E INCLUSION DE MUESTRAS

Las piezas para inmunchistologia, se tallaron en pequenas
porciones c¢udbicas de 0,5 x 1 x 0,5 cm y se congelaron
rapidamente, segun el método descrito por Chu y col. (1.983). Se
colocé una gota de OCT (Miles, USA) sobre un disco de corcho y
se congeldé por los bordes, introduciendolo en isopentano (Fluka
Ag, Alemania), previamente enfriado en nitrégeno liguide. Sobre
la parte central liquida, se colocd la pieza a congelar
debidamente orientada y recubierta de OCT, efectuandose la
congelacién total de la pieza. Concluido el proceso, el material
se conservd en cajas de poliestirenco, individualizado en bolsas

de celofan, en congelador de -70°C.

Las piezas para microscopia éptica, se tallaron en porciones
de aproximadamente 4 y 2 mm de espesor, segun se incluyeran en
paraplast o Epon-araldita. Previamente, se deshidrataron en
series crecientes de alcoholes, empleando el procesador de

tejidos Autotechnicon Mono Mod. 2A (Technicon Corporation, USA);
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incluyéndose en parafina sintética "Paraplast" (Sherwood Medical)
con puntce de fusidén entre 56-58°C. A continuacidén, se
confeccionaron los bloques con el conjunto modular de inclusiones
Tissue Tek III, (Miles, USA), empleando como soporte cassettes

de plastico.

En la inclusién en Epon-Araldita, los cortes se
deshidrataron también en series crecientes de etanol, aclarandose
a continuacidén en é6xido de etileno. Incluyendose, en una mezcla
de resinas de Epon -Araldita, segun Mollenhauer (1.964),
polimerizandose en moldes de silicona o capsulas Been, en estufa

a 70°C durante 24 horas.
13. REALIZACION DE CORTES
PARAPLAST
Se realizaron cortes de 3-4 L con un microtomo de

parafina, tipoc Minot modelo 1512 (Leitz, Alemania), con cuchillas

de acero desechables.

EPON-ARALDITA

Se realizaron cortes de 2-3 u en microtomo Minot (Leitz),
empleando cuchillas de vidrio tipo Ralph, obtenidas con un
tallador de cuchillas modelo 2078 (LKB, Suecia). Los cortes, se
deplastificaron con etéxido de sédio y se hidrataron, con pases
sucesivos en metanol-benceno, acetcna, etanol de 96% y agua
destilada.

CONGELACION
las plezas a cortar, una vez sacadas del congelador de
-70°C, se introdujeron en el criostato (IEC. Daimon, Inglaterra)

para equilibrar su temperatura con la de éste.

Se efectuaron cortes de 4 a 6 4 , que se dejaron secar al
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aire, a temperatura ambiente durante 8 horas. Estos cortes,
fueron utilizados directamente o conservados a -40°C, envueltos

en papel de aluminio.
14. TINCIONE8 HISBTOLOGICAS

Como métodos generales de tincidén para microscopia dptica,

se emplearon las técnicas de:

- Hematoxilina - Eosina

- Tricrémico de Masson

~ Tricrémico de Gallego (IV variante)
~ Acido Peryodico de Schiff (P.A.S.)
~ Rojo Congo de fluorescencia

~ Plata Metenamina

- PTAH

- Azul Prusia

- Carmin de Best

- Rojo Aceite O

15. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Se realizaron técnicas de inmunofluorescencia (directa e
indirecta), inmunoperoxidasa e inmunofosfatasa alcalina

(indirecta, directa y doble marcaje).
15.1. INMUNOFLUORESCENCIA
a) Suspensiones celulares

Se estudio, por inmunofluorescencia indirecta, la
reactividad que presentaban los Acm con suspensiones celulares
de sangre periférica (PBL totales, monocitos, linfocitos T, B y
PMN), timo, bazo y ganglio linfatico. Para ello, se incubaron en
tubos de 3 ml de polietileno, 1-2 x 10% células (previamente
lavadas con PBS-azida 0,01% - BSA 0,1%), con 100 ul de liquido

ascitico (diluido 1/100 en el mismo tampén). Se colocaron los
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tubos a 4°C, en un bafio de hielo fundente con agitacidén
ocasional. A los 45 min, se lavaron las ceélulas con el tampon,
2 veces, centrifugandolas cada vez a 300 g durante 10 min. Tras
el ultimo lavado, se incubaron con 100 ul de un antisuero de
conejo anti-IgG de ratdén, conjugado con isotiocianatoc de
fluorescencia (DAKOPATTS, Dinamarca) diluido 1:20, durante 45
min, a 4°C con agitacidén ocasional. Las células se lavaron, como
en el paso anterior, decantandose el sobrenadante en el ultimo
lavado y dejando el sedimento en su volumen residual o
resuspendiendolo en 400 pl del tampdén de fijacidén (PBS-azida
0,01% - paraformaldehido 1%), dependiendo del sistema utilizado
para analizar las muestras (microscopia dptica o citometria de

flujo).

Como control negativo, se incubaron las células con el

antisuero conjugado con FITC.

Las suspensiones de las distintas poblaciones celulares de
sangre periférica, se analizaron c¢on un microscopio de
epifluorescencia simultaneamente con iluminacién transmitida,
para determinar el porcentaje de células que presentaban
fluorescencia de membrana, contdndose al menos 200 células/Acm

estudiado.

Las suspensiones de bazo, timo y ganglio linfatico se
analizaron con un citdémetro de flujo FACSCAN (Beckton Dickinson,
USA). En cada muestra, se analizaron un mninimo de 5.000
células/Acm. Los datos se presentan como histogramas, en los que
se representa en abscisas el logaritmo de fluorescencia y en

crdenadas el numero de células totales.
b) Becciones histolégicas

En todas las técnicas, se utilizaron cortes de congelacidn
sin fijacién quimica previa, excepto en la determinacién de

antigeno virico por immunofluorescencia directa, en la cual, los
cortes se fijaron en acetona fria, durante 10 minutos.
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1. Directa
El ensayo directo se efectud para los siguientes estudios:

- Determinacién de antigeno virico en cortes de
congelacidén de higado, pulmén y rindén, de cada uno de
los animales inoculados con el VPPA, segun la técnica
descrita por Bocl y col. (1.969). Se incubaron las
preparaciones con un suero de cerdo anti-VPPA marcado
con FITC (isotiocianato de fluoresceina), diluido 1:20
en PBS. Como control negativo, se utilizé un suero de

cerdo anti-VPPC marcado con FITC.

- Determinacién de la presencia de depdsitos de
inmunocomplejos (C3 y gammaglcocbulinas totales) vy
fibrina, en rifndn y pulmén de los cerdos inoculados.

Las preparaciones, se incubaron durante 30 min. con los

siguientes antisueros marcados con FITC, diluidos en PBS:

~ Suero de conejo anti-gammaglobulinas totales de cerdo
(1:25)

- Suero de conejo anti-C3 de cerdo (Cappel, USA) (1:20)

- " " " anti-fibrinégeno de cerdo (1:20)

Una vez transcurrido el periodo de incubacidén, se lavaron
las preparaciones, 3 veces en PBS, durante 5 minutos cada vez,
montandose en glicerinha tamponada pH 8, para observarlas al
microscopio de epifluorescencia.

2. Indirecta
Con esta técnica se realizaron los siguientes estudios:
- Determinacién de los niveles de anticuerpos

especificos frente al VPPA, en los sueros de los

animales problema, desde la 12 semana post-inoculaciodn
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hasta la fecha de sacrificio. Se siguidé la técnica
descrita por Sanchez Botija y col. (1969).

- Andlisis de la presencia de depdsitos de IgM, IgG e
IgA en rifidn y pulmén de los animales infectados,
segun la técnica descrita por Slauson y col. (1981).

En primer lugar, las preparaciones se incubaron durante 30-

45 min con los siguientes antisueros:

- Acm anti-IgM de cerdo (5C9) (sobrenadante de cultivo
sin diluir)

- Acm anti-IgG de cerdo (F1C3) (liquido ascitico 1:20)

- Suero de conejo anti IgA de cerdo (Miles Yeda,
Israel) (1:40)

Tras las incubaciones, se lavaron las preparaciones en PBS,
como en la técnica directa, reveldandose 1la reaccidén con
antisueros marcados con FITC (DAKOPATTS): suero de conejo anti-Ig
de ratén en los dos primeros casos y suero de cabra anti-Ig de
conejo para el suero policlonal, diluidos en PBS (1:50), durante
30 min. Lavadas las preparaciones, se montaron en glicerina
tamponada para examinarlos al microscopio.

15.2. INMUNOPEROXIDASA E INMUNOFOSFATASA ALCALINA.

1. Indirectas

Estas técnicas de inmunoperoxidasa e inmunofosfatasa alcalina

se efectuaron para los siguientes estudios:

- Seleccidén de los Acm por su distribucién histolégico,

en 6rganos linfoides (timo, bazo y ganglios).

- Reactividad de los Acm en higado, rifién y pulmén.

- Variaciones cualitativas y cuantitativas de 1las
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poblaciones linfoides, en los ¢rganos estudiados de
los cerdos inoculados con VPPA.

- Caracterizacidén de infiltrados inflamatorios focales

en dichos drganos.

Todas las incubaciones, se realizaron en camara humeda a
temperatura ambiente. Los lavados entre cada dos etapas
consecutivas, se efectuaron, 2 veces con TBS 50 mM pH 7,6 (5 min.
cada vez), mientras que los lavados de los cromégenos se hicieron

con agua destilada.

En ambos casos, se siguié la metodologia descrita por
Minguez y col., (1988) con algunas modificaciones. Los cortes
secos, se incubaron con los Acm diluidos 1:40 - 1:80, en TBS 50
mM con 1% de BSA, durante 45 min. Tras los lavados, se incubaron
con immunoglobulinas de conejo anti-inmunoglobulinas de ratén
conjugadas con peroxidasa o fosfatasa alcalina, diluidas 1:20 en
TBS 50 mM, con 30% de suerc de cerdo. A los 45 min., una vez
lavadas, las preparaciones se incubaron con los cromégencs. En
el caso de la inmunoperoxidasa, la reaccién de la
diaminobencidina con el perdéxido de hidrégeno se dejd desarrollar
durante 12 min., obteniéndose un color pardo. Contrastandose la
preparacidén con hematoxilina de Carazzi (30 sg). Posteriormente,
las preparaciones se deshidrataron y se montaron en Depex (Serva,
Alemania). La presencia de peroxidasa enddgena, no pudo inhibirse
con los métodos normalmente utilizados ya que se neutralizaba la

reaccioén de anticuerpos monoclonales.

En el caso de la inmunofosfatasa alcalina, la fosfatasa
endégena se 1inhibidé con levamisol (Sigma), revelandose la
reaccién durante 25 min. con naftol AS-MX fosfato (Sigma) y fast-
blue (Sigma), obteniéndose un color azul intenso. Las
preparaciones, se contrastaron con rojo nuclear nuclear (45 sg.),

montandose con gelatina tamponada.
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2. Directas

Se realizaron, para determinar la presencia de virus en los
érganos estudiados. Para ello, se incubaron las preparaciones con
un suero policlonal de cerdo anti-VPPA conjugado con peroxidasa
o con fosfatasa alcalina (diluido 1:20 en TBS 50 mM), durante 30
min. reveldndose la reaccidn, una vez lavadas las preparaciones,

con el cromégeno correspondiente.

En la técnica de inmunoperoxidasa, se realizé un control
negativo de virus, incubando la preparacién con la solucidn
cromogena de la peroxidasa para diferenciar el antigeno virico,
de los eosinéfilos que presentan peroxidasa enddégena y por tanto

se tifien también de color pardo.

