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RESUMEN

GALINDO MUNIZ FELIPA: PATOGENESIS DE LAS HEMORRAGIAS EN LA
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE. Tutor principal: Norma Leticia Calderén Apodaca.
Comité tutoral: Guillermo Téllez Isaias, Teresa Imelda Fortoul van der Goes.

Para obtener mas informacién acerca de la patogenia de las hemorragias en la
enfermedad de Newcastle, se realizaron conteos de células sanguineas con especial
énfasis en los trombocitos en 25 aves libres de patégenos especificos infectadas
experimentalmente por instilacién ocular con 10® DLEPsy/ml de una cepa velogénica
viscerotropica del virus de la enfermedad de Newcastle (cepa Chimalhuacan), se
incluyeron cinco aves testigos. Las aves se sacrificaron a las 24 horas posinfeccién (hpi),
y posteriormente a intervalos de 12 hpi. Se obtuvieron muestras de sangre completa y
tejido de médula ésea, encéfalo, rifién, pulmén y proventriculo; estos Ultimos fueron
evaluados histologica y ultraestructuraimente. Se observo una disminucion significativa en
el nimero de trombocitos y necrosis multifocal en la médula 6sea a las 72 hpi, asi como
una disminucion en linfocitos y monoacitos y un incremento en heteréfilos. A las 60 hpi en
las célutas de endotelios vasculares se observé tumefaccidon y vacuolizacion
principalmente en el pulmén. En la médula 6sea se presentd necrosis temprana (48 hpi)
de los islotes hematopoyéticos y a las 72 hpi la necrosis fue multifocal. Los tromboblastos
mostraron basofilia y vacuolizacion citoplasmica (60 hpi). Ultrastructuralmente a las 36
hpi, las células granulociticas exhibieron modificaciones en su membrana sugestivas a
particulas virales emergiendo, asi como, degeneracién mitocondrial y tumefaccion del
aparato de Golgi y reticulo endoplasmico rugoso. La necrosis de las células
hematopoyéticas inicié a las 48 hpi y avanzd progresivamente a una deplecion celular
severa de los islotes hematopoyéticos, esto fue observado hacia las 72 hpi. Los vasos
sanguineos de la médula dseaa presentaron severa tumefaccion de las células
endoteliales, engrosamiento y degeneracion de la membrana basal. Los resultados de
este estudio demostraron que el virus de la enfermedad de Newcastle ocasiona dafo
severo y temprano a las células de los islotes hematopoyéticos en médula 6sea,
incluyendo las precursoras de los trombocitos, lo que explica la marcada trombocitopenia
detectada en estadios iniciales de la enfermedad. Por lo tanto la trombocitopenia y el
dafo endotelial se consideran las causas principales de las hemorragias.

Palabras clave: Enfermedad de Newcastle, hemorragias, endotelio vascular, trombocitos, médula
osea.
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ABSTRACT

GALINDO MURNIZ FELIPA: PATHOGENESIS OF HAEMORRHAGES IN NEWCASTLE
DISEASE. Advised by Norma Leticia Calderon Apodaca, Guillermo Téllez Isaias, Teresa
imelda Fortoul van der Goes.

To obtain more information about the pathogenesis of haemorrhages in Newcastle
disease, blood cells counts with special emphasis on thrombocytes were performed in 25
specific pathogen-free chickens experimentally infected by ocular instillation of 10°
embryo-lethal doses 50% of a velogenic viscerotropic strain of Newcastle disease virus.
(Chimalhuacan strain). Five control birds were included. Birds were killed at 24 h, followed
by 12 h intervals. Whole blood and tissue samples were collected. The aforementioned
studies were complemented with histological and ultrastructural evaluation of the bone
marrow, brain, kidney, lung and proventriculus. A significant reduction of thrombocyte
counts and multifocal necrosis in the bone marrow within 72 hours post infection (hpi) was
observed. An increase in heterophils, and decrease in monocytes and lymphocytes, at 72
hpi was detected. Swelling and vacuolization of capillary endothelial cells were observed
mainly in the lung at 60 hpi. In the bone marrow early necrosis of haematopoietic islands
was presented within 48 hpi. At 72 hpi bone marrow necrosis was multifocal. The
thromboblasts at 60 hpi exhibited cytoplasmic vacuolation, and basophilia. Ultrastructuralty
at 36 hpi granulocytic presented modifications in cell membrane suggest viral particles in
the process of budding as well as mitochondrial degeneration and swelling of the Golgi
complex and rough endoplasmic reticulum. Necrosis of haematopoietic cells started at 48
hpi and progressively advanced to a severe cellular depletion of the haematopoietic
islands untit 72 hpi. Blood vessels suffered a severe swelling of endothelial cells and
thickening and degeneration of the basement membrane. Our studies demonstrated that
Newcastle disease virus produces an early and severe damage of the cells of the
haematopoietic islands cells including thrombocyte precursors, which explains the marked
thrombocytopenia characteristically detected in early stages of this disease. The
thrombocytopenia and the endothelial damage are considered the main causes of

haemorrhages.

Key words: Newcastle disease, haemorrhages, vascular endothelium, thrombocyte, bone marrow.
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1. REVISION DE LA LITERATURA

1.1 Caracteristicas Generales de la Enfermedad de Newcastle

1.1.1 Definicion

La Enfermedad de Newcastle (ENC) es un padecimiento infeccioso viral
especifico de las aves, caracterizado por ocasionar mortalidad elevada en 2-15 dias
después de la infeccion natural, signos respiratorios y neurologicos, asi como lesiones
hemorragicas en el aparato digestivo, acompanadas de oftras infecciones intestinales
(Lancaster 1981; Kouwenhoven 1993; Alexander 1997).

1.1.2 Etiologia

La causa es un Paramixovirus aviar-1 del género Rubulavirus, con genoma de
acido ribonucleico (ARN), demostrable mediante tincién negativa con  microscopia
electrénica. En secciones finas los viriones se observan como particulas pleomorficas,
redondas, de 100-500 nm de didmetro, con una envoltura que consiste en una membrana
densa (6 nm de grosor) rodeada por una capa de 12.5 nm. La replicacion tiene lugar en el
citoplasma de las células infectadas y las particulas virales son liberadas por exocitosis
(Cheville et al 1972; Mc Ferran y Mc Cracken 1988; Kingsbury 1991; Alexander 1987).

1.1.3 Patogenia y signos clinicos

En condiciones de infeccién naturat el virus de la Enfermedad de Newcastle
(VENC) ingresa por via oronasal, mediante aerosoles. En vias respiratorias altas el virus
se propaga por accion ciliar y fusion de células epiteliales, formando sincicios o celulas
gigantes multinucleadas, lo que se conoce como efecto citopatico (Mc Ferran y Mc
Cracken 1988; Kouwenhoven 1993).




Los virus aislados se han clasificado en categorias dependiendo de la
patogenicidad en el campo, de la severidad de los signos y lesiones, asi como la
mortalidad que ocasiona el virus:

Doyle o velogénica viscerotropica (VV): infeccion aguda y letal en aves de todas las
edades; las aves manifiestan indiferencia, taquipnea, debilidad, postracion y muerte,
edema en cabeza y periocular, diarrea verde, temblores musculares, torticolis, paralisis de
patas y alas, opistétonos, bradistotonos y epistétonos. La mortalidad alcanza el 100% en
aves susceptibles. Se presentan lesiones hemorragicas en el aparato digestivo, también
se conoce como veloégenica viscerotrépica y es ocasionada por cepas como Querétaro,
Chimalhuacan, CU, Milano y Herts 33.

Beach o velogénica neurotrépica (VN): infeccién letal en pollos de diversas edades, inicia
con un problema respiratorio grave seguido de signos nerviosos despues de 1-2
dias posinfeccién (dpi). La diarrea no es frecuente, pero la disminucion en la
produccién de huevo es marcada. La morbilidad puede llegar al 100% vy la
mortalidad puede ser del 50% en aves adultas y 90% en aves jovenes, involucra a

la cepa Texas.

Los virus de cepas velogénicas pueden encontrarse, en 22 a 44 horas
posinfeccidén (hpi), en todos los tejidos; con elevados titulos en timo y bajos titulos en
misculo y cerebro. Después de la replicacion inicial en el sitio de entrada, los virus
velogénicos son llevados por via hematégena al bazo, higado, rifidn y pulmén y a las 36

hpi comienza a declinar el titulo viral (Kouwenhoven 1993).

