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RESUMEN

Las infecciones virales de los cerdos se caracterizan por su rdpida difusion y serias
consecuencias econdmicas. La relevancia de las caracteristicas epiteliales, celulares y
moleculares de la mucosa nasal en la susceptibilidad a la infeccion por virus respiratorios
durante las primeras semanas de la vida posnatal de los cerdos es en gran parte
desconocida. En el presente trabajo se estudiaron e identificaron factores de la mucosa
nasal de cerdos de 15 y 30 dias de edad que pudieran ser relevante para estudiar la
interaccion in Vivo con virus respiratorios. Para tal fin, se realizaron cortes transversales de
toda la cavidad nasal, dividida en tres tercios: anterior, medio y posterior, y cada uno
subdividido en segmentos de 1 cm. Quince segmentos en total fueron procesados para
obtener cortes en parafina y tefiirlos con H&E para estudiar la histologia de la mucosa
nasal, la histoquimica con lectinas Sambucus nigra (SNA) y Macquia amurensis (MAA)
que reconocen glicoconjugados con acido sialico a2,6Gal y 02,3Gal respectivamente, y que
funcionan como receptores para virus como el virus de influenza y el rubulavirus porcino
(RVP), y con inmunohistoquimica para demostrar la union especifica del RVP, 1 y 3 horas
después de inocularlo intranasalmente. En cerdos de 15 dias se observaron ocho tipos
epiteliales, glandulas mucosas y seromucosas en diferentes estadios de desarrollo y escasas
células ciliadas y células caliciformes en sitios donde el epitelio parece diferenciarse al
tipico epitelio respiratorio. En contraste, los cerdos de 30 dias de edad presentaron una
mucosa nasal bien diferenciada, reconociéndose tres regiones de acuerdo a la distribucion
de tres tipos de epitelio: escamoso estratificado sin estrato corneo que cubre el tercio
anterior; columnar ciliado pseudoestratificado con células caliciformes o " epitelio
respiratorio " en los tercios medio y posterior, y el epitelio olfativo en el techo del laberinto
de la cavidad nasal. En el techo y paredes laterales del conducto nasofaringeo fue
identificado, por primera vez en los cerdos, el tejido linfoide asociado al conducto
nasofaringeo (NALT), similar al NALT de otros mamiferos, incluyendo la presencia de
células dendriticas foliculares CD21 + en el interior de los nédulos linfaticos.

De acuerdo a la histoquimica de lectinas, inicamente MAA reconoci6 glicoconjugados con
acido sialico 02,3Gal en los conductos interlobulillares y excretores de las glandulas
seromucosas ubicadas principalmente en el tercio medio, en la superficie convexa de los
cornetes superiores y en la mitad superior del tabique nasal. El tratamiento con sialidasa no
elimind los sitios de union a MAA; por el contrario, la lectinofluorescencia se incrementé
en los mismos lugares antes mencionados, ademas de desenmascarar sitios de union a dicha
lectina en las células caliciformes. En el NALT, las células linfoides internodulares, las que
infiltran el epitelio respiratorio de revestimiento y, en menor grado, las de la periferia de los
nddulos linfoides primarios y secundarios fueron positivas a MAA. La inmunotincién para
identificar RVP después de 1 y 3 horas de ser inoculado intranasalamente demostrd
positividad en los cilios y en el endotelio de las arterias y venas de la mucosa nasal del
tercio medio. Los sitios en los que MAA se une a glicoconjugados no fueron marcados con
la inmunotincion a RVP. Nuestros resultados demuestran diferencias epiteliales entre
cerdos de 15 y 30 dias de edad, principalmente en que los primeros no han completado la
diferenciacion de la mucosa respiratoria del tercio medio de la cavidad nasal, lo que
sugeriria una deficiencia en el sistema mucociliar, que es importante para el procesamiento
del aire inspirado, particularmente en lo que respecta al depurado de particulas suspendidas,
entre ellas patdgenos que se unen a 4cido sidlico. En los cerdos de ambas edades hay una
expresion de glicoconjugados con 4cido sidlico 2,3Gal restringida a conductos glandulares
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de uno de los segmentos del segundo tercio de la cavidad nasal y a las regiones T
dependientes del NALT. Estds zonas MAA positivas no son las mismas que tuvieron
inmunorreactividad al RVP inoculado intranasalmente.