3. Ensayo de doble marcaje con peroxidasa y fosfatasa
alcalina

Esta técnica, se realizd para determinar qué poblaciones
celulares de los organos estudiados, estaban infectadas por el
VPPA. Para elle, en primer lugar, se efectud una inmunofosfatasa
alcalina indirecta con los diferentes Acm y a continuacidn, se
hizo una inmunoperoxidasa directa, incubando IgG de cerdo anti-
VPPA marcadas con peroxidasa (diluido 1:10 en TBS), durante 45
min. Tras el revelado de esta segunda reaccidén, se montaron las
preparaciones con gelatina tamponada para su estudio
microscépico. Las células con doble marcaje, presentaban una
tincioén citopldsmica de color pardo y una tincion de membrana de
color azul, gque se correspondia con la expresién de antigeno

virico y de antigenos de membrana respectivamente.
En todas estas técnicas inmunoenzimaticas, se incluyeron

como controles un Acm irrelevante, tampén de dilucién vy

soluciones de cromégenos.
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16. ESTUDIO MICROSCOPICO E ICONOGRAFIA

Las observaciones de microscopia 6ptica, se llevaron a
cabo en un microscopio Orthoplan, provisto de camara Orthomat
transistorizada (Leitz), con 1la gque se obtuvieron las

micrografias.

Las preparaciones de inmunofluorescencia, se observaron
en un microscopio Ortholux con dispositivo de fluorescencia por
luz incidente Ploewopak 2.1 (Leitz), provisto de camara WILD, con

la que se realizaron las micrografias.

17. ANALISIS DE IMAGENES

Las preparaciones inmunchistoldgicas seleccionadas para el
estudio de las variaciones cuantitativas de 1las poblaciones
celulares, se analizaron con un microscopio AH-2 (Vanox-T)
(OLYMPUS, Japon), con camara de video JVC-CCD conectado a un
ordenador ADI DM 1502 y un programa VIDS-III para sistemas de

medidas analiticas.
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IV. RESULTADOS



1. PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

Se realizaron 2 fusiones, una con timocitos de cerdo y otra

con células adherentes al plastico de sangre periférica de cerdo.

De la fusion con timocitos, se seleccionaron, por un ELISA
indirecto, diez colonias positivas, de las cuales, una vez
clonadas y expandidas, se seleccionaron tres hibridomas por su

patrén histolégico en érganos linfoides.

Estos 3 Acm (2B8, 1C5, 1lE7) pertenecian a la subclase IgG2a
y poseian cadena ligera tipo Kappa.

En la fusién frente a células adherentes, se detectaron
mediante ELISA indirecto, nueve pocillos con colonias secretoras,
de las cuales, una vez clonadas y expandidas, se seleccioné por
su distribucidén histolégica en organos linfoides, un hibridoma
(1G1), el cual pertenecia a la subclase IgG2b y cadena ligera
tipo Kappa.

La monoclonalidad de estos anticuerpos, se comprobd mediante

un espectro electroforético de los liquidos asciticos.

2. CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

2.1. REACTIVIDAD CON SUSPENSIONES CELULARES

Con el fin, de determinar el porcentaje de reactividad de
los Acm producidos con diferentes subpoblaciones leucocitarias
sanguineas y con células de timo, bazo y ganglio (obtenidas segun
3.4.1, 3.4.2. y 3.5 de Materiales y Métodos), se realizd una
inmunofluorescencia indirecta en suspension. En sangre
periférica, el Acm 161, obtenido de la fusidén con células
adherentes al plastico, reacciond preferentemente con macréfagos
(P+) y polimorfonucleares (PMN) (52,3 y 57,6 % respectivamente).
Los Acm 1C5, 2BS8 y 1lE7, obtenidos de la fusiodn con timocitos de

cerdo, reconocieron porcentajes elevados y similares, tanto de
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leucocitos totales como de las diferentes estirpes celulares
(Tabla I).

Al realizar el mismo estudio, con las suspensiones celulares
de timo, ganglio y bazo y analizar los resultados por citometria
de flujo, se observd que los Acm 2B8, 1C5 y 1lE7, reaccionaban
practicamente con la totalidad de las células, en los tres
érganos estudiados (Fig. 1). E1 Acm 1G1l, en el timo reconocié un
bajo porcentaje de células (8%), en ganglio y bazo, reaccioné con

el 32 y 41% de las células, respectivamente (Fig. 2) (Tabla II).
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TABLA I

Acnm PBL 2l PN PN NN
1G1 26+4,2 | 52,3%15,5 )| 24,4+8,3 | 38,5%t16,9 | 57,6%10,5
2B8 85,5%4,8 | 80,6*2,5 | 64,4*7,8 | 56,3%13,5 | 53,3%7,5
1C5 86,5%+4,9 |71,6+9,2 | 66,7+8,3 | 58,5+12,8 | 46+15,8
1E7 60,5%+2,1 | 61,3+6,8 | 60,2+17,9 | 54,3%9,5 | 54,5+6,9

Porcentajes de células reconocidas por los Acm 1G1,

2BS,

ics y 1E7, suspensiones celulares sanguineas de
leucocitos totales (PBL), monocitos-macréfagos (P+),
linfocitos T (P~ N-), linfocitos B (P- N+) y

polimorfonucleares (PMN). Los datos, estan expresados como
la media *+ la desviacidn estandar de cuatro experimentos.
El porcentaje de células fluorescentes especificas, se

calculd

sustrayendo a 1a

fluorescencia

fluorescencia basal obtenida con el conjugado.
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TABLA II

Acm _TIMO _ GANGLIO _ BAZO
1G1 8,1%1,5 32,4%6,4 41%8,1
2B8 94+0,8 83,5+2,8 86,6%4,1
1C5 96+0,3 85,9%3,5 90,6%7,7
1E7 96,210,5 86,3%4,1 91+4,9

Porcentajes de células reconocidas por los Acm 1G1,
1¢5 y 1E7 en suspensiones celulares de timo,

bazo. estan expresados como la media

datos

2B8,
ganglioc vy

desviacidén estandar de cuatro experimentos. El1 porcentaje
de células fluorescentes especificas, se calculéd
sustrayendo a la fluorescencia total, 1la flucorescencia
basal obtenida con el conjugado.
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Fig. 1. Histogramas de las c¢élulas reconocidas en timo,
ganglio y bazo, por los Acm 1C5, 2B8 y 1E7 (color

gris) y los controles negativos (color negro) .

Intensidad de fluorescencia (lg) en abcisas frente a
células totales en ordenadas.
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Fig. 2. Histogramas de las células reconocidas en timo, ganglio

y bazo por el Acm 1Gl1 (color gris) y los controles
negativos (color negro). Intensidad de fluorescencia (1g)
en abcisds frente a células totales fluorescentes en
ordenadas.
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2.2. ESTUDIO HISTOLOGICO

Se estudidé la distribucidén de las células reconocidas por
los distintos anticuerpos monoclonales, mediante técnicas de
inmunoperoxidasa e inmunofosfatasa alcalina indirectas. Como
patrones de distribucién histolégica, se utilizaron los
anticuerpos monoclonales: anti-CD4 (74.12.4), anti-CD8 (76.2.11)
y anti-macroéofagos (74.22.15). Esta caracterizacion, se realizd
en cortes histoldgicos de criostato, de é6rganos linfoides (timo,
bazo y ganglios 1linfaticos) y organos no 1linfoides (higado,

pulmén y rifon) de cerdos sanos, sin fijacién previa.

2.2.1. ORGANOS LINFOIDES

TIMO (Fig. 3)

Los Acm 2B8, 1C5 y 1lE7, reaccionaron practicamente con la
totalidad de las células de la corteza y médula timica; siendo
la tincidén, mads intensa en la zona medular gque en la =zona
cortical. El1 Acm 1C5, también reacciondé con los endotelios.

El Acm 1G1l reaccind, intensamente c¢élulas aisladas de la zona
cortical y en la zona medular, con grupos dispersos de células,
asi como células localizadas en el limite cortico-medular del

timo. Los tabiques conjuntivos también se tiheron con este Acm.

GANGLIO (Fig. 4)

Con los Acm 2B8, 1C5 y 1E7, se observo una tincion intensa
y difusa de las 4&reas interfolicular y paracortical. En los
foliculos linfoides, tiheron numerosas células de los centros
germinales, existiendo una diferencia neta entre la intensidad
de marcaje de la corona y el resto del foliculo, scbre todo, con
el Acm 1C5. Este Acm, ademdas reacciond con los endotelios de

arteriolas y vénulas post-capilares.

El Acm 1Gl1 reaccioné con células de las areas
interfoliculares y de los centros germinales de los foliculos
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linfaticos; ademas, tind de forma intensa, algunas células de los

serlos,

BAZO (Fig. 5)

En la pulpa blanca, los Acm 2B8 y 1E7 reconocieron un alto
porcentaje de células de los MLPA y de la zona marginal, mientras
gue el Acm 1C5 solamente reacciond con algunas células dispersas
de los MLPA y de la zona marginal. Los tres Acm presentaron una
tincidn débil en foliculos.

En la pulpa roja, con los Acm 2B8 y 1E7, se observaron
numerosas células tenidas, siendo el marcaje menos intenso con
el Acm 1C5. Este ultimo, también tefiia las vainas elipsoidales

que rodean a los capilares arteriales terminales (elipsoides).

Con el Acm 1Gl, se observd un marcaje intenso tanto en la
pulpa blanca como roja. En la pulpa blanca, reacciondé con células
redondeadas, en los centros germinales de 1los foliculos
secundarios y cecn celulas de morfologia estrellada, en los MLPA.
En la pulpa roja, la tincioén fue intensa en los elipsoides y en
algunas ceélulas aisladas de los cordones.

La tincidén, en general, fue de membrana y en ocasiones
intracitopldsmica.

En el bazo, los elipsocides, cuando se tiheron, presentaron

una tincién de fondo.
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Fig. 3. Caracterizacion histoldgica de los anticuerpos monoclonales
en cortes de criostato de timo de cerdo. Inmunofosfatasa alcalina

indirecta, revelada con fast-blue y contrastada con rojo nuclear.
a) Acm 2B8: Tincidén de zona cortical y medular , la intensidad de

reaccion es mayor en la zona medular (M} que en la cortical (C) X
416.

b) Acm 1C5: Tincién semejante a la del Acm 2B8. Observese la
tincién de las vénulas post-capilares ( - ) X 416.

c) Acm 1E7: Tincidn uniforme de la zona medular y cortical X 350

d) Acm 1G1l: Detalle de grupos dipersos de células tefidas en el
limite cortico-medular X 1040.






Fig. 4. Caracterizacidén histolégica de los anticuerpos monoclonales
en cortes de criostato de ganglio de cerdo. Inmunofosfatasa

alcalina indirecta revelada con fast-blue.

a) Acm 1E7: Tincidn difusa y uniforme del ganglio linfatico. X 350.
b) Acm 2B8: Tincidén de la zona paracortical, con dos patrones
diferentes, uno mas intenso en células dispersas en el seno central

y uno difuso en el resto del parénquima. X 350.

c) Acm 1C5: Tincién de 1los centros germinales de foliculos

linfoides, area interfolicular y vénulas post-~capilares. X 416,

d) Acm 1Gl: Detalle de foliculo linfoide y &area interfolicular,

Observese la tincidén intensa de la zona T- dependiente. X 3500.
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Fig. 5. Caracterizacioén histoldgica de los anticuerpos monoclonales
en cortes de criostato de bazo de cerdo. Inmunofosfatasa alcalina

indirecta, revelada con fast-blue.

a) Acm 1E7: Tincién de los manguitos linfaticos periarteriolares
(MLPA), zona marginal y pulpa roja. Las células de la zona marginal
son fuertemente positivas. X 350.

b) Acm 2B8: Tincidén de los MLPA y zona marginal. X 416,

¢) Acm 1C5: Ceélulas positivas en la zona marginal, tincién tenue en

elipsoides y pulpa roja. X 416.

d) Acm 1Gl: Tincidén en foliculo, con una neta diferencia entre 1la
corona Yy el centro germinal, patrén de tincién parcheado en el MLPA
e intenso en células de la zona marginal, pulpa roja y elipsoides.
X 416.






2.2.2. ORGANOS NO LINFOIDES

Una vez efectuada la caracterizacion de los Acm en érganos
linfoides, se estudid la distribucién que presentaban en higado,
pulmén y rifnén, estudiandose ademas la distribucién de los
Acm 74.12.4, 76.2.11, 74.22.15 y PAL-E.

HIGADO (Fig. 6)

Los Acm 74.12.4., 76.2.11. y 2B8 tiheron células redendeadas
circulantes, localizadas preferentemente en zona perilobulillar,
siendo el marcaje muy abundante con el 2B8 y limitado con los

otros dos.