Los virus invaden el cerebro después de replicarse en los tejidos no nerviosos
(entre 1as 60 hpi), con 1o cual las aves comienzan a morir. Durante la segunda replicacion
el virus es liberado al torrente circulatorio, coincidiendo con la aparicion de signos
generales de la enfermedad y excrecion hacia el ambiente por medio de las heces. Los
virus de algunas cepas velogénicas viscerotropicas alcanzan organos vitales como higado
y rifidn ocasionando la muerte de las aves antes de que ios signos de [a enfermedad se

manifiesten (Kouwenhoven 1993).




Los titulos mas elevados se encuentran 24-96 horas posinfeccion (hpi) en los
cornetes nasales, de ahi en adelante el titulo declina, probablemente debido a la
formacion de anticuerpos al dia 5 posinfeccion (pi), pero el virus esta aun presente al dia
12 pi. Algunas cepas se replican sélo en el tracto intestinal y son excretadas con las
heces. En gran parte la propagacion depende de la virulencia de la cepa (Alexander 1997,
Kouwenhoven 1993).

Beaudette 0 mesogénica: ocasiona problemas respiratorios, la produccion de huevo
disminuye durante varias semanas y 10s signos nerviosos no son comunes. La mortalidad
es elevada en aves muy jovenes y susceptibles. Los virus pertenecientes a esta
presentacion pueden utilizarse en revacunaciones a partir de vacunas activas, las cepas
relacionadas con esta presentacion son: Roakin, Haifa-komarov, Krananueld, cepa H y

Mukteswar.

Las cepas mesogénicas se propagan en rifién, pulmoén, bolsa de Fabricio y bazo, y
son capaces de producir enfermedad respiratoria primaria, pero en pollos jovenes pueden
ocasionar enfermedad letal por afeccion del sistema nervioso central. (Kouwenhoven
1993).

Hitchner o lentogénica: generalmente afecta aves jévenes y susceptibles presentandose
signos respiratorios graves que pueden complicarse con colisepticemia o aerosaculitis
ocasionando mortalidad y decomisos. Los virus pertenecientes a esta presentacién se
emplean en la elaboracién de vacunas activas e incluye a las cepas F (Asplin), Hitchner
B1, La Sota y Cion 30 y llegan a ocasionar signos respiratorios moderados como

respuesta posvacunal {Alexander 1997, Kouwenhoven 1993, Lancaster 1981).

Entérica o asintomatica: se caracteriza por la presencia de infecciones intestinales y
respiratorias con virus del patotipo lentogénico que no ocasionan enfermedades
aparentes, en esta presentacion las cepas involucradas son: Ulster 2C, V4, Queensland y
VG/GA ( Kouwenhoven 1993).




1.1.4 Lesiones macroscoépicas

En infecciones por cepas velogénicas viscerotropicas a la necropsia se observan
lesiones hemorragicas en la union del esofago con proventriculo y proventriculo con
molleja, la mitad posterior del duodeno, yeyuno e ileén, en particular en la mucosa. Estas
hemorragias pueden evolucionar a inflamaciones fibrinonecréticas, posteriormente a
necrosis y ocasionalmente se desarrollan Ulceras. En casos severos, las hemorragias
estan presentes en piel, musculos, laringe, tejidos peritraqueales y esofagales,
membranas serosas, traquea, pulmones, sacos aéreos, pericardio y miocardio. En
gallinas de postura las hemorragias se presentan en los foliculos ovaricos (Kouwenhoven
1993; Alexander 1997).

1.1.5 Lesiones microscopicas

Las lesiones observadas después de infecciones con cepas velogénicas
viscerotropicas pueden deberse a cuatro mecanismos: necrosis difusa de las celulas
fagociticas mononucleares, lisis intravascular de eritrocitos y subsecuente
eritrofagocitosis, focos de necrosis en tejidos parenquimatosos e hiperemia y edema
general en todos los tejidos intersticiales. Al parecer la mayoria de las lesiones
hemorragico-necréticas intestinales se presentan en los agregados linfoides, sin embargo,
descripciones detalladas de la naturaleza y desarrollo de estas aun no han sido
publicadas. Otras lesiones observadas incluyen hialinizacién de capilares y arteriolas,
trombos hialinos y necrosis de células endoteliales con la presencia de vasculitis (Chevilie
et al 1972; Mc Ferran y Mc Cracken 1988; Alexander 1997).

En el curso de la ENC, ademas de hemorragias multiples se presenta trombosis
en diversos érganos y tejidos. (Ojok y Brown 1996, Alexander 1997). Cabe mencionar que
la hemostasia como respuesta normal a dafio vascular, involucra vasoconstriccion, edema
tisular, activacién de la cascada de la coagulacion y trombosis (formacion de un coagulo
sanguineo in situ), adherencia y agregacion plaquetaria, asi como la participacion de
elementos celulares del sistema monocito-macréfago y funciones de las células

endoteliales. La tfrombosis es un elemento determinante durante la hemostasia pero en




ocasiones es responsable de morbilidad y mortalidad significativa, ya que puede producir
disminucién o pérdida de la irrigacion en un érgano y efectos sistémicos marcados
(Benditt et al 1988).

1.2 Otras enfermedades aviares que cursan con hemorragias

En mamiferos la presencia de hemorragias y trombosis diseminada puede ser
considerada como sugestiva de coagulopatia por agotamiento de los factores de
coagulacién (Robinson y Grant Maxie 1993). Esta condicién se presenta en enfermedades
sistémicas graves en las que se activan los mecanismos de coagulacion que resuitan en
la formacién de microtrombos en arteriolas y capilares y se designa como coagulacion
intravascular diseminada (CID) (Bick 1988, Bithell 1993, Cotran et al 1994, Wyers 1985).
Durante el curso de la CID, se agotan las plaquetas de la sangre asi como los factores de
la coagulacion, el fibrindgeno se polimeriza en los capilares y aunque se activa el sistema
fibrinolitico, el exceso de fibrina no puede ser eliminado (Bick 1988, Jobin 1995, Robinson
y Grant Maxie 1993, Feldman 1981).

En aves con infecciones virales o bacterianas generalizadas, las hemorragias
pueden resultar de coagulacién intravascular diseminada, ya que se ha observado la
formacion de microtrombos en ambos tipos de infeccion, pero la destruccion directa del
endotelio por agentes infecciosos, como sucede en la enteritis viral de los patos y en otras
enfermedades también es factible (Gagel et al 1970; Nam- Yong 1982; Skeeles et al 1980,
Leibovitz 1997). En la infecciéon de la bolsa de Fabricio (IBF) en la que se observan
hemorragias en el musculo pectoral y muslos, se mencionan trastornos de la coagulacion
o coagulopatias por disminucion de los factores 1l, V y VIl posiblemente por una CID, los
tiempos de tromboplastina tisular y de coagulacion se prolongan y hay marcada diatesis
hemorragica. Otros factores involucrados pueden ser los complejos antigeno-anticuerpo,
productos de la inflamacion y endotoxinas (Skeeles et al 1980).

La muerte de las aves en influenza aviar por virus de alta patogenicidad (JAAP)
involucra necrosis tisular generalizada, colapso cardiovascular, necrosis generalizada de

endotelios vasculares, vasculitis, trombosis y CID, esta dltima no bien descrita (Mo et al




1997). En casos de cdlera aviar se ha demostrado el depdsito de fibrina intravascular en

arterias, venas y capilares, por medio de evaluacion histolégica (Nam-Yong P 1982).

Sin embargo no se tiene informacion precisa sobre el mecanismo de las
coagulopatias presentes durante estas enfermedades, ni se ha evaluado el grado de
trombocitopenia y el dafio a la médula 6sea. Lo mismo ocurre con otros padecimientos
que cursan con hemorragias como la enfermedad de Newcastle, anemia infecciosa y

hepatitis por cuerpos de inclusion.

La investigacion sobre la patogenia de las hemorragias en enfermedades aviares
que cursan con esta manifestacion es escasa o inexistente, sobre todo por que el sistema
de coagulacion de la sangre en las aves difiere de los mamiferos en ciertos aspectos. En
tas aves la coagulacion depende del sistema de coagulacion extrinseca donde participa
la liberacion de tromboplastina tisular y puede ser valorada junto con la coagulacion
usando el tiempo de protrombina. L.a hemostasia por via intrinseca en las aves se ha
descrito como un mecanismo de escasa importancia en la coagulacion ya que el plasma
de las aves carece de tromboplastina (factor IX) y el factor de Hageman (XI!) o no lo
contiene en cantidades significativas (Doerr y Hamilton 1981, Stopforth 1970, Campbell y
Coles 1989).