ABSTRACT

Viral infections of pigs are characterized by their rapid spread and serious economic
consequences. The significance of epithelial, cellular and molecular characteristics of the
nasal mucosae in susceptibility to infection by respiratory viruses during the first weeks of
pig’s postnatal life is largely unknown. In this work were studied and identified factors of
the nasal mucosa of pigs from 15 and 30 days of age that might be relevant to study their
interaction with respiratory viruses in vivo. For this purpose, cross-sections of all the nasal
cavity, divided into anterior, middle and posterior thirds, and each one subdivided into
segments of 1 cm. Fifteen segments in total were processed to obtain paraftin-embedded
tissue sections which were stained them with H & E to study the histology of the nasal
mucosa, with lectin histochemistry using Sambucus nigra (SNA) and Macquia amurensis
(MAA) lectins which recognize glycoconjugates with sialic acid a2,6Gal and o2, 3Gal
respectively. These glyconjugates function as receptors for viruses such as influenza virus
and porcine rubulavirus virus (RVP); and also were processed with immunohistochemistry
to demonstrate nasal mucosae sites with RVP 1-3 hours after inoculating it intranasal. Nasal
mucosa of fifteen days-old pigs has eight epithelia types, mucous and seromucous glands in
different stages of development and few goblet cells and ciliated cells in sites where the
epithelium seems to differentiate towards typical respiratory epithelium. In contrast, 30-
day-old pigs showed a nasal mucosae se well differentiated, recognizing three regions
according to the distribution of three types of epithelium: squamous stratified without
stratum corneum that covers the anterior third; ciliated columnar pseudostratified with
goblet cells or "respiratory epithelium" in the middle thirds, and the olfactory epithelium on
the roof of the labyrinth of the nasal cavity. In the roof and side walls of the nasopharyngeal
duct was identified, for the first time in pigs, the lymphoid tissue associated with
nasopharyngeal duct (NALT), equivalent to NALT of other mammals, including the
presence of CD21+ follicular dendritic cells inside the lymph nodules.

According to lectin histochemistry, only MAA recognized glycoconjugates with sialic acid
02,3Gal in the interlobular and excretory ducts of seromucous glands mainly located in the
middle third, at the convex surface of upper turbinates and the upper half of the nasal
septum. Sialidase treatment did not eliminate the MAA binding sites; on the other hand,
lectinofluorescence was increased in the same places mentioned above, as well as unmask
binding sites to this lectin in the goblet cells. In the NALT, internodules lymphoid cells,
infiltrating the respiratory lining epithelium and, to a lesser extent, those on the periphery of
the primary and secondary lymphoid nodules were positive to MAA. Immunostaining to
identify RVP after 1-3 hours of being intranasal inoculated showed positivity in the cilia
and the endothelium of arteries and veins of the nasal mucosa of the middle third. The sites
where the MAA joins glyconjugates were not marked with immunostaining to RVP. Our
results demonstrate epithelial differences among 15 and 30 days-old pigs, mainly in that the
former have not completed differentiation of the respiratory mucosa at the middle third of
the nasal cavity. This finding suggest a deficiency in the mucociliary system, which is
important for the processing of inspired air, particularly in regards to debugging of
suspended particles, including pathogens that bind to sialic acid. In both studied ages pigs
there is an expression of glicoconjugates with sialic acid 2,3Gal restricted to glandular
ducts located in one segment of the second third of the nasal cavity and in T-dependent
regions of the NALT. These MAA positive areas are not the same that had
immunoreactivity to the intranasal inoculated RVP.
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INTRODUCCION

Mucosa Nasal

La cavidad nasal es la primera porcion de las vias respiratorias superiores entre sus funciones
esenciales conduce e inicia el procesamiento del aire inspirado. Las caracteristicas
anatomofuncionales de la cavidad nasal favorecen el calentamiento y humidificacion del aire
inspirado, ademas de depurarlo de particulas suspendidas. Otra funcidn relevante de la cavidad
nasal es la captacion de infinidad de estimulos olfatorios. Por lo anterior, es facil comprender que la
cavidad nasal es el sitio de primer contacto o interaccion con antigenos y patogenos inhalados.
Sin embargo, hay pocos estudios en los que se describa la normalidad de la anatomia e histologia de
la cavidad nasal de cerdos, particularmente en el periodo posnatal de estos animales.

