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RESUMEN

Gerardo Gonzalez Cruz. VERIFICACION DE LA PRESENCIA SIMULTANEA DEL
VIRUS RABICO EN CEREBRO Y GLANDULAS SALIVALES EN PERROS CON
INFECCION NATURAL. (Bajo la asesoria de MVZ Esp. Elizabeth Morales Salinas, MVZ
M Sc. Raiil Vargas Garcia, MVZ M Sc. Dr. Juan A. Montarsio Hirose y MVZ Rina C.
Pedroza Requenes)

La rabia sigue siendo un problema importante de salud ptblica en paises con sistemas
de salud deficientes. La transmision de la rabia depende de la mordedura de un animal
infectado y la entrada de saliva que contenga al virus. Las glandulas salivales son el tejido
extraneural mas importante en la infeccién, pero no todos los animales infectados eliminan
el virus por la saliva . En los mamiferos, el virus de la rabia tiene afinidad por el sistema
nervioso central (SNC) y fas gldndulas salivales, afectando principalmente la submaxilar. Para
contar con un diagnéstico confiable se ha considerado que una prueba diagnéstica adicional
es la revision de las giandulas salivales en conjunto con el SNC. El objetivo fue verificar la
presencia del virus rabico en forma simultinea en el cerebro y en la glandula salival
submaxilar en perros con infeccién natural, a través de la prueba de inmunofluorescencia
(IF) y describir los cambios histolégicos en la gldndula salival submaxilar. Se utilizaron las
glandulas salivales submaxilares de 25 perros positivos a rabia por IF en encéfalo. A una
porcién de cada gldndula salival se le realiz6 la prueba de IF y a la otra porcién de cada
glandula, la técnica de histologia de rutina. De los 25 muestras de gldndulas salivales, 19
(76%) fueron positivas a IF y 6 (24%) fueron negativas a IF. En 11 (449%) casos se presentd
una respuesta inflamatoria observada por histopatologia a la presencia del virus y en 14
(56%) no hubo respuesta inflamatoria. En 14 (56%) casos se presentaron cuerpos de
inclusién, pero no asi en 11 (44%) casos. Las lesiones encontradas en las glandulas salivales
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ademds de la reaccién inflamatoria compuesta por células mononucieares con distribucién
perivascular, peritubular e interacinar, consisti® en cuerpos de inclusion intracitopldsmicos

eosinofilicos en células acinares, sugestivos a corplisculos de Negri y grados variables de

degeneracion turbia.
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VERIFICACION DE LA PRESENCIA SIMULTANEA DEL VIRUS RABICO EN
CEREBRO Y GLANDULAS SALIVALES EN PERROS CON INFECCION
NATURAL

1. INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad infecciosa y transmisible, conocida desde la antigiiedad,
que sigue siendo un problema importante de salud pablica en paises con sistemas de salud
deficientes *. Afecta a todos los animales homeotermos, incluyendo al hombre 2°2'7?

Produce encefalitis severa, cambios de conducta, pardlisis y la muerte # 2% ?'- 23 26: 27 32,33,

1,2, 8,12, 21, 27, 38,
’ ,yen

las familias Mustelidae (comadreja, hurén,
visén, mofeta, tején ) y Procyonidae (mapache, zorra y zorrilo) @ ' 2° | ademas, los
murciélagos, principalmente los hematéfagos (Desmodus rotundus, Diphyla ecaudata) y

ocasionalmente los murciélagos frugivoros e insectivoros ® % 12 25 26.27, 3%

Los principales transmisores son en la rabia urbana: el perro y el gato

el ciclo silvestre: individuos perntenecientes a

La transmision de la rabia depende de la mordedura de un animal infectado y la

entrada de saliva que contenga al virus, o de la lamedura en piel con abrasiones o mucosa 7
10.12,15, 19, 20, 25, 26, 27, 31, 36

. Las glandulas salivales son el tejido extraneural mas importante en
la infeccién, pero no todos los animales infectados eliminan el virus por saliva *. Camdano,
escritor romano describi6 la infecciosidad de la saliva en perros rabiosos en el siglo |; Cefso
sefalé que la saliva de animales infectados contenian al "agente venenoso' y que “la

mordedura era peligrosa” ©; Zinke (1804) demostré la presencia del virus en la saliva ®'°.