1.3 La célula endotelial y sus funciones

El endotelio vascuiar es de importancia debido a las numerosas funciones que
realiza. Barrera permeable, produccion de agentes antitrombociticos (prostaciclina PGI2 y
metabolitos de adenina), produccion de agentes protrombociticos (factor VI, von
Willebrand), producccién de anticoagulantes (trombomodulina y otras proteinas),
produccién de agentes fibrinoliticos (activador de plasmindgeno tisular, factor similar a
urokinasa), produccion de procoagulantes (factor tisular, factor activador/inhibidor de
plasmindgeno, factor V), produccion de mediadores inflamatorios (interleucina 1),
presentacion de receptores para el factor IX (X, lipoproteinas de baja densidad y
modificadas, trombina), replicacién y produccion de factores de crecimiento (factor

estimulador de colonias de células sanguineas, factor de crecimiento similar a insulina,




factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento derivado de las plaquetas) e
inhibidores de crecimiento como la heparina (Benditt et al 1988, Cotran et al 1994).

1.4 El dafio al endotelio vascular

La vasculitis definida como inflamacién y necrosis de los vasos sanguineos afecta
arterias, venas y capilares. Las arterias o venas pueden ser dafadas por agentes
infecciosos, traumatismos mecénicos, radiacion o toxinas. Sin embargo en muchos casos
de vasculitis no hay etiologia especifica conocida o esta asociada a enfermedades
sistémicas primarias (Johnson et al 1988; Benditt et al 1988, Cotran et al 1994).

Se piensa que en la etiologia y patogénesis de la vasculitis estan involucrados
mecanismos inmunolégicos incluyendo el depdésito de complejos inmunes (depdsito local
de antigeno viral, inmunoglobulinas y componentes del complemento), ataque directo a
las células endoteliales por anticuerpos circulantes en varias formas de inmunidad
mediada por linfocitos T citotdxicos CD8+. Existe evidencia de que algunos virus pueden
ocasionar vasculitis, sin embargo los agentes responsables de provocar la respuesta
inmune son desconocidos (Johnson et al 1988; Benditt et al 1988, Cotran et al 1994).

Al ocurrir dafio endotelial se inicia ia hemostasia durante la cual las paredes
adyacentes de los vasos sanguineos se contraen y un tapdn hemostatico se forma
mediante la adhesion y agregacion de plaquetas sanguineas, contribuyendo a su
consolidacion el mecanismo de la coagulaciéon sanguinea (Sturkie 1986). La sangre aviar
carece de plaquetas, y su papel en la formacién del tapén es asumido por

trombocitos{Grant y Zucker 1973).

En las enfermedades virales donde existe dafo a las células endoteliales, se
expone el tejido conectivo subendotelial el cual actia como un como factor de agregacion
plaquetaria. Asi mismo, la necrosis endotelial constituye una fuente de tromboplastina
tisular y de otros factores procoaguiantes (Debbie y Abelseth 1971; Robinson y Grant
Maxie 1985; Jobin 1995).




1.5 La trombocitopoyesis y el trombocito.

La eritropoyesis ocurre dentro de los senos vasculares de la médula dsea,
mientras que la granulocitopoyesis y la trombocitopoyesis se llevan acabo fuera de estos.
En cortes histoldgicos, el desarrollo de los granulocitos es faciimente observado debido a
la presencia de granulos eosinofilos comunes en el citoplasma de los heteréfilos que

poseen las aves.

Campbell (1967) citado por Schalm (1975), describe que la pared de los senos
vasculares esta formada por células elongadas y alineadas, que carecen de membrana
basal y posee un endotelio discontinuo que permite el paso de los granulocitos a la
circulacion. Las células eritroides inmaduras parecen estar adheridas a la pared de los
senos, mientras las células mas maduras que contienen hemoglobina se localizan en el

area central del jJumen.

La médula 6sea de las aves no tiene las células poliploides gigantes de los
mamiferos (megacariocitos), pero si una linea de células mononucleares grandes
productoras de trombocitos maduros los cuales realizan la misma funcién durante la
hemostasia y la coagulacién sanguinea que las plaquetas sanguineas anucleadas de los
mamiferos {Schalm et al 1975). Archer {(1986) citado por Sturkie (1986) menciona que las
células precursoras de los trombocitos pueden ser multinucleadas.

Los trombocitos se forman en la médula 6sea, bazo e higado durante la vida
embrionaria, y en las aves adultas, la médula 6sea es el principal punto donde se
originan. La serie trombocitica inicia con el tromboblasto, célula redonda o ameboide con
un borde estrecho de citoplasma baséfilo alrededor del nucleo, el cual es redondo con
cromatina punteada y nucléolo. Después se clasifican como trombocitos inmaduros
tempranos, intermedios, tardios y trombocitos maduros (Traill et al 1983, Janzarik y
Morgenstern 1979; Campbell 1992).

El trombocito inmaduro temprano es una célula grande, redonda u ovalada, con
citoplasma basofilo vacuolado y un nicleo con cromatina agrupada. E! trombocito

inmaduro intermedio es ligeramente alargado o irregular y tiene citoplasma vacuolado,




azul claro que puede contener granulos especificos; su nicleo muestra un enrollamiento
exagerado de la cromatina. El trombocito inmaduro tardio tiene forma de évalo y es un
poco mas pequefio que un eritrocito; el citoplasma es azul palido, con éreas de
rarefaccion no bien definidas y su nlcleo es redondo con masas de cromatina
aglomerada; semejante al nucleo de un linfocito. Suele haber granulos eosindfilos

especificos situados en uno de los polos de la célula (Campbell 1992).

El trombocitc maduro normal mide de 3-4pym de ancho por 7-10pm de largo, es
una célula ovalada, con nacleo grande que tiene cromatina densa y aglomerada; el
citoplasma es claro, no homogéneo, con aspecto reticulado y uno o mas granulos
eosindfilos en los polos. En frotis de sangre periférica los trombocitos se agrupan, lo que
facilita su identificacién (Janzarik y Morgenstern 1879; Campbell 1392).

Cuando hay pérdida de sangre los granulos especificos que contienen los
trombocitos se rompen, se agrupan o su nucleo se hace picnético y las células
degeneran. El ritmo de agregacion de los trombocitos es mucho mas lento que el de las

plaquetas, tienen seudépodos y estan en constante movimiento (Campbell y Coles 1989).

Los trombocitos son considerados como los fagocitos inespecificos primarios en la
sangre de las aves y en cantidad son tres veces mas abundantes que otros fagocitos
circulantes juntos. Asimismo engloban, fagocitan microorganismos y tienen la capacidad
de liberar fosfatasa acida tan rapido como los heterdfilos y macrofagos, por lo que han
sido considerados como pequefios linfocitos. En las aves adultas, los trombocitos, son
mas activos gue en las aves jovenes (Chao-Fu et al 1979, Traill et al 1983).

El recuento normal de trombocitos en las aves es de 20,000 a 30,000/ui de sangre.
Se puede observar trombocitopenia en las infecciones draves, en coagulacién
intravascular diseminada y en las leucemias. El tiempo de supervivencia de los
trombocitos es de 8-11 dias en la circulacion (Campbell 1992, Campbeli y Coles 1989,
Sturkie 1986).

No se ha demostrado que el virus de la ENC infecte a los trombocitos 0 a sus

precursores, pero es posible que esto ocurra, debido a la patogenia descrita para este




agente (Alexander 1997; (Ojok y Brown 1996). Se ha observado que el virus de la ENC
puede infectar diversos tipos de células mononucleares de sangre periférica
provocandoles necrosis y degeneracion, lo que conduce a la apoptosis (Lam 1996). Tal
vez en los trombocitos ocurra lo mismo debido a la actividad fagocitica inespecifica que
llevan a cabo (Chao-Fu y Hamilton 1979; Traill et al 1983).

E! hecho de que el virus esté presente en la médula 6sea, como se ha encontrado
en estudios mediante inmunohistoquimica, (Ojok y Brown 1996) sugiere que también se
infectan las células precursoras de los trombocitos, lo cual provoca un retardo en la
formacién de estos y por consiguiente una trombocitopenia que interfiere con el
mecanismo de hemostasis dado como respuesta al dafio endotelial, favoreciendo la
presencia de hemorragias en diversos érganos. Esto en mamiferos utilizando modelos
experimentales como el virus de la Fiebre Porcina Clasica (Calderon 1998), esta

documentado pero en el caso de las aves es objeto de estudio.