La descripcion general de las caracteristicas de la cavidad nasal, en diferentes especies, refiere que
esta formada por un esqueleto o6seo y cartilaginoso, dividida en dos fosas nasales por un tabique, y
revestida por una capa interna o mucosa en la que se distinguen tres regiones anatomofuncionales:
vestibular, respiratoria y olfatoria.*” La region vestibular es la porcion rostral, continua con la piel
y, por lo tanto, caracterizada por tener una mucosa con epitelio plano estratificado, ligeramente
pigmentado, y una lamina propia papilar rica en glandulas serosas, formada por tejido conjuntivo
resistente unido a una base osteocartilaginosa por una submucosa rica en vasos sanguineos y
nervios.*”

La mayor parte de la cavidad nasal corresponde a la region respiratoria, revestida por epitelio
cilindrico pseudoestratificado ciliado, con células caliciformes, también conocido como “epitelio
respiratorio”. Como todo epitelio, éste se asienta sobre una membrana basal. La lamina propia esta
provista de numerosas fibras eldsticas y pueden observarse nodulos linforeticulares dispersos.
Contiene gran numero de glandulas tubuloalveolares con terminales tortuosas y pueden formar
adendmeros glomerulares, la mayoria de tipo seroso y en menor nimero de tipo mucoso y mixto.
Estas glandulas seromucosas se encuentran a lo largo de toda la mucosa, y junto con las células
caliciformes, forman una pelicula supraepitelial de moco que reviste toda la superficie luminal de la
mucosa. La submucosa es bastante rigida y de naturaleza conjuntiva, con vasos de mediano calibre
y haces de fibras nerviosas. Otra caracteristica destacable es la presencia de numerosos plexos
venosos dilatados que confieren a la mucosa el aspecto de tejido cavernoso los cuales presentan
varios ciclos diarios y alternados de ingurgitaciéon y detumescencia. La submucosa se contintia
directamente con el periostio de las paredes laterales y con el pericondrio que reviste la superficie

del tabique nasal formado por tejido cartilaginoso hialino. **)



La region olfatoria presenta una mucosa que reviste la parte dorsocaudal de la cavidad nasal. Se
caracteriza por la presencia de neuroepitelio de tipo cilindrico seudoestratificado ciliado con células
bipolares modificadas o neuroepiteliales. Estas, presentan una prolongacion citoplismica cuyo
extremo apical luminal muestra un bulbo provisto de cilios atipicos, carentes del axoplasma
microtubular caracteristico de los cilios mdviles. En la membrana de los cilios atipicos son captados
los estimulos olfatorios. Del extremo basal de estas células bipolares emergen los axones
amielinicos que atraviesan la lamina propia y la submucosa formando el nervio olfatorio, cuyos
axones atraviesan la lamina cribosa del etmoides y hacen sinapsis con las neuronas del bulbo
olfatorio. En la submucosa de la region olfatoria estan las glandulas serosas de Bowman, cuya
funcion es humedecer la superficie del epitelio y disolver las sustancias odoriferas para que
interactuen con los receptores de la membrana los cilios modificados de las células olfatorias

.. 2
neurosensitivas.® 3

Las caracteristicas histologicas de la mucosa nasal presentan variaciones regionales interespecies y
de acuerdo a la edad.>* En el cerdo, se conoce la anatomia macroscopica de la cavidad nasal pero
hay poca informacion relativa al desarrollo estructural de la mucosa, de la distribucion regional de
los tipos de epitelios que la conforman y de la existencia de otras especializaciones de la mucosa
como el 6rgano vomeronasal y el tejido linfoide asociado a la nariz (NALT, por sus siglas en inglés
Nasal-Associated Lymphoid Tissue), representante local del tejido linfoide asociado a mucosas

(MALT, por sus siglas en inglés Mucosa-Associated Lymphoid Tissue).