Los Acm 74.22.15 y 1Gl, marcaron intensamente células de
RKupffer y polimorfonucleares circulantes en los sinusocides,
presentando una tincidén de membrana y citoplasmica. E1l endotelio
de los sinusoides, vena centrolobulillar y espacios porta
reaccioné con el Acm 1Gl. El patron de tincién del Acm PAL-E

estuvo restringido al area periportal.

PULMON (Fig. 6)

En este érgano reaccionaron los Acm 2B8, 74.12.4, 76.2.11
y 74.22.15. Los anticuerpos anti-CD4+ y anti-CD8+, marcaron un
escaso numero de células, de morfologia redondeada, distribuidas
por el parénguima. Los Acm 74.22.15 y 2B8 tifieron, intensamente,
numerosas células de diversa morfologia; algunas, localizadas en

las luces alveolares o gue hacian prominencia en ellas.

Todos estos Acm reaccionaron también con el tejido linfoide
asociado a bronquicos (BALT), variando el numero de células
positivas, segun el Acm utilizado. Asi, el Acm 2B8 reacciond con
practicamente la totalidad de las células, mientras que los
otros tres Acm, solamente tineron algunas células de los

foliculos.
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El Acm PAL-E, reaccioné de forma difusa con el endotelio de

capilares alveclares y arteriolas pulmonares.
RINON (Fig. 7)

En la zona cortical, se observé que los Acm 1Gl, 2BS8,
74.22.15, 74.12.4 y 76.2.11, marcaban algunas células aisladas
en los glomérules, que en el caso de los Acm 1Gl y 74.22.15, en
ocasiones, se correspondian con polimorfonucleares. También
reaccionaron con células intersticiales, de nucleo redondeado y
citoplasma escaso. El numerc de células tefidas fue variable,
dependiendo del Acm. Con los Acm 74.12.4., 74.22.15, 76.2.11 ¥y
1G1, el marcaje fue escaso, resultando mas abundante con el Acm
2B8. En la =zona medular, todos 1los Acm tifieron células
intersticiales dispersas, siendo mayor el numero de células

reconocidas por el Acm 76.2.11 que por el resto de los Acm.

El Acm PAL-E no tifid los capilares glomerulares, sin embargo
reaccionéd con el endotelico de 1los capilares del espacio

intersticial intertubular, sobre todo en la zona medular.

Los Acm 1C5 y 1E7, gue en drganos linfoides presentaban unos
patrones definidos, en los odrganos no 1linfoides estudiados,
presentaban una tincién de fondo, sin un patrén determinado. Este
mismo, fendmeno se produjo con el Acm 1G1l en pulmdén, que a pesar,
de reaccionar debilmente, con algunas células, dié mucho fondo
inespecifico. Con el fin de desestimar, gque la falta de
definicién fuera debida a fallos técnicos, se realizd la técnica
de forma reiterada vy simultdneamente con Acm conocidos,

obteniéndose siempre los mismos resultados.
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Fig. 6. Caracterizacién histoldgica de los anticuerpos monoclonales
en cortes de cridstato de higado y pulmén. Inmuncperoxidasa
indirectar, revelada con diaminobencidina y contrastado con
hematoxilina de Carazzi.

a) Acm 2B8: Tincidn de células de morfologia linfoide, presentes en
los sinusoides hepdticos. X 350.

b) Acm 2B8 : Tinciodn de células linfoides, macréfagos alveolares e
interseptales. X 875.

c) Acm 1Gl: Tincidén de células de Kupffer, endotelio de los

sinusoides hepdticos y células de morfologia linfoide. X 350.

d) Acm PAL-E: Patron de tincidén difuso en los capilares alveolares

y arteriolas pulmonares. X 350.






Fig. 7. Caracterizaciodn histoldgica de los anticuerpos monoclonales
en cortes de criostato de rifén. Inmunoperoxidasa indirecta,
revelada con diaminobencidina y contrastado con hematoxilina de
Carazzi.

a) Acm PAL-E : Tincidén difusa del endotelio de los capilares

intersticiales. X 875.

b) Acm 2B8 : Tincidén de células intraglomerulares y células
aisladas en el espacio intersticial intertubular. X 875.

c) Acm 1Gl : Tincidén de macroéofagos intersticiales y de escasas
células intraglomerulares. X 875.
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3. CURSO CLINICO Y PAUTA DE SACRIFICIO

Durante la primera semana post-inoculacién, los animales
comenzaron a presentar signos clinicos de enfermedad: postracién,
anorexia, fiebre, eritemas y cianosis en piel. Dado gque el indice
de mortalidad tras la inoculacidén es imprevisible, por tratarse
de un parametro multifactorial (via de inoculacién, dosis,
aislado virico, tipo de animal, etc), decidimos el primer dia que
muridé un cerdo (8 dpi) sacrificar otro "in extremis", con el fin,
de obtener material en condiciones optimas, evitando de esta
forma las posibles alteraciones post-morten. Entre los dias 9 y
13 post-inoculacion murieron cuatro cerdos mas. A partir del dia
14 post~inoculacién, cesé la mortalidad, comenzando a recuperarse
los animales supervivientes. Fue entonces, cuando establecimos
la pauta de sacrificio a seguir para los animales supervivientes
y controles (Tabla III).

Se tomaron temperatura y muestras peridédicas de sangre,
determinandose la viremia, cinética de aparicién de anticuerpos
Yy persistencia viral. Los animales supervivientes, fueron
virémicos hasta el dia 41 post-inoculacién. Los anticuerpos
especificos del VPPA, se detectaron por IFI, a partir del dia 26
p.i., presentando unos tituleos de 1/40-1/80. Los niveles de
anticuerpos, fueron aumentando en las sangrias siguientes, hasta
1/5.120 a los 82 dpi. A partir de esta fecha, los titulos

decrecieron progresivamente hasta el final del experimento.
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TABLA III

N¢ de Cerdo

Fecha sacrificio Control Inoculado .

(d.p.i.) | | '
8 1 7
30 2 8
90 3 9

120 4 10

150 5 11

365 6 12-13
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4. EXPRESION DE ANTIGENO VIRICO EN HIGADO, PULMON Y RINON

En el higado, la expresién de antigeno virico fue maxima en
fechas tempranas post-inoculacién (8 y 30 dias) (Fig. 8a),
apareciendo ampliamente distribuido en sinuscides y algunos
espacios porta. A tiempos tardios, se detectd, de forma aislada,
en algunos sinusoides. De los dos ahimales sacrificados al ano
post-inoculaciodn, solamente se cobservéd antigeno virico en uno de

ellos (n® 12) (Fig. 8b), localizandose en un espacio porta.

En el pulmén, al igual gque en el higado, la expresién fue
maxima a los 8 y 30 dpi, disminuyendo en fechas posteriores. Al
afno post-inoculacidn, el cerdo ne 12 fue positivo (Fig. 8c),
mientras que el n® 13 resulté negativo. La positividad, se
detectd en los tres casos, en macréfagos de los septos

interalveolares y macréfagos alveolares desprendidos.

La expresion antigénica en rifnén, guedd restringida a los
animales sacrificados a los 8 y 365 dpi (n®*s 7 y 12) (Fig. 8d),
localizandose preferentemente, en células del intersticio
intertubular de 1la zona cortical, no detectandose en la zona
medular (Tabla IV).
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TABLA IV

”ﬂﬁ:P}Ir.ﬁ'- Ne cefﬁo-. ' "ﬁi§§d§ .”  P§iﬁ§ﬁ§'7f;fﬁiﬁ§ﬂf;
8 7 +++ +++ +
30 8 ++ ++ -
90 9 + - -
120 10 +/~ +/- -
150 11 ND ND ND
365 12 + + +
" 13 - - -

Deteccién de antigeno virico por IFD en cortes histolégicos
de criostato. La extension del marcaje estd cuantificada
en una escala de: +/- dudoso, + minimo, ++ moderado y +++
abundante.

ND: no determinado.

Control negativo de virus: suero policlonal anti-VPPC/FITC.
Los animales testigos fueron negativos en todas las fechas.
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Fig. 8. Expresidn de antigeno virico. Inmunofluorescencia directa
en secciones de criostate de higado (a,b), pulmén {(c) y rinén (d4d)
incubados con un suero antiji- VPPA conjugado con FITC.

a) Abundantes células de Kupffer positivas, 8 dpi (n<27). X 875.

b) Acumulos de células positivas en espacio porta, 365 dpi (ne 12).
X 875,

c) Positividad en macréfagos septales y libre en bronguiolo, 365
dpi (n¢ 12). X 875.

d) Células positivas intraglomerulares y en el espacic intersticial
intertubular, 365 dpi (n® 12). X 875.






5. SUSBSCEPTIBILIDAD CELULAR FRENTE AL VPPA

Este estudio, se realizé por inmunchistoquimica de doble
marcaje, en los tres odérganos objeto del experimento, siendo
demostrativos los resultados de higado y pulmén. En rifién, los
resultados no fueron concluyentes, debido probablemente, a la

fosfatasa alcalina endégena que enmascardé la reaccién.

En el higado, se utilizaron los Acm 74.22.15 y 1Gl1 (anti-
macréfagos y granulocitos), 2B8 (pan- leucocitario) y PAL-E

(anti-endotelio humano).

El numero de células con doble expresion, 74.22.15 o
1G1/VPPA, fue reducido (2-10 células/corte estudiado) (Figs. 9a,
9c), sin embargo, se detectd positividad en todos los animales
inoculados. Con el Acm 2B8, la positividad solamente fue
manifiesta a los 30 y 120 dpi, siendo también reducida. Las
células dobles positivas, se localizaron, preferentemente en zona

peri y mediolobulillar.

Con el Acm PAL-E, no se observo doble tincidén en ninguno de
los animales inoculados (Fig. 9b). Los resultados se resumen en
la Tabla V.

En el pulmén, se estudid la doble expresidén con los mismos
Acm gque en el higado, observandose células dobles positivas
unicamente con el Acm 2B8 (2-4 células/corte estudiado), a los
8 vy 365 dpi (n®s 7 y 12) (Fig. 9d). En el resto de los animales,

no se observaron células dobles positivas con ninguno de los Acm.,
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TABLA V

A#ﬁ;'
DeP.I. Ne cerdo |
| 74.22.15 161 288 PAL-E
° 7 + ++ - _
> ° + + + -
90 9 ) . ) )
120 10 N . ) )
150 11 ND o - -
365 12 . ) ) )
" 13 + . i )

Resultados de doble marcaje con peroxidasa (virus) y
fosfatasa alcalina ( Acm: 74.22.15, 1G1l, 2B8 y PAL-E), en
secciones de higado de 1los animales 1inoculados y
sacrificados a los distintos tiempos post-infeccidén. E1
namerc de ceélulas dobles positivas esta cuantificado como:
- negative, + minimo, ++ moderado.

ND: no determinado.
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Fig. 9. Doble expresién de antigenos de membrana y virico.
Inmunofosfatasa alcalina -inmunoperoxidasa. Las secciones
histoldégicas se incubaron con los Acm: 1Gl (a), PAL-E (b), 74.22.15
(¢) y 2B8 (d), un antisuero de ratdén conjugade con fosfatasa

alcalina y un suero policlonal anti-VPPA, conjugado con peroxidasa.

a) Presencia de antigeno virico en una célula de Kupffer, el reste

de las células sélo reaccionaron con el Acm, 365 dpi (n®i13). X
1400.

b) Tincién del endotelio de los vasos del espacio porta y antigeno
virico libre, 365 dpi (n® 12). X 350.

c) Detalle de ceélula de Kupffer con antigeno virico, 120 dpi (n®
10). X 3500.

d) Macrdéfago septal con antigeno virico, 365dpi (n@® 12). X 350.






6. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Las lesiones macroscopicas e histoldgicas de los cerdos que
murieron de enfermedad aguda, fueron coincidentes con las
encontradas en el cerdo sacrificado a los 8 dpi (n® 7), por lo

tanto, se tomdé este como modelo de la fase aguda.

En la descripcién de las lesiones, generalmente
distinguiremos, el cerdo sacrificado en fase aguda (cerdo n® 7),
del grupo de supervivientes ' animales recuperados Yy
asintomdticos, que se sacrificaron seqgiun la pauta indicada en la
Tabla IV.

6.1. HIGADO

El higado del cerdo sacrificado "in extremis" a los 8 dpi
(n® 7), presentd una congestién intensa, con salida de sangre al
corte, siendo mas acentuada en los lobulillos subcapsulares. Los
animales supervivientes, sacrificados en los diferentes fechas,

no mostraron alteraciones macroscopicas de interés.