En los mamiferos el virus de la rabia tiene afinidad por el sistema nervioso central (SNC) y
por las glandulas salivales *¢, afectando principalmente la submaxilar ® ** 2% 3¢

. El virus "fijo"
no tiene tropismo por las glandulas salivales *2°.



Después de que se replica en el SNC el virus se difunde en forma centrifuga al
nervio trigémino que emite ramas que inervan a las glandulas salivales, las fibras mielinicas y
amielinicas que penetran la membrana basal, llega al citoplasma de las células acinares y se
elimina por la saliva . Se sabe que del 54% al 90% de los perros rabiosos contienen al
virus rabico en las gldndulas salivales *, llegando a ser hasta el 100%, dependiendo del tipo
de virus y la dosis inoculada '*. En otras especies, el 88% de los gatos, 20-73% de los zorros,
83% de los zorrillos, 63% de los mapaches **; 2% de los hurones '" y 57% de los bovinos, se
demostré que el virus rédbico estaba presente en la saliva de los animales infectados
naturalmente **. El momento en el que regularmente ocurre la excrecién del virus por la
saliva en la mayoria de los casos es a partir de la aparicién de los signos clinicos * ' . En
perros infectados experimentalmente, se ha aislado el virus entre 14 y 3 dias antes de que se

manifieste la enfermedad > ®* ' 7", Esto puede deberse a que el virus se instala primero

en el nervio trigémino e infecta las gldndulas salivales y después sigue hacia el encéfalo ?°.

En algunos murciélagos se ha aislado virus rabico de ias glandulas salivales, pero no
asi en el encéfalo % al parecer lo que ocurre es que sufren de la enfermedad clinica y se
recuperan, quedando como portadores, excretando el virus a través de la saliva durante

27

meses 7.
Se han descrito casos de recuperacién en humanos y animales con signologia clinica

de rabia en los primeros y tanto en forma natural como experimental en los segundos 2> &
7161718, 25, 27. 32 posiblemente debido al desarrollo de sustancias inmunes especificas en
encéfalo ' . Carskie et al. (1962) y Wilshack y Parker (1966)° © describieron una Sustancia
inhibidora de la Rabia (SIR), la cual modifica al virus en el SNC, de virulento a avirulento; la
SIR ha sido descrita en murciélagos y mapaches y posiblemente se presente en perros > °.
Otros investigadores sefalan que probablemente la razén por la cual el virus persista por

largos periodos en SNC, igual que en caso de rabia abortiva, sea la existencia de particulas

i
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virales defectuosas '”, o la produccién local de anticuerpos neutralizantes especificos,

estimulada por la presencia del virus en ciertos perros, que detiene asf la difusién y por ende
S5

causa la recuperacion . Sin embargo los casos de recuperacién son muy raros®’.

Algunos autores mencionan que en las glandulas salivales, el virus rabico ha sufrido
una modificacion en su patogenicidad causando infecciones persistentes'. Depoux (1964) ?,
realizd pases seriados con virus de rabia en cuitivos celulares de glandula salival y mosuré la
existencia de infeccién cronica ' . Es posible que esto ocurra en el curso natural de la
enfermedad, con algunos perros y quedar como portadores, y excretar el virus
intermitentemente por saliva® > '* ', Lo que sustenta esta hipétesis, es la prolongacién en el
periodo de incubacién de la rabia en perros’ asi como la recuperacién en algunos casos' ** *
.Estas consideraciones implican una problemdtica de riesgo desde el punto de vista de la
salud pudblica, ya que la rabia es una enfermedad zoondtica importante y con anterioridad
no se tenia sospecha de perros, principalmente callejeros, que pudieran ser portadores con
infecciones inaparentes, o que al morir de rabia no estuviesen liberando virus por saliva **.