Tejido Linfoide asociado a la Mucosa (MALT)

El MALT esta constituido por nédulos linfoides solitarios o agregados, localizados en superficies
mucosas, y forma parte de los 6rganos linfoides secundarios junto con los linfonodos o ganglios
linfaticos y el bazo. Las amigdalas o tonsilas del anillo de Waldeyer y las placas de Peyer
localizadas en el ileon son ejemplos distintivos del MALT. La funcién principal del MALT es
producir y secretar IgA (e IgG, en algunos sitios) a través del epitelio superficial y glandular de la
mucosa correspondiente, favoreciendo respuestas inmunoldgicas tipo Th2, aunque también se ha
demostrado que puede haber respuesta Th1.“* > Los criterios morfofuncionales para que un tejido

linfoide se clasifique como parte del MALT requieren que: @7

El tejido linfoide esté en contacto con la superficie de la mucosa, el tejido linfoide se organice en
una region B dependiente formada por cimulos de nédulos o foliculos de linfocitos B incrustados

en una red de células dendriticas foliculares (FDC, por sus siglas en inglés Follicular Dendritic



Cells), y con algunos linfocitos T CD4+ y macréfagos, y zonas interfoliculares o region T
dependiente formada de tejido linfoide difuso que predominantemente contienen linfocitos T CD4
+, T CD8 + y células dendriticas (CD, por sus siglas en inglés Dendritic cells). Los nddulos
linfoides se llaman primarios o no estimulados cuando tiene un aspecto celular densamente
empaquetado; se les llama secundarios cuando presentan una parte central mas clara de células B
activadas (centroblasto y centrocitos) conocida como centro germinal. Puede haber nodulos
linfoides aislados (ILF, por sus siglas en inglés de Isolated Lymphoid Nodules), que también estan
formados por células B y pueden ser primarios o secundarios. El epitelio suprayacente a los nddulos
linfoides esta infiltrado por linfocitos y por ello se le conoce como linfoepitelio (LE por sus siglas
en inglés Lympho Epithelium). En éste, puede haber células M, células aplanadas con
prolongaciones citoplasmicas que envuelven a los linfocitos subpiteliales y que reciben ese nombre
por los micropliegues similares a microvellosidades pero mucho mas pequefas que éstas.

El muestreo y la transferencia de antigenos a través del LE lo realizan las células M y las CD cuyas
prolongaciones citoplasmicas llegan hasta la superficie luminal del epitelio y pueden
pinocitar/endocitar el moco que cubre la superficie epitelial. Por ello se les conoce como CD que
muestrean moco. Algunos componentes del MALT son constitutivos de ciertas mucosas, como las
amigdalas y las Placas de Peyer; otros componentes tales como el tejido linfoide asociado a los
bronquios (BALT, por sus siglas en inglés Bronchus-Associated Lymphoid Tissue) y los ILF
pueden ser inducidos en algunas especies de mamiferos luego de la exposicion a antigenos o de
inflamacion repetitivas o cronicas. La recirculacion de linfocitos en el MALT se da a través de las
vénulas de endotelio alto (HEV, por sus siglas en inglés High Endothelial Venules) presentes en las
areas interfoliculares, cuyo endotelio expresa adhesinas que unen y regulan la transmigracion al

tejido linfoide de linfocitos que expresan L-selectinas. "

Los representantes mejor descritos del MALT, ademas del NALT y del BALT, son el tejido linfoide
asociado a intestino (GALT), el tejido linfoide asociado a la conjuntiva (CALT), el tejido linfoide
asociado al conducto lagrimal (LDALT), el tejido linfoide asociado a la laringe (LALT) y el tejido

linfoide asociado al conducto salival (DALT)."> ' EI NALT se ha descrito en pequefios roedores

(14-16) (17) (18) (19, 20) 1) (22)

de laboratorio, en vacas, ~’ monos, ~ caballos, aves, ’ perros, murciélagos.m) En

humanos el NALT s6lo es identificable durante los primeros afios de vida.**



Tejido Linfoide Asociado a la Nariz (NALT)