Debido a que los virus pueden ocasionar dafo al endotelio vascular y que el origen
celular de los trombocitos se lleva a cabo en la médula 6sea, esta ofrece una prospectiva
de estudio en la ENC para determinar el posible origen de las hemorragias en la infeccién
aguda, orientando los estudios sobre los mecanismos patogénicos involucrados, entre
ellos la relacion entre una trombocitopenia y el dano a las células endoteliales de los

vasos sanguineos.




2. INTRODUCCION

Las hemorragias petequiales y equimoéticas son hallazgos comunes en algunas
enfermedades aviares, sin embargo la patogenia de estas hemorragias ha sido poco
estudiada. Estas pueden ser debido a una aplasia de la médula 6sea, por coagulopatias,
pérdida de factores de la coagulacién, o como consecuencia de coagulacion intravascular
diseminada y microtrombos como ya se ha descrito en otras infecciones virales, como
influenza aviar (Gagel et al 1970; Mo et al 1997), en la enfermedad infecciosa de la bolsa
(Skeeles et al 1980) y también en la anemia infecciosa aviar. Aunque la posibilidad de
destruccion directa del endotelio por agentes infecciosos en algunas de estas
enfermedades infecciosas debe ser considerada (Riddell 1996).

En la enfermedad de Newcastle, se menciona que estas hemorragias son debido
al efecto destructivo del virus hacia las células endoteliales, ya que, se observa
hiperemia, edema y hemorragias (Cheville et al 1972). Usualmente ocasiona lesiones
severas y generalizadas en los vasos sanguineos de varios tejidos y organos. Las
lesiones estan asociadas a degeneracion hidropica de la capa media, hialinizacion de
capilares y arteriolas, trombosis hialina en pequefios vasos y necrosis de celulas
endoteliales (Cheville et al 1972; Kouwenhoven 1993; Alexander 1997). La necrosis
celular se caracteriza por una rapida hinchazéon de las células, lisis celular y respuesta
inflamatoria y la apoptosis por una contraccion, condensacion y fragmentacion del DNA,
las celulas apoptéticas son reconocidas y englobadas por fagocitos rapidamente, esto
evita una respuesta inflamatoria (Wyllie 1987; Cohen 1991; Lam 1996).

Diversas enfermedades virales causan extenso dafio endotelial y cuando los vasos
sanguineos son lesionados el tapdn hemostatico que se forma es constituido por
trombocitos. Estas células se encuentran presentes en la sangre de los vertebrados no
mamiferos, son derivadas de células precursoras mononucleares localizadas en la
médula dsea y tienen actividad fagocitica (Grant y Zucker 1973, Chao-Fu y Hamilton
1979; Traill et al 1983, Sturkie 1986). De aqui la importancia de estas células ya que
intervienen tanto en la respuesta de hemostasia, que previene las hemorragias, como a
eliminar de manera inespecifica las particulas infecciosa y no infecciosas que estan en el

organismo. No obstante, Informacion acerca de la relacion entre la trombocitopenia y la
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posible supresién de la trombocitopoyesis en la médula 6sea, como consecuencia de una

infeccion por el virus de la enfermedad de Newcastle es escasa.

En estudios de patogenicidad con otras enfermedades virales tales como, anemia
infecciosa, en la cual se detecta deplecion de trombocitos, se sugiere que las lesiones
hemorragicas estan estrechamente relacionadas con la disfuncion de la médula
(Taniguchi et al 1982, 1983; Adair 2000) y en influenza aviar como consecuencia de
coagulacion intravascular diseminada y microtrombos (Gagel et al 1970; Mo et al 1997).,
Sin embargo, en esta Ultima no se realizaron conteos del nimero de trombocitos

presentes en las aves infectadas ni se estudiaron las lesiones en la médula dsea.

En las aves la trombocitopenia es indicativa de una demanda periférica excesiva
de trombocitos, sin embargo una deplecién trombocitopoyética en la médula ésea debe
considerarse (Campbell 1994). A este respecto, cabe mencionar que el virus de la
enfermedad de Newcastle estda asociado c¢on necrosis extensa de los islotes
hematopoyéeticos en la médula 6sea (Ojok and Brown 1996) y trombocitopenia (Cheville et
al 1972) en infecciones experimentales. No obstante, la relacidon que existe entre la
trombocitopenia y el dafio a nivel ultraestructural de ias células hematopoyéticas en la
médula 6sea no ha sido evaluado. Por otro lado se tiene conocimiento que en la fase
aguda de la fiebre porcina clasica las hemorragias estan relacionadas con la presencia de
trombocitopenta, la cual es ocasionada por una disminucion en la capacidad de los

megacariocitos para producir plaquetas (Calderon et al 1998).

Por lo tanto el objetivo de las evaluaciones hematoldgica, histologica vy
ultraestructural presentadas en este trabajo fue determinar si el dafo ocasionado por el
virus de la ENC a las células precursoras de los trombocitos, representa un factor
patogénico importante para la presentacién de la trombocitopenia en esta enfermedad,

que favorezca la presencia de hemorragias en diversos organos.
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2.1 Hipétesis

En la enfermedad de Newcastle al infectarse las células hemalopoyéticas, entre
ellas las precursoras de los trombocitos en la médula ¢sea, se produce una
trombocitopenia aguda que asociada al dafio de los endotelios vasculares, favorece la

presencia de hemorragias.




2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo general

Determinar el origen de las hemorragias en la ENC mediante estudios
hematolégicos y estudios de microscopia optica y microscopia electronica de transmision,
evaluando las lesiones en los endotelios vasculares y en las células hematopoyeticas

precursoras de los trombaocitos, localizadas en la médula dsea.

2.2.2 Objetivos Particulares

1. Comprobar la presencia del virus de la ENC en pulmon, rifidn, proventriculo, encéfalo y

médula dsea, por medio del reaislamiento viral.

2. Investigar mediante determinacion de las cuentas trombociticas el grado de

trombocitopenia en aves infectadas con el VENC.

3. Evaluar el dafio ocasionado por el VENC, en células endofeliales y células precursoras

de los trombacitos en la médula ésea, utilizando microscopia optica y electronica.

14




3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales de experimentacién y alojamiento.

Los estudios se realizaron en 30 aves Leghorn, libres de patdgenos especificos
(LPE)' de 6 semanas de edad y de sexo indistinto. Antes de iniciar el experimento se
constatd la ausencia de anticuerpos contra la ENC, en el suero de las aves, mediante la
prueba de inhibicién de la hemoaglutinacion (IH) (Beard 1989). Las aves infectadas asi
como las testigos se alojaron en diferentes unidades de aislamiento del Departamento de
Produccion Animal: Aves de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), bajo condiciones controladas y

recibieron alimento comercial y agua a libre acceso.

3.2 Propagacion y titulacion del VENC.

Se utilizé la cepa velogénica viscerotropica Chimalhuacan del virus de la ENC? que
fue propagado en embrién de pollo LPE de 9 dias de edad, inoculando 0.2 ml del virus por
embridn, via cavidad alantoidea. Se descartaron los embriones muertos a las 24 y 36 hpi
(horas posinfeccidén) y a las 72 hpi se colectd el liquido alantoideo para su posterior
titulacion en embriones de pollo LPE, reatizando 9 diluciones 1:10 infectando 5 embriones
por dilucion (CFR 1975).

3.3 Diseno experimental.

Las 30 aves fueron divididas en 6 grupos identificados como grupo T (testigo) y
grupos 1 al 5 (infectadas). Cada grupo estuvo constituido por 5 aves. Las aves de los
grupos 1 al 5 se infectaron al mismo tiempo con una dosis de 0.2 ml del virus de la ENC
con un titulo de 10° DLEPsy/ml, cepa Chimalhuacan velogénica viscerotrépica, por via

' ALPES, Aves Libres de Patdgenos Especificos, 7 Norte No. 356, Tehuacan Puebla, 75700.
2 ponada por Laboratorios de investigacion Aplicada, SA de CV, 7 Norte No. 356, Tehuacan Puebla, 75700,
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ocular, a la sexta semana de edad. Las 5 aves del grupo testigo solo fueron inoculadas
con solucién salina fisioldgica (ssf), por la misma via y dosis que i0s grupos infectados.
Durante el periodo experimental las aves se observaron diariamente para detectar signos
clinicos caracteristicos de la enfermedad.