Histoldgicamente, se observé congestidén tante en las
arteriolas y venas de los espacios porta, como en los sinusoides
y venas centrolcbulillares, preferentemente en los lobulillos
subcapsulares; siendo mas notable a los 120 (n® 10) y 365 dpi (n®
12). En estas fechas, apareci¢é wuna marcada congestioén
centrolobulillar. En el cerdo n® 13 (365 dpi), se observaron
imagenes que podrian corresponderse con trombos organizados en
espacios porta asi como un marcado edema en algunos lobulillos,
haciéndose patente el espacio de Disse (Fig. 10). En los espacios
porta y venas centrolobulillares, de los cerdoes n®s 7, 8 y 9 (8,
30 y 90 dpi), se observaron vestigios de mallas de fibrina (PTAH

+), no encontrandose en los demds animales problema.
En general, todos los animales inoculados presentaron una

arguitectura lobulillar conservada, excepto en los lobulillos

subcapsulares. Estos lobulillos, en ocasiones, estaban rodeados
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por amplias zonas de tejido conjuntivo (n® 7 y 9}, donde se
localizaban neovasos y diferentes tipos celulares (Fig. 11). A
los 150 dpi (n® 11), los hepatocitos de estos lobulillos, tenian
el nucleo vacuolizado, posiblemente debido a cariolisis. El
tejide conjuntivo interlcobulillar y portal del cerdo n@® 13 (365
dpi) era hipercelular, con abundantes células de nucleo pequeno,
irregular y picnético de aspecto fibroblastico.

Los hepatocitos adyacentes a las &reas congestivas,
presentaron diversos estadios de degeneracidén y necrosis. A los
8 dpi, se observaron focos necréticos en todo el parénguima, con
imdgenes de necrosis cariorréxica, apareciendo, ocasionalmente,
a 1los 30 y 90 dpi hepatocitos con nucleos picnéticos e
irregulares y citoplasma intensamente aciddéfilos.

El aspecto general de los lobulillos, en los animales
sacrificados a los 30, 90, 120 y 150 dpi (n®*s 8, 9, 10, 11}, fue
de hipercelularidad, debido a la discreta atrofia que presentaban
los hepatocitos, sobre todo, de la zona perilobulillar. El1 tamafio
nuclear fue normal y los citoplasmas, generalmente de aspecto
pulverulento. Destacando abundantes hepatocitos con
hipercromatosis parietonuclear (n¢ 10). En los cerdos n® 10 y 11
se apreciaron hepatocitos con granulaciones citoplasmaticas PAS+,

Carmin de Best +, resistentes a la diastasa (Figs. 12, 13).

A los 365 dpi, si bien el tamano de los hepatocitos fue
semejante al de el animal testigo (n® 6), aparecian determinados
lobulillos, en 1los cuales, los niucleos presentaron cromatina
parieto-nuclear; observandose, en localizacidén perilobulillar,
necrosis focales de hepatocitos con presencia de infiltrado
inflamatorio (ne¢ 12) (Fig. 15).

Los sinusoides hepaticos proximos a la vena
centrolobulillar, del cerdo sacrificado en fase aguda (8 dpi),
presentaron una marcada dilatacién, proporcionande una imdgen
lacunar. Las células de Kupffer, normalmente aparecian

tumefactas, con citoplasmas vacuolizados, llegando con relativa
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frecuencia a la necrosis. En ocasiones, habia células de Kupffer
rodeadas por hematies, formando imagenes de hemoadsorcidén (Fig.
14) .

En los animales supervivientes, se observé una ligera
hiperplasia de las células Kupffer a los 90 y 150 dias post-
inoculacioén respecto a los animales control (n®s 3 y 5), mientras
gque a los 120 y 365 dpi (n°®s 10 y 12), las células de Kupffer
proximas a la vena centroleobulillar, mostraban granulos
citoplasmaticos de color pardo, positivas a la reaccidn del
hierro, mediante la técnica Azul de Prusia (Fig. 16). Asimismo,
en algunos sinusoides del cerdo n® 12 (365 dpi), se observaron
células de Kupffer, distribuidas al azar, con citoplasma

vacuolizado (Rojo aceite 0 +).

En zonas del parénquima, donde existia necrosis de
hepatocitos, se cbservaron discretos infiltrados inflamatorios,
localizados en el tejido conjuntivo interlobulillar, espacios

porta y sinusocides.

En fechas tempranas post-inoculacién (8 y 30 dpi), fue
notable la presencia de infiltrados focales, en el tejido
conjuntivo interlobulillar y espacios porta asi como difusos en
los sinusoides. Asimismo, en 1los sinusoides, se observaron
abundantes eosinéfilos dispersos o formando pequefios focos en

espacios porta, sobre todo, en el cerdo n@ 7.

En los animales supervivientes, estos infiltrados aparecian
de forma puntual, exceptuando el animal sacrificado a los 150
dpi, en el cual, los infiltrados fueron abundantes, de pequefio
tamafic, localizados en la zZona perilobulillar de los lobulillos
subcapsulares (n® 11). En uno de los animales sacrificado al aho
post-inoculacién (ne 12), también se  observaron focos
inflamatorios periportales. En tcdos los animales, se observaron
infiltrados difusos, constituidos principalmente por linfocitos,
macrofagos y eosindfilos, que la mayoria de las veces presentaban

necrosis cariorréxica.
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Los infiltrados focales observados por H-E, fueron
coincidentes en la mayoria de los casos con los identificados por
inmunohistoquica. En el tejido conjuntivo interlobulillar, 1los
infiltrados reaccionaron preferentemente, con 1los Acm due
reconocian linfocitos, mientras que en los espacios porta y
sinusoides, fueron los linfocitos T8 y macréfagos, las células
que formaban los infiltrados (Fig. 17) (Tabla VI).

Con relacidén a los infiltrados difusos presentes en los
sinusoides, realizamos una cuantificacidén, por andlisis de
imdgenes, de linfocitos T4, T8 y macréfagos, con los Acm 74.12.4,
76.2.11 y 74.22.15 respectivamente, en distintas fechas post-
inoculacién (8, 30, 90 y 365 dpi). Las determinaciones
correspondientes a los 120 y 150 dpi no se pudieron realizar por

las modificaciones morfologicas que presentaban las muestras.

LINFOCITOS CD8 (Fig. 18a)

El numero de células que expresaban CD8 estaba incrementado
en fechas tempranas post-infeccién ( 8 y 30 dpi). En fechas
posteriores, los valores fueron inferiores (90 dpli) o similares
(365 dpi) a los controles.

LINFOCITOS CD4 (Fig. 18Db)

Los niveles de linfocitos T4 a los 8 dpi fueron inferiores
a los niveles basales, cbservandose un moderado incremento a los
30 y 90 dpi. Al afio post-inoculacidén 1los valores fueron

semejantes a los mostrados por los animales testigo.

MACROFAGOS (Fig. 18c)

Se observé un aumento considerable del numero de macréfagos
a los 8 y 30 dpi. Estos valores retornaron a niveles basales a
los 90 dpi, experimentando un nuevo incremento al afic post-

inoculacién (Fig. 18c).
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TABLA VI

Acm

DPI. n® Cerdo - PR o
| 74.22.15 161 2B8 74.12.4  76.2.11
8 7 EP/S TCIL EP/S
30 8 TCIL EP  TCIL/S EP
120 10 TCIL
365 12 EP/S EP/S
365 13 EP

Tipificacién de infiltrados focales en higado por

inmunohistogquimica indirecta con Acn.

EP: espacio porta, S: sinusocides,

interleobulillar.

85

TCIL: tejido conjuntivo



Fig. 10. Congestidén y edema acentuado, en sinusoides hepdticos.
Hepatocitos con citoplasmas vacuolizados, 365 dpi (n® 13).

Tricromico de Masson. X 1400,

Fig. 11. Necrosis de hepatocitos,infiltrado inflamatorio y células
en cariorexis en lobulillo subcapsular, 30 dpi (n® 8). Tricrémico
de Masson. X 875.

Fig. 12. Presencia de glucdgeno en hepatocitos, 150 dpi (n® 11).
Carmin de Best. X 875.

Fig. 13. Control de diastasa, 150 dpi (n° 11). Carmin de Best. X
875,






Fig. 14. Detalle de células de Kupffer en necrosis, rodeadas de
hematies. Hepatocitos con cromatina parieto-nuclear, 8 dpi (n® 7).
H-E. X 3500.

Fig. 15. Necrosis de hepatocitos e infiltrado perilobulillar de
células linfoides y polimorfonucleares, 365 dpi (n® 12). H-E. X
875.

Fig. 16. Hemosiderina en células de Kupffer. Hepatocitos con
cromatina parieto - nuclear, 120 dpi (n® 10). Azul de Prusia.
X 350.






Fig. 17. Tipificacién de infiltrados en higadc. Inmunoperoxidasa
indirecta. Las secciones histolégicas se incubaron con los Acm: a)
2B8, b) 76.2.11, ¢, d) 74.22.15

a) Infiltrado en parénquima hepatico, 30 dpi (n® 8). X 875.

b) Infiltrado focal y difuso de linfocitos CD8+, 30 dpi (n® 8). X
875,

¢) Infiltrados de macréfagos en espacios porta y en sinusoides, 365%
dpi (n@® 12). Doble tincién: inmuncofosfatasa alcalina (Acm 74.22.15)

- inmunoperoxidasa (suero anti-VPPA). X 350.

d) Detalle de infiltrado focal de macréfagos y virus libre, 365dpi
(n® 12). Doble tincion. X 875.






Fig.18.
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Dlas Post-inoculacién

Cuantificacion de infiltrados difusos en higado. Los
resultados se expresan, comoc la media del numero de
células positivas a : CD8 (a), CP4 (b) y macréfagos (<)
+ la desviacion estandar, del recuento de siete campos
de 380x500 um por corte histoldégico de cada animal.
Excepto a los 365 dpi, que corresponde a la media * la
desviacidn estandar de la media de los dos animales
sacrificados en esa fecha. La linea base (....),
representa el valor medio del numeroc de células positivas
a dichos Acm,en los cortes histologicos de los seis

animales testigo.
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6.2. PULMON

Macroscépicamente, a la apertura de la cavidad toracica del
cerdo sacrificado en la fase aguda (8 dpi), observamos un
contenido de ligquido serchemorragico, en una cantidad aproximada
de 400-500 cc. Los pulmones presentaron un incremento de tamaho
con bordes redondeados, destacando sobre todos, el dorsal. la
pleura visceral estaba engrosada, con  aspecto turbio,
observandose a su través, lobulillos congestivos y hemorragicos.
La distribucidén de estos lobulillos no presentd ningun patrén
caracteristico, sino gue aparecian al azar en todos los lébulos
de ambos pulmones. Los tabiques interlobulillares mostraron una
marcada dilatacién. El aspecto de los pulmones, fue de &érganos
pesados y de consistencia aumentada. Al realizar presién sobre
ellos dejaban févea persistente, demostracion del intenso edema
que sufrian.

La superficie de corte del oérganc, aparecid con aspecto
marmérec y gelatinoso, al igqual que el tejido conjuntivo
subpleural.

La imagen de los lobulillos, fue de macidez y al realizar
presidén sobre ellos, fluia de brongquios y brongquiolos abundante

liquido espumoso de tonalidad rojiza.

Los rasgos macroscopicos dominantes en los pulmones de los
animales supervivientes fueron la presencia de congestiones y
atelectasias discretas; apareciendo engrosamientos de pequena
intensidad en la pleura visceral. Las zonas, gue generalmente
estaban mas afectadas, fueron los ldbulos fundamentales en los

bordes dorsal y caudal de ambos pulmones.