Anatémica e histologicamente el NALT ha sido estudiado en algunos roedores de laboratorio (Fig.
1).>*) EI NALT esta formado por dos agregados linfoides no encapsulados localizados en el piso
de la cavidad nasal, uno a cada lado del tabique nasal y por arriba del paladar blando, a ambos lados

del conducto de la nasofaringe, y se considera analogo al anillo de Waldeyer *"?%

en
humanos.“**" La equivalencia funcional del NALT con otros 6rganos linfoides secundarios esta
fundamentada por la presencia de poblacionales de células T y B, de un epitelio respiratorio
modificado asociado a los foliculos (nddulos) o epitelio asociados a foliculos (FAE, por sus siglas
en ingles, Follicle-Associated Epithelium)®® con células M“?, a través de los cuales pueden entrar
diferentes patdogenos y antigenos presentes en el aire inspirado. La predominancia de linfocitos
CD4+ ThO sobre los CD8+ indica que en el NALT puede inducirse respuestas Thl o Th2.*)

Como en la mayoria de los 6rganos linfoides secundarios del MALT, el NALT carece de vasos
linfaticos aferentes. La llegada de linfocitos T y B ocurre a través de las HEV. La migracion de
linfocitos T activados y células plasmaticas se da por los vasos linfaticos eferentes que desembocan
en la circulacion venosa o a otro ganglio linfatico si se trata de una cadena ganglionar. Un esquema

del MALT en roedores, en particular de los componentes del NALT y del BALT, se representa en
la figura 1.
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Figura 1. Tejido linfoide asociado a las mucosas de vias respiratorias como sitio de interaccion
inicial con patégenos y antigenos. (Modificada de Sahaza et al., 2014).“”



Organizacion y localizacion del NALT en algunos mamiferos

Ratén (Fig. 2A-D) y rata (Fig. 2E). El NALT (flechas) esta situado en los angulos basolateral de la
cavidad nasal (NC) por encima del paladar. En un corte transversal del paladar aislado (B) se
observa un foliculo linfoide primario (flecha), mientras que en un corte horizontal del paladar
aislado(C), la presencia y tamafio del NALT se ven claramente, asi como algunas areas de NALT
ricas en vénulas de endotelio alto (D, puntas de flecha y circulo en blanco).

Conejo (Figs. 2F, G). Esta organizado en grupos de nodulos linfoides separados por regiones
internodulares, de 1 a 3.3 cm de largo, localizados medialmente a los meatos nasales ventrales.
Caudalmente, el NALT se extiende en forma de una banda en la parte inferior del meato nasal
ventral y es continuo con el tejido linfoide de las paredes laterales y del dorso del meato
nasofaringeo. Adicionalmente, los linfocitos intraepiteliales e ILF estan presentes en posiciones
aleatorias dentro de la mucosa de los cornetes nasales. El NALT mas voluminoso del conejo se
encuentra en el tercio medio de la cavidad nasal “Y y es mas abundante en comparacién con
roedores de laboratorio. En la Fig.2F se identifica el tabique nasal (1), el meato nasal dorsal (2), el
meato nasal comun (3), el meato medio nasal (3'), el meato nasal ventral (4), la concha dorsal nasal
(5), la concha nasal ventral (6), en las laminas en espiral y en la lamina propia hay linfocitos
intraepiteliales y pequefios ILF (7), paladar duro (8), cavidad oral (9), la raiz del incisivo superior
(10) y el 6rgano vomeronasal (11). En la Fig. 2G se identifica (1) meato nasal dorsal (2), meato
nasal medio (3), meato nasal ventral (4), concha nasal dorsal (5), cornete medio (6), cornete dorsal
sinusal (7), seno maxilar (8), el conducto lagrimal con LDALT, (flechas) (9), el paladar duro (10) y
la cavidad oral (11). (A) foliculos linfoides secundarios (II fol) cubiertos por FAE en la parte
inferior del meato nasal ventral. (B) foliculo linfoide secundario (II fol) cubierto por el FAE en la
pared del meato nasal medio. En la region interfolicular se sefalan las HEV.