3.4 Estudio hematolégico.

Con el propésito de realizar el hemograma, se obtuvo sangre completa de las 30
aves antes de la inoculacion viral (parametro basal) y a los 6 grupos de aves a diferentes
intervalos después de la infeccion: 24 hpi (grupo 1), 36 hpi (grupo 2), 48 hpi (grupo 3), 60
hpi {(grupo 4) y 72 hpi (grupo 5), incluyendo al grupo testigo.

Se le extrajo a cada ave 1 ml de sangre mediante puncidn venosa en la vena radial. La
muestra se colocé en tubos de ensayo conteniendo sales de etilendiaminotetracético
(EDTA) en proporcién de 1:10 que se utilizé para el conteo trombocitico mediante el
método directo y para realizar el hemograma completo utilizando la tincion de Wright y
métodos de conteo establecidos. Para determinar la cantidad de proteinas totales y
fibrindgeno se utilizd la técnica mencionada por Campbell y Coles (1989).

3.4.1 Conteo de trombocitos (método directo): se elabord un frotis sanguineo,
tinéndolo con Wright, a partir del cuatl se contaron los trombocitos presentes en 5 campos,
utilizando un objetivo de inmersién y aplicando la siguiente formula (Campbell 1992) para

determinar la cantidad total:

No.Trombocitos {(en 5 campos) /1,000 x 3,500,000= Numero de trombocitos /ul de sangre.

3.5 Estudio histolégico.

Posterior a la toma de muestra para ios estudios hematoldgicos se procedio al
sacrificio de las 5 aves por cada intervalo de tiempo, asi como un ave testigo, esto se
realizd mediante una sobredosis de anestesia parenteral {pentobarbital sédico). De cada




animal sacrificado se extrajo médula 6sea de la porcién proximal del fémur para ser fijada
en formalina al 10%, amortiguada a pH de 7.2. Las muestras fueron incluidas en parafina
y cortadas a 4 micrometros de espesor para su posterior tincidn con las técnicas de
hematoxilina-eosina y Giemsa. Para el estudio de los endotelios vasculares se tomaron
muestras de proventriculo, pulmén, rifién y encéfalo, las cuales se procesaron con la
misma técnica (Prophet et al 1995)

3.6 Estudio ultraestructural.

Las muestras de médula 6sea y los demas tejidos para microscopia electrénica de
transmisidon fueron obtenidas simultaneamente con las de los estudios histolégicos. Para
este estudio solo se procesaron los tejidos de 2 aves de las 5 que se sacrificaron. Las
muestras se fijaron durante 2 horas con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de
cacodilato de sodio, pH 7.4 y fueron seccionadas en fragmentos de 3 a 5 mm de diametro,
posfijadas en tetréxido de osmio al 1% durante 2 horas, deshidratadas en series de
alcoholes e incluidas en Araldita. Se obtuvieron cortes semifinos de 90 nm de espesor
que fuercon tefidos con solucidon acuosa al 1% de azul de toluidina y se observaron al
microscopio Optico, para identificar secciones con presencia de células precursoras de los
trombocitos en el caso de la médula dsea y de endotelios vasculares en el caso de los
demas organos. Los cortes finos de 60 nm fueron contrastados con acetato de uranilo y
citrato de plomo de Reynold's para ser observados y fotografiados en un microscopio

electronico de transmision Zeiss EM 109.

3.7 Estudio virologico.

Para confirmar la presencia del virus de la ENC en los diferentes tejidos (pulmén,
rifidn, proventriculo, encéfalo y médula 6sea) se procedié a su reaislamiento, en embridn
de pollo de 9 dias de edad. Posterior al procesamiento de las muestras, las cuales fueron
tomadas de manera simultanea a las de los estudios histoldgicos y ultraestructurales, los
fluidos obtenidos se inocularon, por érgano, en 5 embriones los cuales fueron observados

con ovoscopio durante 7 dias para descartar la mortalidad inespecifica a las 24 horas

17




posinoculacion (hpi). De los embriones muertos antes y a las 72 hpi se realizd la prueba
de hemoaglutinacién (HA) en placa, utilizando una suspension de globulos rojos de ave al
2%, para comprobar la presencia del virus, asi como de los embriones que no murieron
en el periodo establecido para la prueba (NOM-013-Z00-1994; OIE 1996).

3.8 Analisis estadistico.

Para las 30 aves del estudio, se tomaron los parametros del hemograma
comparativos respecto a los valores previos a la infeccion, se evaluaron los parametros
individuales y se determiné su significancia mediante la prueba t de Student pareada. A
los resultados obtenidos en el reaislamiento viral se les aplicé X° (Statgraphics 1998).




4, RESULTADQS

4.1 Signos clinicos.

Los signos clinicos en las aves infectadas a las 24 hpi consistieron en estornudos
y lagrimeo. Hacia las 36 hpi e intervalos siguientes se observé depresion, anorexia,
letargia, diarrea e incoordinacion. Las aves del grupo testigo no manifestaron ningun signo
de la enfermedad.

4.2 Hallazgos a la necropsia.

A la necropsia de las aves se observaron principalmente lesiones hemorragicas de

tipo petequial en proventriculo y exudado mucoso en la traquea.

4.3 Estudio hematologico

En la cuenta de trombocitos se observd una ligera disminucion hacia las 36 hpi
pero a las 48 hpi se incrementd la cuenta para posteriormente presentarse una
disminucion evidente hacia las 72 hpi (p<0.05). La reduccidén en el ndmero de trombocitos
respecto al grupo testigo fue de casi el 50% en las aves sangradas a las 72 hpi (Cuadro
1).

Los resultados obtenidos en el hemograma mostraron cambios significativos en
comparacidn con el grupo testigo en los valores de linfocitos observandose un aumento
en el numero hacia las 48 hpi (linfocitosis) y disminucién a las 60 y 72 hpi (p<0.05). En
relacion con la cuenta de heterdfilos a las 60 hpi y 72 hpi se observd incremento
significativo (p<0.05). El conteo de monocitos indicé un ligero aumento en el nimero a las

24 hpi pero su disminucion fue gradual y significativa (p<0.05) hacia las 72 hpi (Cuadro 1),




En la cuenta de basofilos y eosindfilos no se encontrd diferencia significativa, asi

como en los valores de hematdcrito, proteinas plasmaticas y fibrinégeno.

4.4 Estudio virolégico.

Los resultados del reaislamiento del virus de la ENC se muestran en el cuadro 2
observandose un porcentaje de positividad a la hemoaglutinacion significativo a las 48 hpi
a partir de pulmén, rirdn, proventriculo y médula dsea (p<0.05). En las muestras
procedentes de las aves sacrificadas a las 60 hpi y 72 hpi, el porcentaje alcanzo el 100%
en todos los 6rganos, observandose una diferencia altamente significativa con relacion al

grupo testigo (p<0.005).

4.5 Estudio histologico.

Las lesiones histoldgicas observadas en pulmén, rifién, encéfalo y proventriculo,

fueron las siguientes:

4.5.1 Pulmdn: Infiltrado linfocitario perivascular, hacia bronquios terciarios e intersticial
multifocal de ligero a moderado (36 hpi en adelante), hiperplasia nodular linfoide en
parénquima y bronquios terciarios con proliferacién de tejido conectivo y capilares aéreos
(48 y 60 hpi), dafio a endotelios vasculares caracterizado por hinchamiento de células
endoteliales y degeneracion hialina, focos de hemorragia y edema perivascular a las 72
hpi ( Cuadro 3, Figura 1)

4.5.2 Proventriculo: Hiperplasia linfocitaria en la unién eséfago-proventriculo (36 hpi),
infiltrado linfocitario (48 hpi) y heterofilico (60 hpi) en la mucosa de ligero a moderado,
descamaciéon abundante (48 hpi), hemorragias y necrosis en las células de la mucosa y
submucosa a las 60 y 72 hpi (Cuadro 4)
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4.5.3 Rinon: Proliferacion celular moderada en algunos glomérulos renales,
engrosamiento de la capsula de Bowman (48, 60 y 72 hpi), infiltrado linfocitario
perivascular e intersticial multifocal ligero, presencia de acimulos linfoides (48 y 60 hpi) e
infiltracidn heterofilica intersticial en tabulos colectores a las 60 y 72 hpi (Cuadro 5, Figura
2)

4.5.4 Médula ésea: Presencia de acumulos linfoides, infiltracion linfocitaria perivascular,
disminucion de la linea granulocitica y la cantidad de células blasticas, focos de necrosis y
degeneracion celular con presencia de material de fibrina, algunos focos de proliferacion

de tejido conectivo ligero y focos de hemorragia de las 48 hpi en adelante (Cuadro 7).