En el diagndstico de la rabia, la prueba de inmunofluorescencia (1F) es la de mayor
utilizaciéon en laboratorios y centros de referencia epidemioldgica, a donde se remiten los
encéfalos de animales sospechosos *?* *", por ser la prueba mas rdpida y de mayor
confiabilidad ** ?*. También es frecuente la practica del examen histopatolégico de los
cortes de tejido encefdlico, como prueba alternativa, en la cual se buscan los corpusculos
de Negri, los cuales constituyen una lesién especitica de la infeccion > ' 2% 2% 32 ge han
desarrollado tinciones especiales para evidenciar los cuerpos de inclusion (Seller, Mann,
Giemsa, Faraco, Stoval y Blanck)’’. Se menciona que el 30% de las cepas rabicas no
producen inclusiones (no negrigénicas)’” ' por lo tanto casi nunca se realiza la toma vy
revision de las glandulas salivales. Las lesiones descritas en gldndula salival son de tipo

degenerativo y necrdtico en el epitelio acinar, ademds de la presencia de inclusiones

.
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43.26.30.31  Sin embrago en estos trabajos,

citopldsmicas, sugestivas de corpisculos de Negri
no se describen en forma detallada las lesiones producidas por el virus ribico en el tejido
glandutar.

En el diagnostico de la rabia se utiliza ademas otro tipo de pruebas, como el
aislamiento del virus en ratones inoculados por via intracerebral con suspension de encéfalo,
glandula salival o saliva de animales sospechosos *°. Se estudié si una prueba adicional para
el diagndstico de la rabia puede ser la revisidn de las glindulas salivales conjuntamente con
el SNC, para contar con un diagnéstico mas confiable, ademdas de un mejor conocimiento
del papel que juegan las glandulas salivales en la transmision y patogénesis de la rabia. Cabe
aclarar que en los casos de personas agredidas por animales diagnosticados como positivos
a rabia por IF en encéfalo , se les debe aplicar el esquema de vacunacion antirrdbica
postexposiciobn para evitar el posible desarrollo de esta mortal enfermedad,

independientemente de la presencia o ausencia del virus en la saliva.
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1. HIPOTESIS

A. No existe asociacion entre la presencia del virus rdbico en cerebro y glandulas salivales,
en perros con infeccion natural.
B. La respuesta inflamatoria es independiente de la presencia del antigeno rabico

detectado a través de IF en gldndula salival en perros con infeccién natural.
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. OBJETIVO

Verificar la presencia del virus rdbico en forma simultinea en el cerebro y en la glandula
salival submaxilar en perros con infeccién natural, a través de fa prueba de

inmunofluorescencia (iF) y describir la histopatologia en glandula salival




IV. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron las glandulas salivales de 25 perros positivos a rabia por IF en encéfalo,
diagnosticados en el Instituto Nacional de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos de la
SSA (INDRE) y en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

A partir de las 25 glandulas salivales submaxilares se obtuvieron improntas que se
fijaron en acetona por 30 minutos en refrigeracion (rompe las membranas celulares y
permite a los anticuerpos unirse con su antigeno especifico). Posteriormente, se les
agreg6 conjugado’ con suspensién de cerebro normal de ratén (CNR). Las laminillas se
colocaron en una camara himeda, se incubaron por 30 minutos y se lavaron con PBS
para retirar los anticuerpos libres. Por dltimo, se embebieron en agua destilada de 5 a
10 minutos para retirar sales y se observaron al microscopio de fluorescencia. Otra
porcién de cada glandula se fij6 en formalina amortiguada al 10% con pH 7.4 y se
procesaron por la técnica histolégica de rutina y se tiieron con hematoxilina y eosina (H.E.).
Con el microscopio de luz se buscaron las lesiones de una sialoadenitis, asi como cuerpos
de inclusién intracitopldsmicos. Se usé un grupo control compuesto por 5 perros negativos a
IF en encéfalo para el estudio de IF e histopatologia en las glandulas salivales.