Humano. En los primeros 2 a 4 afios de vida, el NALT puede encontrase principalmente en las
regiones anteriores de los cornetes (Fig. 2H). Posteriormente es dificil encontrar nodulos linfoides
en casi toda la cavidad nasal. El NALT en humanos, se dice, “migra” hacia la parte posterior de las
coanas y es identificado como la tonsila nasofaringea o adenoides. “Y Estas, junto con las tonsilas
tubarias, las bandas linfoides faringeas y las tonsilas lingual y palatinas, forman el anillo de
Waldeyer.

Murciélago. El NALT esta formado por dos agregados linfoides no encapsulados, localizados en el
piso de la cavidad nasal, uno a cada lado del tabique nasal y por arriba del paladar blando™ (Figs.
21, J). Los nddulos linfoides estan cubiertos por un epitelio cilindrico simple pseudoestratificado

con algunas células caliciformes.
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Minicerdos: ¢l NALT es un 6rgano impar, presente desde el primer dia de edad, localizado en el

techo del conducto nasofaringeo,

organizado en nédulos linfoides no encapsulados cubiertos por
LE bordeado por epitelio respiratorio (Figs. 2K, L). Desde el tercer dia de edad se observa un
incremento de su tamafio, con desarrollo prominente de centros germinales, lo que sugiere la

activacion de respuestas inmunes asociadas al NALT ante los retos antigénicos posnatales.

Cerdos comerciales. En la actualidad no se tiene informacion de la presencia del NALT en cerdos
(Sus scrofa domesticus) comerciales o de produccion intensiva. En lechones de 1 a 28 dias de edad

se ha hecho una descripcion de los tipos de epitelio que revisten la cavidad nasal pero no se ha

informado de la presencia de agregados linfoides. “” Un reporte histologico de la mucosa nasal de
48)

cerdos describe la caracterizacion histoquimica de células caliciformes.

Figura 2. Tejido Linfoide Asociado a la Nariz en diferentes especies. Raton (a-d), rata (e) conejo (f,
g), humano (h), murciélago (i, j) y minicerdo (k, 1). NC: cavidad nasal. NS: septo nasal. TN:
Tabique nasal. PB: paladar blando. P: paladar duro. FAE: epitelio asociado a foliculos. ND: ducto
nasofaringeo. ET: turbina etmoidal. IIFol: Foliculos secundarios., ILF: foliculo linfoide aislados.
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Células Dendriticas, Células Dendriticas Foliculares y Organos Linfoides Secundarios

Las células dendriticas (CD) son un grupo especializado y heterogéneo de células presentadoras de
antigenos, que estan presentes en los 6rganos linfoides secundarios. Se han descrito hasta 4 tipos de
CD, que proporcionan estructura y estabilidad funcional para el microambiente de los ganglios

linfaticos, “*

pero que difieren en su ubicacion histologica, ultraestructura y funcion, estas incluyen:
Células dendriticas foliculares (FDC), células dendriticas interdigitantes, células de Langerhans, y
las células fibroblasticas/histiocitarias.“**” Por su relacién con uno de los objetivos del presente
trabajo, mencionaremos algunas caracteristicas de las FDC.

Las FDCs fueron originalmente identificadas por su morfologia y por su capacidad de atrapar
complejos inmunes (ICs por sus siglas en ingles immune complexes) en los nodulos de las zonas B
dependientes de los ganglios linfaticos, del tejido linfoide asociado a mucosas y del bazo. Estos ICs
son retenidos durante meses o afios en la malla tridimensional compleja de prolongaciones
citoplasmicas o dendritas de las FDC. ®" Estas no son un subtipo de CD convencionales (células
dendriticas mieloides, células dendriticas plasmacitoides, células de Langerhans y células
dendriticas interdigitantes) ni se originan de precursores presentes en la médula 6sea. Las FDC son
de origen estromal y se desarrollan a partir de células vasculares murales. “” Funcionalmente,
también difieren de las CD convencionales. Estas captan y procesan antigenos para ser presentados,
en el contexto de moléculas clase II del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), a las
células T CD4 positivos virgenes, mientras que las FDC presentan intacto los ICs en su superficie
celular sin la necesidad del MHC.®**® Esta caracteristica, junto con la provision de quimiocinas,
moléculas de adhesion, y factores troficos, permiten que las FDC mantengan la formacion y
expansion en la respuesta de células B y moldeen el microambiente local.