En la superficie de  corte, aparecian lobulillos
atelectédsicos y enfisematosos, sin localizacidén definida. Los
animales testigos sacrificados simultaneamente a los inoculados,

aparecieron sin alteraciones macroscopicas de interés.
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Histolodgicamente, la lesidén comun a todos los animales
inoculados, fue 1la presencia de congestién tanto en 1las
arteriolas como vénulas pulmonares, siendo mds significativa en
los capilares alveolares. ZEstas alteraciones fueron wmas
acentuadas en el animal sacrificado a los 8 dpi, en el que
aparecieron numerosos vasos de mediano calibre, ocupados en su
totalidad por una masa constituida por abundantes hematies,
células nucleadas (neutroéfilos y monocitos) y células
endoteliales desprendidas, en las dque frecuentemente, se
observaron imdgenes de cariorrexis. El contenido vascular, unas
veces ocupaba toda la luz, constituyendo trombos oclusivos (Fig.
19) y otras, la localizacién fue mas parietal. Con la tincién del
PAS, este contenido didé reaccidén positiva, sin embargo, no
revelamos su positividad con la tincidén de la PTAH y con el suero
policlonal anti-fibrindgeno de cerdo. En la mayoria de estos
vasos trombosados, se observaron infiltrades perivasculares de
células redondas, constituidos principalmente por células
plasmaticas y macrofagos, dque a veces formaban manguitos
perivasculares.

En los animales supervivientes, las arteriolas de mediano
Y pequefioc calibre tenian las paredes engrosadas (30, 150 y 365
dpi), proporcionando imadgenes similares a vasculitis (Fig. 20).
En general, las luces de las arteriolas contenian hematies mas
o menos abundantes y alguna célula nucleada, sin embargo en el
animal sacrificado a los 90 dpi, aparecian algunas arteriolas con
un contenido de detritus amorfo en el qgue se localizaron
numerosas células redondas, generalmente linfocitos y macréfagos,
no pudiéndose observar ninguna célula de micleo alargado gque
pudiese recordar a fibroblastos. Mediante 1la técnica de
tricrémico de Masson no observamos la presencia de fibras de
colageno. Estos trombos fueron parietales u oclusivos, no

apareciendo sefales de infarto en las preparaciones estudiadas.
Todos los animales inoculados, excepto los n2s 10 y 13 (120

y 365 dpi), presentaron linfangiectasia, observandose en las

luces capilares, células mononucleares. Estas alteraciones, se

g4



observaron junto a edema de tabiques interlobulillares (8, 30,
150 y 365 dpi) o fibrosis ( 90 y 150 dpi). Los bronquios y
bronquiolos no presentaron alteraciones de interés y solo en un
caso, se observd una discreta fibrosis peribronquial (n@® 12) (365
dpi) .

Una lesién peculiar del animal sacrificado a los 8 dpi, fue
la presencia de abundantes detritus celulares, en los alveolos
de algunos 1lobulilleos (Fig. 21). Estos detritus, estaban
constituidos por hematies y abundantes células nucleadas en
cariorrexis, sin posibilidad de distinguir el tipo celular al que
pertenecian. Estas células necréticas, también se observaron en
algunos bronquiolos y bronquios. Junto a estos lobulillos con
células necroticas, se distinguian otros enfisematosos, pero en
general el aspecto histeolégico principal del oérgano, fue de
consclidacion generalizada, con engrosamiento de paredes

alveolares y alveolos atelectasicos.

Las lesiones histolégicas pulmonares de 1los animales
supervivientes a la infeccidn, fueron generalmente homogéneas a
los distintos tiempos post-infeccidén. En las luces alveolares de
los animales supervivientes, generalmente no se apreciaron
células descamadas, salvo en el animal sacrificado a los 30 dpi
Y en los dos animales sacrificados al final del experimento (365
dpi), que presentaron abundantes hematies (h¢ 12} y nhumerosos
macrofagos alveolares desprendidos asi como algunas células
alveolares (n°® 13). Los cerdos n® 8 y 11 (30 y 150 dpij,
presentaron hipertrofia de las bandas de musculo liso, situadas
en el extremo apical, entre alveolos adyacentes y que actuan a
modo de esfinteres, apareciendo generalmente en zonas préximas

a alveolos enfisematosos.

El aspecto histoldgico dominante en la mayoria de los
animales supervivientes, fue de consolidacidén pulmonar, debida
a la presencia de atelectasias generalizadas junto a lobulillos
enfisematosos (30, 90 y 120 dpi) (Fig. 22), no encontrandose

ningin pulmén con enfisema generalizado. Generalmente, esta
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atelectasia iba ligada a la presencia de paredes alveolares muy
engrosadas (30, 90, 120, 150 dpi), sin evidenciarse fibrosis
mediante el tricrdémico de Masson.

En el animal sacrificado a 1los 30 dpi, Jjunto al
engrosamiento de tabiques alveolares, se observaron capilares muy
prominentes en la 1luz alveolar gque contenian una sustancia
hialina eosindfila. Los animales sacrificados a los 120 y 150
dpi, presentaban capilares alveolares muy dilatados, alguno de
ellos, con macrofagos intravasculares hipertréficos (Fig. 23).
Por inmunofluorescencia, no detectamos depdsitos de

inmunoglobulinas y C3, en ninguno de los casos.

En los ultimos estadios de la experiencia (120, 150 y 365
dpi), las pleuras estaban engrosadas por abundantes fibras de
colagenc, generalmente separadas por edema, y abundantes células

fibroblasticas y neovasos.

Como manifestaciones exudativa-infiltrativas dentro del
cuadro general inflamatorio gue sufrian los pulmones, hemos de
destacar, la presencia infiltrados difusos o constituyendo
peguenos focos inflamatorios. La localizacidén de los infiltrados
focales, fue peri 6 yuxtavascular (30 y 150 dpi), parenquimatosa
(30 dpi) o subpleural (120 dpi). Por inmunohisteogquimica, estos
infiltrados, reaccionaron preferentemente con los anticuerpos
monoclonales que reconocen linfocitos (74.12.4, 76.2.11 y 2B8).

Respecto a los infiltrados difusos, iuUnicamente se observo
un moderado incremento en el numero de células, dque expresaban
CD4 y CD8, a los 90 y 120 dpi (Fig. 24b, 24¢), asi como un
aumento en el numero de macrofagos, a los 120 dpi (Fig. 24a). El
resto de los animales inoculados, no presentaron variaciones

cuali- cuantitativas respecto a los animales testigo.

La presencia de eosindfilos, mas o menos abundantes, fue

constante en todos los animales inoculados.
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Fig. 19. Trombo en vaso de mediano calibre, 8 dpi (n® 7). H-E.
X 8B75.

Fig. 20. Vasculitis en arteriola, infiltrado inflamatorio,
consolidadicén y atelectasia, 120 dpi (n° 10). Gallego. X 875.

Fig. 21. Neumonitis intersticial, 8 dpi (n®7). H-E. X 875.

Fig. 22. Consolidacién, engrosamineto de tabigques interalveolares
e infiltrado inflamatorio, 30 dpi (n@°8). H-E. X 875.






Fig. 23. Capilares alveolares dilatados, algunos con macréfagos
intravasculares y neumocitos hipertréficos, 120 dpi (n® 9). H-E.
X 1400.

Fig. 24. Tipificacién de infiltrados inflamatorios en pulmdén, 120
dpi (n@° 9).

a) Infiltrados inflamatorios focales y difusos de macréfagos, virus
libre en el parénguima pulmonar. Doble tincién de inumunofosfatasa
alcalina (Acm 74.22.15) - inmunoperoxidasa (suero anti-VPPA

conjugado con peroxidasa). X 350

b vy ¢) Detalle de infiltrados inflamatorios focales y difusos de
linfocitos CD8+. Inmunofosfatasa alcalina indirecta (Acm 76.2.11)
X 875.






6.3. RINON

Macroscépicamente, los rinones del animal sacrificado "in
extremis" en fase aguda tenian una forma tipica, eran
hipertréficos, pesados, v friables, de un color pardo muy oscuro,
casi negro. Aparecian intensamente congestivos con numerosas
petequias prominentes y confluentes sobre la superficie de
6rgano. lLa superficie de corte hacia prominencia y decapsulaba
relativamente bien, arrastrando algunos puntos del parénquima,
existiendo limite neto entre cortical y medular. Se observaron
petequias, tanto en la zona cortical como en la medular, con
equimosis en pelvis renal. Estas lesiones, fueron menos

acentuadas en los animales supervivientes.

Histologicamente, en el cerdo sacrificado a los 8 dpi, se
apreciaron unos capilares glomerulares congestivos, otros
trombosados y algunos con aspecto normal (Fig. 25). Los capilares
glomerulares trombosados, presentaban en su interior material
acidéfilo, PAS positivo, de forma focal. Este material acidoéfilo,
se tind intensamente con la PTAH y el conjugado fluorescente de
suero policlonal anti-fibrinodgeno de cerdo (trombos de fibrina)
(Fig. 26). En el espacio urinario de algunos glomérulos se
observaron hematies asi como contenido protéico. Esos trombos,
también aparecian en arterias y artericlas interlobulares,
produciende generalmente necrosis isquemicas en amplias zonas

corticales.

Los tubulos contorneados proximales y distales, contenian
en las luces, eritrocitos y numerosos cilindros hialinos, PAS +
PTAH +. Las ceélulas epiteliales de los tubulos proximales
presentaron cariorrexis difusa y degeneracién hialinogutular.
Estas imagenes de cariorrexis, también se observaron en células
intersticiales del espacio intertubular, proximas a Aareas

intensamente hemorragicas.

En los animales supervivientes, la enfermedad cursd con un

alto grado de uniformidad, observandose hialinosis segmentaria

101



y focal (Fig. 27), desde el dia 30 al 365 post-inoculacidén. Los
glomérulos de la corteza yuxtamedular fueron los mads afectados,
siendo evidentes las alteraciones entre un 10 y 30%, por corte
estudiado. E1 volumen glomerular, estaba incrementado por una
sustancia hialipna PAS +, Rojo Congo -, gque expandia el mesangio.
E1l aumento de matriz mesangial, se acompafaba de incremento de
células mesangiales, siendo practicamente inexistente el espacio
urinario. En algunos casos (90, 120 y 365 dpi), hubo
extravasacion de material protéiceo (acidofilo, PAS +) al espacio
urinario, con presencia ocasional de macréfagos espumosos y
vacuolizados (120 dpi). Las células epiteliales parietales
presentaron hiperplasia e hipertrofia (30, 920, 150 dpi) (Fig.
28), constituyendo ocasionales semi-lunas, que a veces formaban
sinequias con el pelotdn vascular (90 dpi) . & los 150 dpi, la
cdpsula de Bowman estaba engrosada de forma irregular (plata

Metenamina) .

Los capilares glomerulares estaban dilatados, con membranas
basales engrosadas, gue por PAS, plata Metenamina y tricrémico,
presentaban doble contorno o imagenes semejantes (30, 150 y 365
dpi) (Fig. 29). La membrana basal glomerular, del animal
sacrificado a los 90 dpi, era festoneada, no uniforme (Fig. 31).
Los podocitos aparecian hipertroéficos y casi desprendidos de 1la
membrana basal glomerular (30,90 y 365 dpi) (Fig. 32).

A los 30 y 365 dpi, se observaron posibles depdsitos, que
por la localizacidn subendotelial, podrian corresponderse con los
depoésitos de €3, detectados por IF en todos los animales
supervivientes. Los glomérulos presentaron un patrén granular
discontinuo de C3 (Fig. 30b), asi como una tincién
mesangiocapilar con un patron difuso, finamente granular para IgM
(Fig. 30a). A los 120 y 365 dpi, las membranas basales tubulares,
mostraron una tincioén moderadamente intensa para C3. En ningun
caso, reacciocnaron con IgA, presentando una tincién discreta

(niveles basales) para IgG y gammaglobulinas totales.

Los animales testigo fueron negativos para IgM y C3,
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presentando una fluorescencia basal (tincion mesangial) para IgG,

en todos los casos (Tabla VII).
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TABLA VII

“ cerdo | 8 o 10 11 12*13
Fecha ‘de Sacrificio 30 s0 120 150 355
S (api)
Gamméglobulinas
Totales 1+ 1+ 1+ i+ 1+
IgM 4+ 4+ ND 3+ 3+
igG ND 1+ 1+ 0 1+
IgA 0 0 0 0 0
c3 2+ 3+ 2+ 1+ 1+

Deteccién de inmunocomplejos por IF en rifiones de 1los
cerdos supervivientes. La intensidad de la fluorescencia
estd cuantificada en una escala de 0 (negativeo) a + 4
(méximo) .