La posible asociacion entre la IF en encéfalo y la glandula salival, asi como entre la
IF de las glandulas salivales y el estudio histopatologico de las mismas, se analizé por medio
de una prueba de Ji-cuadrada, partiendo de la hipétesis nula de que ambas caracteristicas

son independientes entre si.

" Conjugado elaborado por la Gerencia General de Biologicos v Reactivos de ta SSA
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V. RESULTADOS

Inmunofluorescencia.- De los 25 casos considerados, 19 (76%) fueron positivos y 6 (24%)
fueron negativos. El indice de positividad encéfalo-glandulas salivales, fue de 1.3 y el de
negatividad, atribuyendo a los negativos en encéfalo 0.25, como un elemento de ajuste, de

0.04% (Cuadro 1).
Histopatologia.- Las lesiones encontradas en las gldndulas salivales a través de la

histopatologia fueron:

e Reacciéon inflamatoria compuesta por células mononudleares (linfocitos y células

plasmadticas) con distribuciéon perivascular, peritubular e interacinar, de grado leve hasta

severo (Figuras 1y 2).

Cuerpos de inclusion intracitoplasmaticos eosinofilicos en células acinares, sugestivos a
cospisculos de Negri (Figuras 3y 4).

Degeneracion turbia del epitelio glandular de grado leve a moderado.

Inmunofluorescencia e histopatologia.- De los casos considerados positivos a rabia por
inmunofluorescencia, se practicé la histopatologia a las glandulas salivaies. Los corpasculos
de Negri, estuvieron presentes en 14 (56%) y ausentes en 11 (44%) de las glandulas salivales
submaxilares analizadas. Los indices de diagnosticabilidad entre inmunofluorescencia y
corpusculos de Negri, fueron de 1.35 para positivos y 0.55 para negativos. Los indices de
diagnosticabilidad entre inmunofluorescencia y respuesta inflamatoria (Rl) fueron de 1.73
para positivos y de 0.43 para negativos (Cuadro 2). Partiendo de las 19 (76%) muestras
positivas a IF en glandulas salivales, se aprecié que solo 9 presentaron respuesta inflamatoria

observada por histopatologia; ademds que también de las 19 muestras solo en 11 se
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observaron corpisculos de Negri. En las 6 (249%) muestras negativas a IF en glandulas
salivales, se aprecid que en 2 casos habia respuesta inflamatoria y que en 3 se observaron
estructuras compatibles con corpusculos de Negri en células acinares (Cuadros 3 y 4). La
prueba estadistica indicé que la presencia de la respuesta inflamatoria y los corpusculos de
Negri observados por histopatologia no tiene asociacion con la presencia del virus rdbico
detectado por IF en glandutla salival. (P<0.05).

Grupo control: las glandulas salivales utilizadas como grupo control fueron negativas a IF y

por histopatologfa no presentaron cambios patoldgicos aparentes.
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Vi. DISCUSION

Como se observé en los resultados obtenidos en este trabajo, la presencia del virus
rabico en el encéfalo no siempre coincide con la presencia de éste en la glandula salival,
posiblemente debido a que el virus se instala primero en el cerebro y después en el nervio
trigémino, para posteriormente infectar el tejido glandular, razén por la cual no fue
detectado a través de las pruebas de inmunotluorescencia e histopatologia en algunos casos
(Figura 5)°°. Existen diferentes cepas de virus de la rabia y cabe la posibilidad de que una
cepa muy patdgena, en los casos negativos haya dado muerte al animal antes de que el
virus se difundiera en forma centrifuga a la glandula salival, por lo que no se encontraba al
momento de realizar las pruebas *? o que el animal haya sido sacrificado para el diagnéstico.

También es posible que la presencia del virus en la glandula salival se deba a la cantddad de
virus que entra al organismo .