4.5.5 Encéfalo: Infiltracidn linfocitaria perivascular de ligera a moderada, dano a
endotelios vasculares, vasos sanguineos con material hialino, gliosis, degeneracion de
mielina en la sustancia blanca del cerebelo y hemorragias focales ligeras a las 72 hpi
(Cuadro 6, Figura 3).

4.6 Estudio ultraestructural.

La observacion y evaluacién de los cortes semifinos con microscopia de luz
revelaron a las 24 hpi una relativa disminucidén de la linea celular granulocitica, con
presencia de nucleos desnudos y detritus celulares; otras células mostraron vacuolizacion

citoplasmica y perdida de su estructura a las 36 hpi (figura 6).

A partir de las 48 hpi y hasta las 72 hpi se observd una marcada degeneracién de
las celulas hematopoyéticas. Los eritrocitos fueron mas evidentes que otras lineas
celutares. En vasos sanguineos se observd degeneracion de la membrana basal, la cual
tenia aspecto engrosado. Las células endoteliales presentaban nlcleos vesiculares
(hinchados), edema perinuclear, asi como vacuglizacion y fragmentacién citoplasmica

(Figuras 4 y 5)

Alas 24 hpi la microscopia electronica mostrd células con citoplasma y cromatina

densos, esto asociado a muerte celular. Algunas células presentaron degeneracion
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citoplasmica con presencia de vacuolas y nucleos picnéticos. En algunas otras se

observaron nlcleos vesiculares con cromatina dispersa y fragmentacion citoplasmica.

A las 36 hpi se observd disminucion en la poblacion de eritrocitos y aumento de
granulocitos, asi como, franca degeneracion y necrosis celular con presencia de
abundantes detritus. Algunas células granulociticas presentaban proyecciones
citopldsmicas, nucleos vesiculares, degeneracion mitocondrial y dilatacion evidente del
aparato de Golgi y del reticulo endoplasmico rugoso (figuras 7 y 8). Por otro lado se

observaron particulas electrodensas entre los detritus celulares.

En las 48 hpi y hasta las 72 hpi se encontré ademds de deplecion marcada de
diversas lineas celulares, lo cual dificultd la identificacion de las células, vesiculas
conteniendo un cuerpo electrodenso en el citoplasma de células mononucleares, asi
como, edema perinuclear evidente y persistencia de la dilatacién del aparato de Golgi y

reticulo endoplasmico rugoso.
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los signos observados en este estudio coinciden con lo mencionado en la
literatura (Cheville ef al 1972; Lancaster 1981; Mc Ferran y Mc Cracken 1988; Parede y
Young 1990; Kouwenhoven 1993; Alexander 1997); a este respecto sélo hubo variacion
en cuanto al tiempo en el que comenzaron a manifestarse, ya que a las 24 y 36 hpi las
aves presentaron signologia respiratoria, estomudo, conjuntivitis y a las 48 hpi se observo
depresion generalizada. Contrario a lo mencionado en estudios donde se encontrd que las
aves parecian clinicamente normales a las 24 hpi y después de este tiempo (48-96 hpi) se
presentd la conjuntivitis y depresién (Ojok y Brown 1996).

Es importante mencionar que en este estudio las aves no manifestaron signologia
nerviosa en ningun momento. Lo anterior puede atribuirse a la diferencia entre
patogenicidad y virulencia que existe entre las cepas utilizadas en los estudios realizados
por otros investigadores, (americanas Texas, Fontana 1083, GB; indonesa ITA; alemanas
W8f 78, Ch 56, 05/93, entre ofras) aunque ambas tengan una presentacion velogeénica

viscerotropica (Kingsbury 1991; Alexander 1997).

Los hallazgos hematoldgicos coinciden con lo descrite por Ergene et al (1988) sélo
que este autor encontré6 basopenia, probablemente también, debido a esta diferencia en
virulencia que existe entre los aislamientos (Kingsbury 1991; Alexander 1997), ya que
estas ceélulas tal vez no tengan receptores para que el virus se fije a sumembrana y las
infecte. Cheville et al (1972) reporta trombocitopenia y en este estudio se detectd
trombocitosis a las 48 hpi, seguida por una marcada trombocitopenia a las 72 hpi.

La trombocitosis puede reflejar una respuesta de rebote después de destruccion
masiva de trombocitos o una recuperacion de otras condiciones que involucren excesiva
utilizacién de trombocitos, como sucede en infecciones virales donde hay dafo endotelial
considerable y como se observd en este estudio. Las trombocitopenias son por lo general
indicativas de una demanda periférica excesiva de trombocitos, sin embargo, una
supresion trombocitopoyética en la medula 6sea debido a darno por el virus debe ser

considerada (Campbell 1994). Ambas condiciones pueden haber sucedido en este caso.
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Ojok y Brown (1996) encontraron dafio severo en médula 6sea y detectaron la
presencia de particulas virales, asociadas con necrosis celular extensa en los islotes
hematopoyéticos. En este estudio la disminucion significativa en el numero de
trombocitos fue consistente con lo observado en las biopsias secuenciales de la médula
Osea que se evaluaron, las cuales mostraron una degeneracién progresiva de los

tromboblastos y de otras lineas celulares como los granulocitos.

Calderdn et al (1998) describe que en algunas enfermedades virales de mamiferos
que cursan con hemorragias, como sucede en la fiebre porcina clasica aguda, la
trombocitopenia es resultado de una degeneracién progresiva y necrosis de los

megacariocitos, los cuales son infectados por el virus.

En nuestro trabajo la trombocitopenia se hizo evidente a las 72 hpi, considerando
que existe dafo directo de la trombocitopoyesis, como se observd en los estudios
histolégico y ultraestructural realizados, donde se encontraron focos de necrosis celular
en la médula 6sea a partir de las 48 hpi, los cuales se hicieron més evidentes a las 60 y
72 hpi, con numerosos detritus celulares y proliferacién de tejido conectivo.

Comparado con lo encontrado en un estudio realizado por Ojok y Brown (1996),
quien utilizé la cepa velogénica viscerotropica del vENC Fontana 1083, sélo hubo
diferencia en el tiempo de presentacién de las lesiones, ya que, estas se presentaron en
los islotes hematopoyéticos a las 96 hpi y hasta las 120 hpi se observé necrosis multifocal
coalesciente con perdida de la estructura celular y abundantes detritus.

La linfocitosis es esperada después de una estimulacién antigénica asociada con
infecciones virales, asi como, las linfopenias que han sido descritas durante el curso de
ciertas enfermedades virales agudas como en este caso. La heterofilia generalmente es
relacionada con la magnitud o severidad del proceso inflamatoric {Campbell 1994),
aunque en esta evaluacion el aumento en el numero de heteréfilos a las 60 y 72 hpi no
correspondié con lo observado en la evaluacion histolégica y ultraestructural de la médula

Osea.
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La diferencia probablemente se debid a que las aves presentaron una
hematopoyesis extramedular en higado, rifién y tractogastrointestinal, ya que, estos
6rganos asumen la produccidén de células sanguineas (en especial heteréfilos y
eritrocitos) cuando hay dafio severo en médula ésea (Ridell 1996).

En este estudio la linfopenia se detecté a las 72 hpi, lo cual fue indicativo de dano
severo en los tejidos linfoides. Esto fue corroborado con la evaluacion histolégica. La
monocitopenia gradual observada a partir de las 36 hpi, puede estar relacionada con la
capacidad del virus para infectar diferentes tipos de células, ocasionandoles degeneracion
y necrosis. Lam (1996) detectdé que el virus de la enfermedad de Newcastle inducia
apoptosis principalmente en células mononucleares de sangre periférica, macrofagos y
linfocitos. Probablemente los trombocitos también son afectados debido a la funcién
fagocitica inespecifica que realizan (Chao-Fu y Hamilton 1979; Sturkie 1886; Campbell
1994).

De acuerdo con lo encontrado en un estudio relacionado con la determinacién de
valores hematolégicos en aves White Leghom el porcentaje de heterdfilos va de 24 a 42
en el caso de machos y de 30 a 51 para las pollonas, ambos de 12 semanas de edad. En
cuanto al valor de linfocitos para los machos va de 53 a 73 y para las hembras de 44 a 68,
aunque se debe tomar en cuenta la gran variacién que existe entre los conteos
dependiendo de la edad, sexo, y condicion fisioldgica de fas aves entre otros factores que
pueden influir (Mohiuddin 1989).