N.D.: no determinado
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La alteracién mas extendida en los tubulos de la zona
cortical y medular, fue la degeneracion vacuolar de las células
epiteliales. Esta degeneracidén, se iniciaba en la zona basal
celular, observandose numerosas células acidofilas,
ocasionalmente desprendidas de la membrana basal tubular, gue
constituian cilindros celulares (90, 120 y 365 dpi) (Fig. 34).
A los 120 dpi, en las luces de algunos tubulos de la zona
cortical, se observaron mallas finas acidofilas semejantes a
fibrina, que sin embargo, resultaron PTAH negativo, al realizar

la técnica en paralelo con controles positivos.

En el espacio intersticial intertubular, las arteriolas y
algunos capilares estaban congestivos, de forma mas acentuada en
la zona medular. Frecuentemente observamos trombos hialinos
similares a los descritos en los glomérulos y cambios parietales
como hipertrofia, edema subendotelial y fibrosis periarteriolar
(n®* 13) (Fig. 32), restringidos en su mayor parte a arteriolas
y arterias interlobulares. Los infiltrados inflamatorios difusos
unicamente fueron evidentes a los 8 dpi, fecha en la cual
cbhservamos un moderado incremento en el nmimero de macroéfagos
(identificados por los Acm 1Gl y 74.22.15) y de linfocitos T4
(ABcm 74.12.4). En los animales supervivientes no observamos
modificaciones con respecto a los animales controles.

En la tipificacién de las células que habian proliferado
en los glomérulos de los animales supervivientes, observamos un
ligero incremento en el numero de macrofagos (90 y 365 dpi} (Fig.
34a}), no encontrande diferencias con los Acm gue reconhocen
linfocitos T4 ni T8 respectec de los controles.

Con relacién a la presencia de infiltrados inflamatorios
focales, hemos de sefalar que el animal gue presentd mayor numero
de infiltrados y una reactividad mas amplia con el panel de Acm
utilizados fue el animal sacrificado a los 30 dpi (Figs 34b,
34c). A los 120 y 365 dpi, fueron menos abundantes e inexistentes
a los 90 y 150 dpi.
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Los infiltrados intertubulares observados a los 30 dpi,
estaban constituidos por macréfagos y linfocitog indistintamente,
sin embargo este tipo de infiltrados a los 120 y 365 dpi mostré
un marcalje selectivo, bien de 1linfocitos, concretamente de
linfocitos T4 (n¢s 10 y 12) bien de macréfagos (ne 13).

Los infiltrados yuxtavasculares y vyuxtaglomerulares

observados a 1los 30, 120 y 365 dpi (Fig. 34d), también

reaccionaron exclusivamente con un unico Acm (Tabla VIII).
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TABLA VIII

 DPI

 Reactividad Acm

'N¢ ‘Cerdo

7@.22;15 1Gi 288 .'56,2.11_  7?.1;}4;@
30 8 IT IT/G IT/Vv IT
120 10 v IT IT
365 12 iT IT
" 13 IT G v
Tipificacién de infiltrados focales en 1rifidén

inmunohistoquimica indirecta con Acm.

IT: Intersticio intertubular

V: "
G: yuxtaglomerular
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Fig. 25. Panordmica de la 2ona cortical del rifidn. Glomérulos
trombosados y cilindros hialinos, 8 dpi (n2 7). H-E. X 350.

Fig. 26. Detalle de trombos de fibrina en capilares glomerulares
( » ), 8 dpi (n® 7). PTAH. X 1040.

Fig. 27. Hialinosis glomerular ( *» ). Glomerulos en diferentes

estadios evolutivos, 90 dpi (n® 9). Tricrémico de Masson. X 1040.

Fig. 28. Hiperplasia de células epiteliales ( -+ ), asas capilares
dilatadas y de paredes rigidas ( » ) , 90 dpi (n¢ 9). Tricrémico de
Masson. X 1040.






Fig. 29. Imagenes de dcble contorno en la membrana basal de los
capilares glomerulares ( » ), 150 dpi (n°® 10). Tricrémico de
Masson. X 4160.

Fig. 30. Deteccién de depodsito de inmunocomplejos de IgM y C3 por
inmunofluorescencia indirecta. a) Tincién mesangial de IgM ( 30
dpi). b) Tincidén discontinua de C3 ( 90 dpi}) X 1040.






Fig. 31. Membrana basal de capilares glomerulares de contorno

festoneado, 90 dpi (n® 9). Plata metenamina. X 3500.

Fig. 32. Podocitos hipertréficos ( - ), 30 dpi (n® 8). H~E. X 3500.

Fig. 33. Trombo arterioclar ( -+ ) y fibrosis periarteriolar ( } ),
365 dpi (n® 13). H-E. X 1040.

Fig. 34. Cilindros celulares en tubulo contorneado, 365 dpi (n¢ 12)
H-E. X 1400.






Fig. 35. Tipificacién de infiltrados inflamatorios en rifién.
Inmunoperoxidasa indirecta. Las secciones histolégicas se incubaron
con los Acm: a) 1G1 b) 74.22.15 <¢) 76.2.11 @) 2B8 y un antisuero
de ratdén, conjugado con peroxidasa. La reaccidén se reveld c¢on
diaminobencidina y se contrasté con hematoxilina de Carazzi.

a) Tincion mesangial y en macréfagos intersticiales intertubulares,
365 dpi (n® 13). X 875.

b) Infiltrado intersticial de macrofagos en limite cortico-medular.
30 dpi (n® 8). X 875.

c) Infiltrado de linfocitos CD8+ en zona cortical. 30 dpi (n®
8). X 875.

d) Infiltrado yuxtaglomerular. 365 dpi (n2 13). X 875.






V. DISCUSION



En este trabajo, se ha realizado una infeccidén experimental
en doce cerdos miniatura, singénicos SLA dd, con el aislado
atenuado del VPPA, Espafia~-75. Esta inoculacioén, nos ha permitido,
por una parte, estudiar la accién del virus sobre distintas
poblaciones celulares y la persistencia virica y por otra,
estudiar el desarrollo de las lesiones histopatolégicas a lo
largo de la infecciodn.

Para poder estudiar la accidén del virus sobre las diferentes
poblaciones celulares, se utilizaron anticuerpos monoclonales.
8i bien, actualmente, se dispone de anticuerpos monoclonales
especificos de macréfagos porcinos (Lunney y col., 1984, Minguez
y col., 1989), no se han descrito anticuerpos monoclonales frente
a células dendriticas, endoteliales o epiteliales. Estas células
son susceptibles a la infeccidén por el virus de la Peste porcina
africana (Pan, 1987; Quezada y col.,1989; Pérez, 1992) y al igual
que los macrofagos, pueden actuar como células presentadoras de
antigeno a los linfocitos T (Pober y col., 1983, Unanue y col,
1984).

Con relacién a las células dendriticas, en un principio,
utilizamos, el Acm 33D1l, especifico de células dendriticas de
ratén (Nussenzwelg y col., 1982). Este Acm, no reaccioné con
ningun tipo celular de 1los organos linfoides porcinos. Por
consiguiente, tratamos de obtener anticuerpos monoclonales frente
a células dendriticas porcinas, inmunizando los ratones con
células mononucleares adherentes al plastico, obtenidas a partir
de sangre. Esta fraccidn célular estd constituida,
fundamentalmente, por macréfagos y una minima proporcién de
células dendriticas (Van Voorhis y «¢o0l.,1982). El1 Acm
seleccionado de esta fusidén, el 1Gl, si bien, no fue selectivo
de ceélulas dendriticas, reconocidé células de morfologia
estrellada en los manguitos linfaticos periarteriolares del bazo,
que podrian ser compatibles con células dendriticas. Los

porcentajes de reactividad del anticuerpo monoclonal, con las
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suspensiones celulares y la distribucién histolégica gue presenta
en organos linfoides y no linfoides, son similares a Jlos
descritos para anticuerpos moncclonales englobados en el grupo
de diferenciacién (CD), CDé68. Este antigeno, presente en
monocitos-macréfagos, determinados linfocitos, baséfilos,
neutréfilos y ciertas células de tejidos no hematopoyéticos, es
una glicoproteina de 110 KDa (Pulford y col., 1990). Aungue en
nuestro caso, ha sido imposible determinar con exactitud qué
proteina reconoce, por las caracteristicas histoldégicas gque
presenta, podriamos sugerir gue nuestro anticuerpo moncclonal es
compatible con 1los anticuerpos incluidos en este grupo de
diferenciacién (CD).

En cuanto a las células endoteliales, unicamente se ha
descrito replicacidn, en inoculaciones con aislados virulentos
(Quezada y col.,1989). Con el fin de comprobar si existia
infeccion, con un aislado atenuado, utilizamos el Acm PAL-E
(especifico de endotelio humanc). Este anticuerpo monoclonal,
presenta reaccién cruzada con el endotelio de otras especies,

entre ellas, la porcina (Schlingemann y col., 1985).

Respecto al estudio del desarrollio de las lesiocnes
histopatolégicas a lo large de la infeccién, en el higado, el
grado de afectacidn que presentan los hepatocitos, difiere seguin
la fecha de sacrificio. La necrosis masiva, que presentan los
hepatocitos en fechas tempranas post-inoculacidén, probablemente
no se deba a la accidén lesiva del virus sobre dichas células. Tal
vez, sea consecuencia de las alteraciones vasculares existentes,
de la liberacidn de citoquinas, por los linfocitos y macréfagos,
gque infiltran e) parénguima hepdtico o liberacidén de enzimas
lisosomales por las células de Kuppfer y monocitos infectados.
La presencia de corpusculos de inclusién, en los citoplasmas de
las células de Kupffer y la ausencia de estas imagenes en los
hepatocitos, sostienen esta afirmacidén. Nuestros resultados,
apoyan los obtenidos por Sierra y col. {(1986) que observan, por
microscopia electrénica, replicacién virica en células de Rupffer

Y no en hepatocitos de animales inoculados con este mismo aislado
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virico (Espaha-75). La necrosis de los hepatocitos, ha sido
descrita en inoculaciones con aislados de alta y moderada
virulencia (Moulton vy col., 1968; Konno y cel, 1971, Mebus y col.
1981), sin embargo, sdlamente se ha observado replicacidén, en
hepatocitos de animales inoculados con aislados virulentos
(Colgrove y col. 1969, Sierra y col. 1987, 1989).

Los vestigios de mallas de fibrina PTHA (+4), observados en
las venas centrolcbulillares y espacios porta de los animales
sacrificados a los 8, 30 y 90 dpi, en ninguin caso son depdsitos
patentes como los observados en los capilares glomerulares de
estos mismos animales. De hecho, la presencia de trombos en el
higado, es un hallazgo inusual en la Peste porcina africana
(Moulton y col.,1968). En la reaccidn generalizada de Shwartzman,
modelo experimental de coagulacién intravascular diseminada, los
capilares portales, aparecen ocluidos por trombos de fibrina y
el parenquima hepatico de las regiones subcentrales y
periportales estd salpicado de focos necroticos {(Robbins, 1975).

a necrosis de las ceélulas de Kupffer, observada
fundamentalmente a los 8 y 30 dpil, es consecuencia de la
replicacidén del VPPA en estas células del sistema mononuclear
fagocitico. Esta lesidn, coincide con la maxima expresioén de
antigeno virico, observado por inmunofluorescencia directa e
inmunohistoquimica de doble mafcaje con 1los anticuerpos

monoclonales anti-macréfagos y granulocitos (1Gl y 74.22.15).

La hiperplasia de las células de Kupffer (90 y 150 dpi),
también ha sido descrita por Konno (1971} en la forma subaguda
de la enfermedad y Goémez-Villamandos y col. (1989) en la
enfermedad aguda. De forma paralela, en estos animales existe una
menor expresion de antigeno virico. Esta disminucién,
posiblemente esté motivada, por la eliminacidén de gran cantidad
de virus durante las primeras semanas post-inoculacién (Wilkinson
col., 1981) y el restablecimiento de la capacidad funcional de
los macréfagos (Mebus y Gregg, 1985; Sanchez-Vizcaino y col.
1981).
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Los trabajos existentes sobre persistencia del VPPA,
muestran el tropismo gue presenta el virus por el tejido
linfoide. McVicar (1984), detecta virus infeccioso en ganglios
linfaticos y amigdalas, de animales infectados de forma
persistente, a los 70, 85 y 92 dpi: observando cantidades minimas
y de forma ocasional, en bazo, rifion y médula ésea. Wilkinson y
col (1981}, detectan virus infeccioso en higado, pulmén y rindén
hasta la 52 semana post-pirexia, tras la inoculacidén con el
aislado virico Malta/78. En nuestro caso, visualizamos de forma
nitida antigeno wvirico, por IFD, en los higados de los tres
primeros animales sacrificados (n® 7, 8 y 9) vy en el n® 12 (365
dpi). Por inmunochistoquimica (doble marcaje), con los Acm anti-

magrofago, observamos antigeno virico en todos los animales.