La reaccién inflamatoria constituye una respuesta a una agresion por agentes fisicos y
biolégjcos y estd inimamente ligada a la respuesta inmune de los individuos contra dichos
agentes 2°. Por lo que respecta al virus de la rabia, éste ocasiona en la mayoria de los casos

una respuesta inflamatoria en el SNC compuesta principaimente por células mononudeares

(linfocitos y células plasmaticas )* 2" 2> 2 *" £n este trabajo se obsernvd que el 40% de los

casos no tuvieron una respuesta inflamatoria en contra del virus rdbico en la glandula salival,
debido posiblemente a fases tempranas de la enfermedad o como se mencions, que algun
tipo de virus muy patégeno haya acabado con la vida del individuo antes de que el virus

hubiera llegado a la glandula salival 2. Aluja y Gémez-Estrella mencionan que la ausencia

de lesiones en SNC, se pueden dar en cursos prolongados de la enfermedad *. Traspolando

esto a la glandula salival, posiblemente se puedan explicar los casos de ausencia de lesiones
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en algunos de los casos aqui estudiados. Otra posibilidad podria ser la presencia del
fenémeno llamado apoptosis, en el que los linfocitos T son infectados por el virus de la rabia
y se destruyen, causada tal vez por el mismo virus o como mecanismo de defensa del
animal para evitar la difusion viral®'.

En uno de los casos estudiados no se apreciaron signos clinicos de rabia y el animal
murié por otra causa; sin embargo, fue positivo a IF y a la presencia de corpisculos de
Negri, sin reaccién inflamatoria. Se presentaron casos en los que existié reaccion
inflamatoria sin causa aparente. Cabe sefalar que el proceso inflamatorio se puede inducir
por diversos agentes fisicos o biolégicos *”.

Por lo que respecta a los corpasculos de Negri, se aprecié que éstos no siempre son
detectados por histopatologia; sin embargo, el virus si pudo ser detectado a través de la IF.
Se sabe que algunos corpisculos de Negri son acimulos de componentes estructurales
(nucleocapsides) o son puntos de sintesis viral o “fabrica de virus”, otros acimulos de
proteinas virales y en algunos casos corresponden a agregados cristalinos de viriones 2°. En 3
casos (12%) se observaron estructuras compatibles con corpiscutos de Negri, sin embargo,
fueron negativos a la prueba de inmunotluorescencia. Todos los animales utilizados en este
estudio fueron positivos a rabia por inmunofluorescencia en SNC, por lo que seria dificil
concluir que estos cuerpos de inclusion fuesen causados por el virus del moquillo canino,
aunque existe la posibilidad de que estén coexistiendo ambas enfermedades en estos
animales. También es posible que en la porcién muestreada para |F no hubiera presencia

de virus.

Las lesiones observadas en este trabajo fueron similares a las descritas por otros

autores 25, 26, 30, 32

aunque cabe resaltar que no se habia descrito la distribucion perivascular,
peritubular e interacinar del proceso inflamatorio en la glandula salival. Sélo 3 casos (12%)

de los 25, fueron negativos a la IF e HP en gldndula salival, lo cual nos sugiere que no eran
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potencialmente de riesgo para las personas expuestas a ellos en casos de que hubieran sido
agredidos; sin embargo independientemente de estos resultados, el tratamiento
postexposicion debe aplicarse para evitar el posible desarrollo de la enfermedad en el ser
humano. Por otra parte los animales en estado de “portador” son considerados de poca
importancia epidemioclégica debido a su poca frecuencia de presentacion?®”.

El tejido extraneural de mayor importancia en la transmision de la rabia es la
glandula salival, ya que la anica forma de transmisiéon es a través de la saliva y es importante
saber si el virus habia llegado a la gldndula salival y lo liberaba a través de la saliva en el
momento de la agresion o exposicion. Una ventaja del tejido glandular con respecto al
encefdlico es la conservacion, ya que este tiene un proceso de autdlisis més rapido que la
glindula salival debido a su composiciéon a base de fosfolipidos **. Por esta razén seria
conveniente sugerir que en los casos en que el encéfalo esten en estado de autolisis
avanzado, el enviar también las glandulas salivales para evaluar mejor este tipo de casos. La
desventaja de utilizar la gldndula salival es que en ocasiones el virus de la rabia no estd