En este estudio se encontraron valores basales para heterdfilos de 8-48 y
para linfocitos de 26-78, ambos expresados en porcentaje, para las 30 aves antes
de la infeccion y a las 6 semanas de edad pero debe tomarse en cuenta que no se

separaron machos de hembras.

En otras enfermedades aviares donde se observan hemorragias, como en la
anemia infecciosa aviar, en la cual se observa deplecion de eritrocitos, granulocitos,
linfocitos y trombocitos, también se sugiere que las lesiones se encuentran estrechamente

relacionadas con la funcién de la médula 6sea (Taniguchi et al 1982 y 1983; Adair 2000).
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Skeeles (1980) en un estudio experimental con el virus de la enfermedad infecciosa de la
bolsa, relaciond 1a presencia de hemorragias con una deficiencia en los factores de la

coagulacion, pero no evalué el dafio en médula 6sea y endotelios vasculares.

En cuanto a las células endoteliales, las cuales fagocitan microorganismos,
también son afectadas por virus endoteliotropos, representando esto un factor importante
para la obstruccion de capilares y presencia de vasculitis con la subsecuente necrosis
(Julian 1996). En esta evaluacion, la vasculitis estuvo acomparada de infiltrado {infocitico
perivascular y las células endoteliales, principalmente capilares en la médula ésea y

pulmon, se observaron hinchadas.

El daflo a 1a pared de los vasos sanguineos con la presencia de células
inflamatorias alrededor de estos o vasculitis que también ocasiona ruptura de vasos y
hemorragias, como se observd en este estudio, puede deberse a la degeneracién y
necrosis de 1as células del endotelio, de la coldgena o del musculo liso, con formacién de

fibrina en |la pared de los vasos.

Estas lesiones en ocasiones son resultado de toxinas microbianas, mediadores
inflamatorios y células (heterdfilos, trombocitos y basdéfilos) o dafio inmuno-mediado
(Cotran et a/ 1994, Riddell 1996). La vasculitis se ha observado en algunas infecciones
virales sistémicas ocasionadas por orthomyxovirus, paramyxovirus y arbovirus (Gagel et
al 1970; Guy 1993; Alexander 1997; Easterday y Hinshaw 1997; Leibovitz 1997).

Las lesiones histopatolégicas encontradas en proventriculo, rifién, pulmén y
encéfalo coincidieron con los datos mencionados en |a literatura y obtenidos en estudios
previos de patogénesis, utilizando cepas velogénicas viscerotrépicas. También se ha
descrito que existe dafio directo en el sistema vascular en el cual se observa hialinizacion
de capilares y arteriolas, trombos hialinos y necrosis de células endoteliales con la
subsecuente vasculitis, contribuyendo a la presencia de hemorragias en érganos como
proventriculo, duodeno, ciegos, tonsilas cecales, bazo, bolsa de Fabricio, traquea y
cerebro (Cheville et al 1972; Lancaster 1981; Ridell 1987; Mc Ferran y Mc Cracken 1988,
Parede y Young 1990; Kouwenhoven 1983; Ojok y Brown 1896; Alexander 1997, Brown et
al 1999).
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En este estudio se observé dafio a endotelios vasculares a partir de las 60 hpi
principalmente en pulmén, proventriculo y encéfalo, consistente en vacuolizacion de
células endoteliales en capilares, pero a diferencia de otros estudios no se observo la

formacién de trombos, sugestiva de trombosis.

Al ocurrir dafio endotelial e iniciarse la hemostasia los trombocitos juegan un papel
muy importante ya que forman parte del tapon hemostatico para detener la hemorragia,
sugiriendo que cualquier dafio o disminucidon de estos ocasionaria un retardo en su
agregacion, la cual ocurre mas rapido que la coagulacién, por lo que la respuesta
hemostatica se veria afectada (Grant y Zucker 1973, Sturkie 1986). La probabilidad de
que los trombocitos manifiesten dafio durante la ENC es alta, ya que se ha comprobado
que los virus de la ENC inducen la apoptosis en células de sangre periférica
principalmente en linfocitos y heterdfilos (Lam 1996}, esto es importante si consideramos
que los trombocitos realizan al igual que los heterdfilos una actividad fagocitica de virus y
bacterias (Chao-Fu y Hamilton 1979, Traill et al 1983), sélo que no se tienen estudios al

respecto.

Por otro lado, en estudios anteriores con el virus de la anemia infecciosa y la
enfermedad de Newcastle las evaluaciones ultraestructurales y secuenciales de la médula
osea han revelado una degeneracién progresiva de los isiotes hematopoyéticos (Goryo et
al 1989; QOjok and Brown 1996). Estos hallazgos coinciden con lo observado en la
microscopia de luz y electronica del presente estudio, los cuales mostraron una
degeneracién progresiva y necrosis de células precursoras, asi como, de islotes

hematopoyéticos y senos vasculares a las 24 y 36 hpi.

En este caso, un hallazgo significativo fue la observacién de particulas electro-
densas, las cuales estuvieron presentes a las 72 hpi dentro de vesiculas citoplasmicas de
células mononucleares. En estudios previos llevados a cabo para visualizar los viriones de
la EN por medio de microscopia electrénica, se describe a las particulas como esferas
pleoméficas (100-500 nm de diametro), con una membrana densa, rodeada por una
envoltura (Compans and Choppin 1966; Cheville et al 1972, Alexander 1997).
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En estudios ultraestructurales de cultivos celulares infectados con el virus de la
ENC, se reporta la presencia de particulas virales en el interior del nacleo y adyacentes a
la membrana de la célula y no libres en el citoplasma (Granzow et al 1999), asi como,
particulas en proceso de liberacién en la superficie de las células (Compans and Choppin
1966, Cheville et al 1972; Granzow et al 1999). En nuestra evaluacién, a partir de las 36
hpi, se observaron modificaciones en la membrana de las células inmaduras

principalmente de granulocitos sugiriendo esto ultimo.

Campbell (1967) y Goryo et al (1989) mencionan que las células inmaduras
normales presentan un nucleo oval, con grandes nucledlos y aparato de Golgi, pocas
mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso y abundantes ribosomas o poliribosomas en
el citoplasma. A este respecto, es importante enfatizar que en este estudio las células
inmaduras infectadas mostraron dafio severo en aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico, los cuales se encontraron dilatados, asi como, degeneracién mitocondrial a
las 36 hpi.

Estos resultados indican que la deplecibn y necrosis de las células
hematopoyéticas, incluyendo las precursoras de los trombocitos son responsables de la
trombocitopenia detectada a tas 72 hpi. Con base en |os resultados, la trombocitopenia y
el dano a endotelios vasculares son considerados las causas principales de las
hemorragias en estadios agudos de la enfermedad de Newcastle, siendo evidente que la
trombocitopenia es consecuencia de dafo viral directo a las células precursoras de los

trombocitos en la médula dsea.
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Cuadro 1. Resultados del conteo de leucocitos en sangre de aves testigo e infectadas con el virus de la

enfermedad de Newcastle (Media + Desviacion estandar)

Grupo Tiempo pi Linfocitos Heterdfilos Monocitos
(hn)t (%) (%) (%)
Testigo - 40.2+8.9 31.2+6.4 20.1+5.3
1 24 456+ 19.1 316196 256189
2 36 48.3+236 25.3+14.9 18.0 + 10.1
3 48 590.8+9.4° 186+7.2 15.0+ 486
4 60 28.0+ 149 496 +21.5° 14.8+7.6
5 72 17.6+10.4° 64.0+8.0° 122+5.2°

Grupo testigo: no infectado, sélo inoculado con 0.2ml de SSF via ocular por ave,

{Tiempo posinfeccién en el gue fueron obtenidas las muestras de sangre completa, 1 ml por ave. Las aves fueron infectadas por via
ocular con 0.2 ml por ave del virus de 1a enfermedad de Newcastle, cepa Chimathuacan con un titulo de 10° DLEPsy/ml.

*Indica diferencia significativa comparado con el grupo testigo (P<0.05).



Cuadro 2. Aislamiento viral y porcentaje de positividad a la hemoaglutinacion en aves testigo e infectadas

con el virus de la enfermedad de Newcastle.