En ninguno de los animales inoculados, hemos observado
células endoteliales que expresasen antigeno virico, coincidiendo

en esta cbservacidén con Sierra y col. (1987).

El fendémeno de hemadsorcidn, que presentan algunos aislados
del virus de la PPA, ha servido para clasificarlos y como técnica
de diagnodstico, pero por el momento, se desconoce su significado
bioldégico. Gémez-Villamandos y col. (1989) y Sierra y col.
(1991), han observado por primera vez este fendmeno "in vivo",
en los sinusoides hepaticos de animales inoculados con los
aislados E-70 virulento y E~75 atenuado a los 3 y 9 dpi
respectivamente. Nosotros, también hemos observado estas imagenes
de hemadsorcién a los 8 dpi, no apareciendo en fechas
posteriores, lo cual confirma, que dicho fendémenc tiene lugar en

estadios tempranos de la infeccidn.

Moulton v col.(1968) y Konno y col. (1971) han descrito la
presencia de infiltrados inflamatorios, préximos a las zonas de
necrosis tisular. Nosotros, por medio de Acm hemos tipificado,
por primera vez, las poblaciones leucocitarias que participan en
estos infiltrados. En este estudio, hemos utilizado 1los
anticuerpos cedidos por la Dra J.Lunney y los producidos por

nosotros, 1Gl y 2B8. Este ultimo, seleccionado de la fusidn con

120



timocitos de cerdo y que presenta unos patrones de distribucién
histolégica en 6rganos linfeoides, mds amplios, que los de los Acm
74.12.4, especifico de linfocitos CD4 y el 76.2.11, especifico
de linfocito CD8, reacciona practicamente con la totalidad de las
células, en los tres 6rdganos. Sin embargo, existe heterogeneidad
en cuanto a la intensidad. La diferente intensidad observada en
los cortes de inmunohistoquimica, se refleja también en los
histogramas de citometria de flujo. Por las caracteristicas que
presenta este Acm, es evidente, que reconoce epitopo/s expresados
en la mayoria de las poblaciones linfoides. Podria ser compatible
con, el antigeno comin leucocitario (CD45) o con el antigeno de
funcidén leucocitaria (LFA-1, CD18). La ausencia de reactividad
con otros tipos celulares no linfoides, excluye la similitud con
antigenos como, el SLA clase-I, presente en la mayoria de las
células.

lLas células, que preferentemente formaron parte de los focos
inflamatorios fueron macrofagos, polimorfonucleares y linfocitos
T8. Las células fagociticas, pueden ser atraidas a las zonas de
inflamacién por los componentes C2a, C3a, C5a del complemento.
La activacidén del sistema de complemento, puede tener lugar por
la formacidn de inmunocomplejos (via clasica). Esta posibilidad,
es valida en la Peste porcina africana, a partir de la primera
semana post-inoculacidn, fecha en que, se detectan anticuerpos
especificos frente al VPPA (Sanchez-Vizcaino y col., 1981) y los

niveles de virus en sangre son maximos (Genovesi y col., 1988).

En fases previas a la aparicién de anticuerpos, el
componente C3b del complemento, puede unirse a glicoproteinas
virales, expresadas en la superficie de las células infectadas
y desencadenar la cascada del complemento (0Oldstone y Lampert,
1979). En la Peste porcina africana, no se ha demostrado la lisis
de células infectadas por la via alternativa, desconociéndose en
gué punto falla este mecanismo. Tal vez, suceda como en infeccién
por el HIV, en la cual, si se activa la via alternativa pero no
tiene lugar la lisis por el sistema del complemento (Yerfenof y
col., 1991).
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La presencia de infiltrados inflamatorios focales vy
difusos de linfocitos CD8+, puede estar relacionada con 1la
patogenicidad del aislado virico utilizado en la inoculacién de
los animales, Asi, virus infectivo de 1la PPA induce,
preferentemente la proliferacién "in vitro" de células CD8+. Esta
respuesta poliferativa, es blogueada por Acm anti-CD8 y anti-CD4;
este hecho les sugiere a los autores, gue las células CD4+ son
necesarias en la expansién de las células CD8, como fuente de

linfoquinas (Canals y col.,1991).

Los focos inflamatorios de macréfagos, observados en uno de
los animales sacrificados al ano post~inoculacién, son
indicativos de lesién cronica (Galo, 1988), lesidén motivada, al

menos en parte, por la presencia de virus en dicho érgano.

En el estudic cronoldgico, sobre las variaciones
cualitativas y cuantitativas de las poblaciones leucocitarias,
que infiltran el higado, hemos observado una disminucién de
linfocitos CD4+ y un incremento paralelo de linfocitos CD8+ y de
macréfagos a los 8 dpi. Ambos incrementos, se mantienen a los 30
dpi y disminuyen a los 90 dpi. Estas poblaciones celulares,
pedrian estar implicadas, en la recuperacion clinica de los
animales.

Concretamente, los linfocitos CD8+, pueden actuar como
linfocitos citotdéxicos, eliminando ceélulas infectadas por el
virus (Taylor y Askonas, 1986). En Peste porcina africana,
Martins y col. (1988) y Mendoza (1990), han demostrado, gue dicho
mecanismo citotédxico funciona en animales recuperados de 1la
infeccioén. Por otra parte, las células CD8+ activadas, producen
interferon gamma y factor de necrosis tumoral, linfoquinas que
actian sinérgicamente, inhibiendo la replicacién virica (Wong y
col., 1988). Otra via alternativa de actuaciodén de los linfocitos
CD8+, podria ser, através de la liberacidén de factor o factores
solubles, distintos a los descritos, como se ha demostrado, en
la infeccidén de linfocitos CD4+ por el virus de la

inmunodeficiencia humana (Walker y col.,1991).
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El incremento en el nuimero de macrdéfagos, durante la fase
aguda y subaguda de la enfermedad, es un dato ampliamente
descrito en la bibliografia. En general, en cualquier tipo de
infeccién se produce una activacién de los macrofagos;
concretamente, las células de Kupffer, desempefian un papel
fundamental en el control de la diseminacidén virica, durante la
fase virémica. Los titulos maximos de viremia fueron registrados

a los 30 dias post-inoculacién.

El numero de linfeocitos CD4+, aumentd a partir del dia 30
post~inoculacion, manteniendose la misma tasa en la siguiente
fecha de sacrificio (90 dpi). Estos datos, podrian sugerir 1la
posible activacidén de dichas células y la consiguiente activacién
policlonal de células B. Genovesi y col. (1988), también describen
un incremento en el numero de leucocitos totales en sangre
periférica, en fechas posteriores a la fase agquda de 1la
enfermedad. El1 animal sacrificado a los 90 dpi, fue el que
presentd el titulo maximo detectado de anticuerpos especificos
del VPPA. La disminucidén de linfocitos CD8+ y de macréfagos,

puede estar relacionado, con la ausencia de virus en sangre.

En los animales sacrificados al final de la experiencia,
observamos, exclusivamente, un aumento en el numero de
macréfagos, permaneciendo los linfocitos en valores basales. Este
incremento, se corresponde con la presencia de infiltrados
focales también de macréfagos.

Ademas de los infiltrados mencionados, hemos de resaltar,
la presencia de eosindéfilos en los sinuscides hepaticos y
espacios porta de los animales sacrificados, en fechas tempranas

(8 y 30 dpi), siendo mas abundantes en el primer animal (n® 7).

No se han descrito modificaciones sanguineas en el numero
de eosindfilos, ni en la fase aguda ni en animales supervivientes
a la inoculacidén con el aislado de moderada virulencia DR-II

(Genovesi y col., 1988). Sin embargo, la presencia de eosinéfilos
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en el higado de cerdos afectados de PPA aguda, es constante
(Maurer y col., 1958; Moulton y col., 1968; Colgrove y col, 1969;
Mebus y col., 1979; Arias y col., 1986; Gémez-Villamandos y col.,
1989) .

En visones infectados por via placentaria, con el virus de
la enfermedad aleutiana (ADV), Porter y col. (1977), describen
la presencia de un acumulo exagerado de eosinéfilos en los
tejidos de estos animales. Todos los animales examinados a los
33 dias de vida, presentaban eosinéfilos, mezclados con grupos
de células linfoides, constituyendo entre el 1 y 15% del total
de células infiltradas. Los autores, correlacionan la existencia

de eosinéfilos, con la presencia de antigeno viral libre.

Los eosinéfilos, pueden ser atraidos a las zonas de
inflamacién por los mediadores de la anafilaxis (SRS-A, ECF, PAF
e histamina), liberados por las células fagociticas, como
respuesta a unha amplia variedad de estimulos (Sanchez-Crespo y
col., 1980, Sanchez-vVizcaino y col., 1981, Cheville, 1988). Los
enzimas liberados por los ecosindfiles, pueden neutralizar los
mediadores de la inflamacioén ; desempenando un papel relevante
en la homeostasis. Los eosinédfilos, se han definido clasicamente,
como células efectoras en las reacciones de hipersensibilidad y
reacciones frente a parasitos, sin embargo, pueden actuar como
células presentadoras de antigeno. Recientemente, se han descrito
nuevas caracteristicas funcionales. Estas células, son capaces
de liberar IL~1 y expresar moléculas de clase II y el receptor
p55 para la IL-2 en su superfice. Todas estas caracteristicas,
le confieren al eosinéfilo, la capacidad de interaccionar con las
células CD4+. El1 comportamiento de los eosinéfilos, como célula
presentadora de antigenc difiere, en el sistema murino, del
observado en los macréfagos, necesitan mayor cantidad de antigeno
y la induccién de la produccion de IL-2 es menor (Del Pozo y col.
1991). Estos estudios sugieren, una actividad de los eosinéfilos
a considerar, ya que la funcionalidad de los macréfagos esta
seriamente comprometida durante la fase aguda de la enfermedad,

sobre todo, durante las primeras semanas post-infeccion.
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Dentro del estudio histopatolégico realizado en pulmédn,
hemos observado, gue todos los animales inoculados, presentaban
consolidacién generalizada y neumonitis intersticial. Este tipo
de neumonitis, ha sido descrito con anterioridad en la PPA, por
Moulton y Coggins (1968), tanto en la enfermedad aguda como en
la crénica. Estos autores, observan una intensificacién de las
lesiones en la enfermedad de curso cronico. La neumonitis
intersticial o alveclitis, es el primer cambio referido por
Moulton y col. (1975), en animales infectados cronicamente con
el aislado Lisboa-60, atenuado. Este cuadro lesional, se
manifiesta por la formacidén de focos inflamatorios de células
mononucleares, que posteriormente entran en necrosis. En estadios
avanzados de necroésis, las lesiones quedan encapsuladas y los
ldbulos adyacentes desarrollan hiperplasia perivascular vy
peribronquial, mayoritariamente de células plasmaticas (Hess y
col., 1974). En nuestros casos, los focos inflamatorios no
presentaron necrosis. En los trabajos consultados sobre la
evolucidén crénica de la Peste porcina africana, los animales
inoculados con distintos aislados atenuados, gue superan la fase
aguda de la enfermedad, son posteriormente contraprobados con el
virus homélogo virulento. Nuestros animales supervivientes no
fuercn sometidos a la contraprueba, este hecho, podria ser la
causa del desarrollo de un cuadro lesional menos dJrave. La
intensificacién de las lesiones, en animales vacunados con vacuna
muerta y posteriormente contraprobados con virus vivo, ha sido
descrito en enfermedades virales persistentes (Porter y col.,
1972, Crawford y col., 1978). El mecanismo por el cual, se
agudiza la enfermedad no esta definido, aunque se ha atribuido,
al desarrollo de una reaccidn tipo Arthus frente a antigeno viral
replicante.