22, 33

presente . La prueba de inmunofluorescencia sigue siendo la prueba de mayor

23, 24

confiablidad y rapidez . Se sugjere utilizar la histopatologia como complemento para
tener mayor confiabilidad en los resultados y en menor tiempo del que requeriria hacer una
prueba biolégica, aunque esta cuente con una sensibilidad mayor que la histopatologia. Es
importante volver a resaltar que, a pesar de que la glandula salivali tiene un papel
importante en la transmision de la enfermedad, la decisibn de aplicar esquemas de
vacunacién postexposicién a personas mordidas por perros con rabia, no debe ser tomada
con base en el resultado positivo o negativo a IF en la glandula salival.

Se concluye que la presencia del virus rabico en cerebro no siempre coincide con la
presencia de este en la glandula salival y que la respuesta inflamatoria observada en

histologia tampoco esta presente en todos los casos en que se observaron cuerpos de



15

inclusion. Razén por la cual el uso de la gldandula salival para el diagndstico debiera ser solo :
en casos en que el encéfalo este muy autolizado y realizar en forma conjunta la iF en ambos

Srganos para poder contar con un diagnéstico contfiable.
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Cuadro 1

Iinmunofiuorescencia en encéfalo y glandula salival en perros con infeccién natural

Organo Positivo Negativo Total

Encéfalo 25 (1009 (0.25) O 25

Gl. Salival 19 (76%: 6 (249%) 25
Cuadro 2

Inmunofluorescencia, (IF) Respuesta Inflamatoria (R1) y Corpusculo de Negri (CN) en
glandulas salivales de perros positivos a rabia por IF en cerebro

Pruebas Positivo Negativo Total
IF 19 (76%) 6 (249%) 25
Ri 11 (449%) 14 (569%%) 25

CN 14 (56%) T1 (449%) 25
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Cuadro 3

Relacion de la presencia de la Respuesta inflamatoria (Rl y los corpuasculos de Negri
(CN) observados por histopatologia y los resultados a inmunofiuorescencia (iF) en
glandulas salivales en perros con infeccion natural de virus rébico.

POSITIVOS 19 (76%)

NEGATIVOS 6 (24%)

Total

con Ri 9 (36Y%)
sin Rl 10 (40%
con CN 11 (449%)
sin CN 8 (329)

con RI 2 (18%)
sin RI 4 (16%)
con CN 3 (12%)
sin CN 3 (12%)

11 (449%)
14 (56%)
14 (56%)
11 (44%)
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Cuadro 4
Inmunofluorescencia (IF), Resp;uesta inflamatoria (Rl) y Corpisculo de Negri (CN) en

glandula salival de perros con infeccion natural de virus rdbico
(+) Positivo (-) Negativo

Ndamero de perro
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Figura 1. indiltracion peritubular o interacinar pon catutas mononuachiares o
sliandaba salival de perros positivos a g rabic, Fiulpeon 0y
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Figura 2. mndiltracion peritubelar o intcracinar oo cobnlas mcnonuctearos oo ohandubo
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Figura 3. Cucrpos de Inclusion iflecha) en célufas acinares de glindulas
sativales de perros positivos a 1 a rabia, Fi-E 100x

Figura 3. Cucrpos de Inclusion (Flecha) en células acinares de glandulas
safivales de perros positivos a tF a rabia. Fi-£ 100x



Figura 5. DISEMINACION DEL VIRUS RABICO A GLANDULAS SALIVALES

Replicacion en encéfalo
Entrada del virus al

OFgaNISMo Ty »  NervioTrigémino Clandulas Salivales

‘ (Fibras mielinicas y

amielinicas, penentran la
/ membrana hasal)
‘
Ramas que inervan

glindulas salivales

Eliminacidn por
saliva

*Adaptado de: Mendoza, GR.: Estudio de fas lesiones histoldgicas en glindulas salivales de
perros con infeccion natural con virus rébico. Tesis de Licenciatura, Fac.Med. Vet Zoot.
U.N.AM. México1994.

sZ



	Portada
	Contenido
	Resumen
	Texto
	Literatura Citada