Grupo Tiempo Pulmon Rifion Médula 6sea  Proventriculo Encéfalo
pit

Testigo - 15/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%)
1 24 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%)
2 36 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%) 5/0 (0%)
3 48 5/3 (60%)’ 5/5(100%)°  5/5(100%)  5/5(100%)" 5/0 (0%)
4 60 5/5 (100%)" 5/5 (100%)" 5/5 (100%)" 5/5 (100%)" 5/5 (100%)"
5 72 5/5 (100%)" 5/4 (100%)" 5/3 (100%)" 5/4 (100%)" 5/4 (100%)"

Grupo testigo: no infectado, sélo inoculado con 0.2 ml de SSF via ocular por ave,

+Tiempo posinfeccién en el que fueron sacrificadas las aves de cada grupo para la obtencién de las muestras. Las aves fueron infectadas

por via ocuiar con 0.2 ml por ave de! virus de la enfermedad de Newcastle, cepa Chimalhuacan con un titulo de 10° DLEP¢/mt.

INUmero total de embriones inoculados/nimero de embriones positivos a la hemoaglutinacion.

*indica diferencia significativa comparado con el grupo testigo {(P<0.05).

**indica diferencia significativa comparado con e! grupo testigo (P<0.005).



Cuadro 3. Porcentaje de aves con lesiones en pulmén después de la infeccion con el virus de 1a enfermedad
de Newcastle cepa Chimalhuacan, velogénica viscerotropica.

Hallazgos histopatologicos 24 hpi' 36hpi 48 hpi 60 hpi 72 hpi

=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Infiltrado linfocitario perivascular multifocal 20 80 80 100 100
infiltrado linfocitario intersticial difuso 80 60 80 80 100
Hiperplasia nodular linfoide bronquial 0 20 40 40 20
Focos de hemorragia 0 0 0 40 860
Proliferacion de tejido conectivo en bronquios terciarios 0 20 60 80 100
Proliferacion de células de capilares aéreos 0 0 0 80 100
Dario a endotelios vasculares 0 0 20 40 60
Edema perivascular 0 0 0 0 60

! Horas posinfeccion, las aves fueron infectadas a las 6 semanas de edad con el virus de la enfermedad de Newcastle, cepa Chimalhuacan,
velogeénica viscerotrépica por via ocular con una dosis de 0.2 mi/fave.
?Total de aves muestreadas



Cuadro 4. Porcentaje de aves con lesiones en proventriculo después de la infeccién con el virus de la
enfermedad de Newcastle cepa Chimalhuacan, velogénica viscerotrépica.

Hallazgos histopatoldgicos 24 hpi' 36 hpi 48 hpi 60 hpi 72 hpi

*n=5 n=5 n=5 n=5_ __ n=5
Hiperplasia linfocitaria union eséfago-proventriculo y mucosa 80 80 80 100 80
Infiltrado linfocitario en mucosa 100 80 80 100 60
Necrosis de células de la mucosa 0 40 20 60 80
Infiltracién heterofilica en mucosa 0 20 60 80 80
Hemorragias en mucosa y submucosa 0 0 40 100 100
Focos de necrosis en la unidn esdfago-proventriculo y submucosa 0 0 0 60 100

! Horas posinfeccion, las aves fueron infectadas a las 6 semanas de edad con el virus de la enfermedad de Newcastle, cepa Chimalhuacan,
velogénica viscerotrépica por via ocular con una dosis de 0.2 mifave.
Total de aves muestreadas




Cuadro 5. Porcentaje de aves con lesiones en rifion después de la infeccidn con el virus de la enfermedad
de Newcastle cepa Chimalhuacan, velogénica viscerotrépica.

Hallazgos histopatolégicos 24 36 48 60 72
hpi'  hpi  hpi  hpi  hpi

‘n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Proliferacion de células del ovillo glomerular 0 60 100 80 100
Engrosamiento de capsula de Bowman 0 0 0 60 40
Degeneracion y necrosis de células en tubulos contorneados y colectores 0 0 0 60 20
Infiltrado linfocitario intersticial multifocal 0 40 0 20 0
Infiltrado linfocitario perivascular 0 0 40 0 0
Acumulos linfoides 0 0 40 20 20
Infiltracion heterofilica intersticial en tubulos colectores 0 0 0 20 20
Hemorragias 0 0 40 0 0
Proliferacién de tejido conectivo en tubulos colectores 0 0 0 20 40

' Horas posinfeccion, las aves fueron infectadas a las 6 semanas de edad con el virus de la enfermedad de Newcastle, cepa Chimalhuacén,
velogénica viscerotrdpica por via ocular con una dosis de 0.2 mlfave.
2Total de aves muestreadas



Cuadro 6. Porcentaje de aves con lesiones en encéfalo después de la infeccion con el virus de la
enfermedad de Newcastle cepa Chimalhuacan, velogénica viscerotrépica.

Hallazgos histopatolégicos 24hpi’ 36hpi 48hpi 60hpi 72 hpi

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

Infiltracién linfocitaria perivascular 0 0 0 20 60
Dano a endotelios vasculares 0 0 0 20 40
Degeneracidn y necrosis neuronal 0 0 0 20 40
Hemorragias 0 0 0 20 20
Degeneracidn de fibras de mielina 0 0 0 0 60
Gliosis 0 0 0 0 80

' Horas posinfeccion, las aves fueron infectadas a las 6 semanas de edad con el virus de la enfermedad de Newcastle, cepa Chimalhuacan,
velogénica viscerotrépica por via ocular con una dosis de 0.2 mi/ave.
2Total de aves muestreadas




Cuadro 7. Porcentaje de aves con lesiones en médula 6sea después de la infeccion con el virus de la
enfermedad de Newcastle cepa Chimalhuacan, velogénica viscerotrépica.

Hallazgos histopatolégicos 24 36 48 60 72
hpi' hpi  hpi  hpi hpi

n=6 n=5 n=5 n=5 n=5

Acumulos linfoides 0 20 80 60 100
Degeneracion y necrosis de células en diferentes etapas de maduracion 0 0 80 86 100
Disminucion de la linea granulocitica 0 0 60 40 60
Disminucién en cantidad de células blasticas 0 0 20 20 60
Infiltracién linfocitaria perivascular 0 0 40 40 80
Hemorragias 0 0 0 40 60
Focos de necrosis con proliferacién de tejido conectivo 0 0 20 40 100

' Horas posinfeccién, las aves fueron infectadas a las 6 semanas de edad con el virus de la enfermedad de Newcastle, cepa Chimalhuacan,
velogénica viscerotropica por via ocular con una dosis de 0.2 ml/ave.
2Total de aves muestreadas



Figura 1. Pulmoén (36 hpi). Proliferacién de tejido conectivo y capilares aéreos,
presencia de infiltrado linfocitario perivascuiar e intersticial muitifocal con edema
perivascular, HE {(250x).

Figura 2. Riflén {60 hpi). Infiltrado linfocitario intersticial y presencia de acumulos
linfoides que desplazan a los tubuios renales, algunos se observan dilatados
(flecha). HE (250x).




Figura 3. Encéfalo {72 hpi). Presencia de infiltrado linfocitario perivascular con
material hialino en vasos sanguineos. HE (100x).

Figura 4. Médula ésea (36 hpi). Degeneracion de célula endotelial, el nucleo
presenta una hinchazon importante (flecha). Azul de toluidina (1000x).




Figura 5. Médula dsea (60 hpi). Células endoteliales con degeneracion y
fragmentacion citoplidsmica ademas de nucleos hinchados (puntas de flecha). Azul
de toiuidina (1000x).

Figura 6. Médula ésea (36 hpi). Foco de células inmaduras (centro) con necrosis,
presentando degeneracion citopidsmica avanzada, vacuolizacién, presencia de
proyecciones en ia membrana y fragmentos citoplasmicos. Azu! de toluidina
(1000x).




Figura 7. Médula 6sea. Células con cromatina densa y vacuolizacién citoplasmica
(punta de flecha). Se observan abundantes restos celulares y en la célula inmadura
procesos que sugieren la liberacién del virus (flecha). Contraste acetato de uranilo y
citrato de piomo de Reynold’s (9,135x).

Figura 8. Médula ésea. Granulocito con modificaciones en la superficie celular
{(fiecha), lo cual sugiere particulas virales emergiendo de {a membrana. Estos
procesos se encontraron en granulocitos y células inmaduras. Contraste acetato
de uranilo y citrato de plomo de Reynold’s (76,000x).
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