Las imagenes de vasculitis, observadas en los animales
supervivientes, son similares a las descritas por Pan y col.
(1975), en la PPA de curso croénico. En 1las enfermedades
persistentes, esta lesidén estd motivada por el depdsito de

inmunocomplejos en los vasos. En nuestro caso, no hemos
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demostradc la presencia de IgG, 1IgM, antigeno virico ni
complemento en los vasos, por lo tanto no podemos afirmar dque
dichas lesiones, se hayan inducido por el depdsito de IC.

Con relacién a la persistencia del virus en el pulmén, hemos
detectado antigeno virico practicamente en todos los animales,
incluso en uno de los sacrificados al afo. Esta observacién, no
ha sido descrito anteriormente, en animales sometidos a una unica
inoculacidén con un aislado atenuado. El animal sacrificado un ano
después de la inoculacidén, gque ademds presentd antigeno virico
en higado y rinon, fue probablemente un portador inaparente
(Mebus y Dardiri, 1979), si bien, hubiera sido necesario
corroborarlo mediante la deteccién de material genético del virus

{ p-.e. con la técnica de PCR), para demostrar tal hecho.

En cuanto a la presencia de infiltrados inflamatorios, en
el pulmén, a diferencia del higado y rifién, fue en fechas tardias
(90 y 120 dpi), cuando se observé un moderado infiltrado
inflamatorio, compuesto por linfocitos (T4 y T8) y macrofagos.
Este hecho, podria estar correlacionado con el tropismo gque
presentan los aislados atenuados por el pulmén vy 1la
predisposicién al desarrollo de 1lesiones crénicas en dicho
érgano.

Respecto al estudio histopatolégico de los rihones,
observamos ¢que todos los animales inoculados desarrollaron
glomerolopatia. El animal sacrificado a los 8 dpi, presentd la
morfologia de la fase aguda: trombosis de capilares glomerulares
e intertubulares. A nivel glomerular, observamos edema,
vacuolizacidén de las células endoteliales y depodsitos de fibrina,
gque ocluian las luces capilares. En la fase aguda, Anderson y
col. (1987), Pan (1987) y Quezada (1989), han encontrado
evidencias de coagulacién intravascular diseminada (CID). Quezada
Yy col., observan imdgenes histoldgicas de CID en los animales
inoculados con el aislado atenuado E-75, no apareciendo esta
lesion en inoculaciones con el aislado E-70 virulento. Otros

datos hematoldgicos, gue corroboran la existencia de CID, son las
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alteraciones de los pardmetros de la coagulacidn, tales como
incremento de los productos de degradacion de la fibrina (Edwards
y Dodds, 1984) y disfibrinogenemia (Edwards y Dodds, 1985).

Los efectos cuantitativos de la CID, son dependientes del
grado de saturacioén del SMF y de su capacidad para eliminar los
agregados de fibrina de la circulacién. La produccioén de CID en
ratas, de forma experimental, es mas efectiva, si se administran
previamente bloqueadores del SMF (Galera-Davison y col., 1989).
En animales inoculados con el aislado del VPPA, DR-IT de moderada
virulencia, la capacidad fagocitica de SMF estd afectada durante
la primera semana post-inoculacién; recuperandose dicha actividad
en las semanas siguientes (Mebus y Gregg, 1985). Esta disminucién
de la funcionalidad del SMF durante la infeccidén por el VPPA,
probablemente, dificulte el aclaramiento de los agregados de
fibrina de la red capilar, sobre todo en zonas como el ovillo

glomerular.

Otras caracteristicas de la glomerulopatia de la fase aguda,
fueron la exudacidn protéica al espacio urinario, acompafiada en
ocasiones, de hiperplasia de las células parietales de la capsula
de Bowman. Esta lesién, podia verse con frecuencia en el polo
glomerular opuesto al hilio, proyectandose a vece, en el tubulo
proximal, en forma de cilindros hialinos. La salida de exudado
rico en proteinas y fibrina, se debe a un incremento de 1la
permeabilidad, e 1indica una alteracion de la barrera de

filtracién glomerular, producida por la trombosis capilar.

Las 1imagenes de cariorrexis observadas en las células
epiteliales de los tubulos y en las células intersticiales,
probablemente sea consecuencia de la hipoxia que sufren dichas

células, motivada por las alteraciones vasculares,

Los animales supervivientes, presentaron glomerulonefritis
segmentaria Y focal con hialinosis. Este tipo de
glomerulonefritis y otras lesiones no agudas observadas en los

cerdos supervivientes, probablemente se produzcan por cambios
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indirectos en el sistema inmune, de forma similar a como se
produce la neumonia de la fase croénica de la enfermedad (Pan y
col., 1975). Las caracteristicas de esta glomerulonefritis
fueron: incremento del volumen glomerular a expensas de un
aumento de matriz y células mesangiales, con extravasacién
ocasional de material proteindceo al espacio urinario. Esta
extravasacién, iba asociada a una hipertrofia de las células
epiteliales parietales, con formacién ocasional de semilunas y
sinequias con la capsula de Bowman. La hipertrofia de los
podocitos, las imagenes de doble contorno en la membrana basal,
asi como la oclusidén de los capilares glomerulares por sustancia
hialina, fueron otras alteraciones observadas en los animales

supervivientes.

Por inmunofluorescencia, se observaron depositos de IgM y
C3 en la pared capilar y en el mesangio. Los depésitos de
inmunocomplejos (Sanchez-Vizcaino y Slauson,, 1981) y la
interaccién del virus con las células del SMF (Pan, 1987; Minguez
y col., 1988), podrian estar implicados en el dafho glomerular.
El dano glomerular puede originarse, ademds, por accién directa
de anticuerpos o complemento, por interaccién con neutréfilos o
independiente de las células inflamatorias, como en la nefritis
ex¥perimental de Heymann (Glassoch y col., 1968). El1 tipo de
glomerulonefritis desarrollada, depende de la localizacién de los
IC y de 1la respuesta glomerular, variando los cuadros
histopatoldégicos segun estos parametros (Kincaid-Smith vy
Whitworth , 1987).

En nuestros casos, los depodsitos de IC (C3 e IgM) en los
glomérulos de los cerdos supervivientes y las 1lesiones
histologicas observadas, son indicativos de glomerulonefritis
segmentaria y focal, de acuerdo con la clasificacidén de lesiones
renales de la OMS (Churg vy Sobin, 1982) ., Los datos
ultraestructurales, aportados por Quezada (1989%9), de fusién
pedicelar de los podocitos y el engrosamiento de la membrana

basal, concuerdan con este tipo de glomerulonefritis.
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Slauson y Sanchez-Vizcaino {1981), describen una disminucién
en los valores sanguineos del complemento hemolitico (CH 50) y
depdésitos de inmunocomplejos de IgG y C3, en los rifiones de
cerdos sacrificados a los 35 dpi, con el aislado atenuado E-75
del VPPA. Los rihones de estos animales no presentaban lesiones
morfolégicas, tal vez motivado por la fecha de sacrificio.

En el SIDA, enfermedad virica humana, cuya patogenia no esta
totalmente definida, también se ha descrite glomerulcnefritis
segmentaria y focal. La lesidén, se caracteriza por hiperplasia
localizada y vacuolizacidn de las células epiteliales viscerales.
Los inmunocomplejos son frecuentemente de IgM y C3, con unos
patrones semejantes a los nuestros, sin embargo se pueden
depositar también, otras clases de inmunoglobulinas (Rao y col.,
1987). Por otra parte, este tipo de glomerulopatia, es una de las
descritas en visones infectados de forma espontdanea con el virus
de la enfermedad aleutiana (Nieto y col., 1991). El1 desarrcllo
de glomerulonefritis, de causa inmune, es frecuente, en el curso
de diversas enfermedades viricas de los animales domésticos:
peste porcina clasica, hepatitis canina infecciosa, diarrea viral
bovina y anemia infecciosa equina (Slauson y Lewis, 1979} y en
la leishmaniasis canina (Castafic y col., 1990}, cuyo agente
causal infecta, al igual gque el virus de la peste porcina

africana, células del sistema mononuclear fagocitico.

Un dato de gran interés aportado por nosotros, es la
presencia de macrdéfagos, en los ovillos glomerulares y en los
infiltrados intersticiales. Este incremento, 1lo describen
Matsumoto y Atkins (1989) y Van Goor y col. (1991), en casos de
glomeruloesclerosis segmentaria y focal. Este dato indica, que
si la duracién del experimento hubiera sido mayor, probablemente,

el cuadro histopatolégico habria sido ese tipo de glomerulopatia.

La enfermedad del suero y la nefritis nefrotoéxica, son dos
modelos experimentales de dafo glomerular por mecanismos inmunes,
en los cuales los macréfagos Jjuegan un papel fundamental

(Hunsicker y col., 1979). Los monocitos-macrofagos, a través de
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la liberacién de IL-1, inducen la proliferacién de las células
mesangiales y estimulan la secrecidén de una proteinasa neutra,
degradante de la membrana basal glomerular. Ademas, pueden ser
una fuente local de mediadores procoagulantes, responsables del
depésito de fibrina (Tipping y col., 1987). Por otra parte, se
ha descrito recientemente, que las células mesangiales liberan
IL-1. Esta IL~1 actua como regulador autocrino, para estimular
la proliferacién mesangial e inducir la secrecidén de
prostaglandina E (PGE) por las células mesangiales (Lovett y
col., 1986,1987).

No se puede descartar, gue la glomerulonefritis segmentaria,
sea consecuencia de la evolucién de las alteraciones trombéticas
glomerulares de una fase aguda superada. La glomerulonefritis de
la toxemia de la gestacién, presenta cuadros histoloéogicos de
trombosis intracapilar difusa. En la glomerulonefritis de 1la
piometra en animales y la pre-—-eclanmpsia en la especie humana, se
ha observado, que estos trombos de fibrina pueden ser
reemplazados posteriormente, por hialinosis segmentaria, trombos
hialinos o areas translucidas (Kincaid-Smith y Witworth, 1987).
Los intensos depdsitos de fibrina gue mostraba el animal
sacrificado a los 8 dpi, fueron aclarados progresivamente a los
30 y 120 dpi.

Tanto en 1la Peste porcina africana como en dichas
enfermedades que cursan con CID, las células de la cépsula de
Bowman hacen prominencia, presentando el citoplasma aumentado y
vacuolizado; esta alteracidon puede ser consecuencia de una
reabsorcién de las proteinas en el espacio urinario, resultado,
de una sobrecarga de la capacidad de glomerular, para aclarar los
macromoléculas no filtradas. En la fase de resolucidn de estas
glomerulonefritis, durante 1la reconstruccién de la membrana
basal, aparece un doble contorno o imagen de girnalda, similar
al observado por nosotros y gque se presenta en la
glomerulonefritis mesangiocapilar. Esta imagen, en ocasiones
persiste durante meses (Kincaid-Smith y col., 1987). Otros
autores, consideran que este patrén de la membrana, puede deberse
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a la continuacién de la matriz mesangial, gue rodea los pelotones
vasculares. Si bien, esto podria ser objeto de estudios
posteriores, los hallazgos encontrados en los cerdos
supervivientes, podrian representar el desarrollc de una fase
aguda no suficientemente grave, como para causar la muerte de los
animales.
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VI. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1- La expresioén de antigeno virico, en higado y pulmén, fue
maxima a los 8 y 30 dias post-inoculacién. En el rifién unicamente

se observd antigeno virico, a los 8 y 365 dias post-inoculacién.

2- Se observo persistencia de virus en el higado, pulmén y
rifin de uno de los dos animales sacrificados al afio post-

inoculacién.

3~ En el higado, la maxima expresioén de antigeno virico fue
paralela al incremento de linfocitos T8 y de macréfagos, incremento
gue se manifestd tanto en infiltrados inflamatorios focales como
difusos.

4- las lesiones mas relevantes en el higado fueron,

degeneraciodén y necrosis, de hepatocitos y células de Kupffer.

5—- Los pulmones presentaron como lesidén comin, consolidacién
generalizada. En los animales supervivientes, se observd ademas
vasculitis y pleuritis.

6- Los rifiones presentaron, en la fase aguda, trombosis
intraglomerular e intratubular con depositc de fibrina. En los
animales supervivientes, se identifico glomerulonefritis

segmentaria y focal, por depdsito de IgM y C3 con hialinosis.

7- Los infiltrados inflamatorios, en pulmén y rifnodn,
presentaron mayor heterogeneidad que en el higado, en cuanto a su

composicidén celular.
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