Los zonas B dependientes de los érganos linfoides secundarios, funcional y estructuralmente, tienen
una colaboracion mutuamente dependiente de las células B y FDC: mientras que la FDC
proporciona sefiales para retener y mantener a las células B en los nddulos, las células B son
esenciales para el desarrollo y mantenimiento de la FDC, a través del factor de necrosis tumoral
(TNF) y la linfotoxina (LT). Los d6rganos linfoides que carecen de células B o de cualquiera de estas
citoquinas, carecen también de FDC.®**"*¥ Los ratones que carecen de estas citoquinas, de sus
receptores respectivos, o factores esenciales para su sefializacion no sé6lo no desarrollan FDC, sino
que también son incapaces de formar adecuadamente los nddulos de células B como parte de la
estructura sofisticada linfoide. Esto sugiere que las FDC ejercen un papel fundamental en la
retencion de células B en los nddulos de los 6rganos linfoides secundarios.

La exposicion de ICs en la superficie celular por largos periodo de tiempo, esta relacionada con la

expresion de diversos receptores como CD21, CD35, y para el Fc de IgE (CD23) y de IgG (CD32)
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y del complemento. Junto con ciertas quimiocinas (Factor de necrosis tumoral y linfotoxina), todos
estos marcadores son esenciales para la supervivencia de las células B en el centro germinal, en

: i 55-5
asociacién estrecha con las FDC. ¢>57

Respuesta inmune asociada a mucosas hasta el destete

La inmunidad en el cerdo, como la de otros organismos, es compleja y enlaza defensas de tipo
inespecifico con mecanismos especificos mediados por anticuerpos y por la inmunidad celular. ©*
*) Durante el desarrollo intrauterino, las inmunoglobulinas no cruzan la placenta por lo que los

lechones son agamaglobulinémicos al nacimiento;®”

(61,62)

sin embargo, son competentes
inmunolégicamente pero aun no pueden favorecer respuestas inmunes rapidas sistémicas y
locales de la mucosa. La supervivencia depende directamente de la adquisicion de la inmunidad
materna a través del calostro y la leche “**¥. La proteccién por la inmunidad materna es mediada
por un numero de factores, incluida la inmunidad humoral sistémica especifica, que implica IgG e
IgA maternal transferidas en calostro y absorbidas dentro de las primeras 36 h de vida 9. El

aumento en la calidad del calostro depende de la estimulacion de la inmunidad sistémica. "

Receptores con acido sialico en la mucosa nasal del cerdo

Las moléculas de acido sialico son monosacaridos, que se expresan en todas las células de los
animales superiores (ver estructura mas adelante). Se encuentran en complejos de carbohidratos
(glicoproteinas y glicolipidos) y se localizan en las membranas celulares. Su diversidad estructural
es alta cerca de 50 miembros. Estos monosacaridos participan directa o indirectamente en multiples
y diversos eventos celulares. También representan sitios de reconocimiento para varios receptores
fisioldgicos, asi como para las toxinas y microorganismos, y de este modo permitir su colonizacion.
Muchos virus utilizan como receptor de entrada moléculas de acidos sialicos en la infeccion de
células. Esta bien establecido que el ciclo de replicacion del Rubulavirus porcino (RVP,
paramixovirus) 7” tiene lugar en el citoplasma de la célula hospedera. La adsorcion del virus se
produce en la superficie de la membrana de la célula hospedera. La proteina de unién del RVP (HN)
reconoce y se une a moléculas que contienen acido sialico 7",

La expresion y distribucion de acido sidlico (SA, por sus siglas en inglés sialic acid) en las células
animales, parece estar regulada por el desarrollo y variacion entre especies.”’*” El reconocimiento
del acido sialico esta dada por:

El tipo de residuo de acido sidlico, unioén entre el residuo de acido sidlico (s) y la cadena de
oligosacarido, secuencia de la cadena de oligosacarido, nimero de residuos de acido sidlico,

disposicion espacial de los residuos de acido sialico.
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Se ha demostrado la presencia de dos tipos de moléculas de acido sialico (Neu5Aca2,3Gal y
Neu5Aca2,6Gal) en el tracto respiratorio superior de los cerdos, los cuales también son reconocidos
como receptores por el virus de Influenza de cerdos y aves 7*7®. En 2002 se identifico que la
mayoria de los tejidos porcinos expresan acidos sialicos a-2,3 y a-2,6 utilizando lectinas especificas
como Maackia amurensis (MAA, Neu5Aca2,3Gal) y Sambucus nigra (SNA, Neu5Aca2,6Gal). 7
Leyva y cols. (2002) indican que la molécula Neu5Aca2,3Gal es el componente esencial del
receptor celular de Rubulavirus porcino y que los cambios en su expresion determinan la

o1 . . . .y . -82
susceptibilidad o resistencia a la infeccion viral.®**?

(2,3) enlace a Neu5Ac (2,6) enlace a Neu5Ac

Estructura de los acidos sialicos. a: acido sidlico comun es el acido N-acetilneuraminico (NeuSAc).
b: 4cido N-acetilneuraminico unidos por enlace glicosidico alfa 2-3 a galactosa (NeuAca2,3Gal). ¢: 4cido N-
acetilneuraminico unidos por enlace glicosidico alfa 2-6 a galactosa (NeuAca2,3Gal). Tomado y

modificado de http://lipidlibrary.aocs.org/Lipids/gang/index.htm
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Lectinas

Son proteinas de origen vegetal, animal, bacteriano o viral que reconocen especificamente
carbohidratos. Existen lectinas con actividad aglutinante sobre eritrocitos (hemaglutininas),
leucocitos (leucoaglutininas), con actividad mitogénica sobre diversas células (concanavalina A) o
con actividad citotoxica (lectina de Ricinus vulgaris). La unioén especifica de las lectinas a
determinados azucares ha permitido utilizarlas (en forma similar a los anticuerpos) como reactivos
de reconocimiento en técnicas histoquimicas. Todas las actividades biologicas reportadas para las

lectinas tienen en comun el reconocimiento de un receptor oligosacaridico.

Enfermedad del ojo azul

Rubulavirus porcino (RVP) es un virus emergente detectado en 1980 en La Piedad, Michoacan ©**”
Meéxico. Es el agente etiologico de la enfermedad del ojo azul, en todas las edades del cerdo. La
enfermedad estd caracterizada por alteraciones neurologicas, reproductivas, respiratorias y,
ocasionalmente, opacidad de la cornea, de alli el nombre de enfermedad del ojo azul. ®“*” En la
actualidad, México es el Gnico pais en el que se ha reconocido a esta enfermedad."*'*" Debido a su
similitud estructural, funcional y genética con los virus de la parotiditis humana, parainfluenza
humana 2, 4 y parainfluenza simico 5, RVP fue clasificado en el orden Mononegavirales, familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, género Rubulavirus, especie Rubulavirus porcino.
(85,102-105)

El RVP es un virus envuelto con genoma de ARN de polaridad negativa, pleomorfico, con un
didmetro aproximado de 135 + 360 nm, formado por una cubierta lipidica con las glicoproteinas
hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N), la proteina 66 kDa y la proteina F de 59 kDa. La
transmision del RVP es de un individuo a otro por via aérea, por medio de microgotas inhaladas que
contienen el virus. De acuerdo con diversas evidencias experimentales, la multiplicacién inicial del
RVP se lleva a cabo en la mucosa nasofaringea y el tejido linfoide asociado; posteriormente el virus
se disemina por las vias aéreas inferiores donde se replica abundantemente. El inicio de la infeccion
por RVP esta determinado por el reconocimiento y unidon a moléculas glicosiladas con acido sialico
(Neu5Ac), expresadas en la membrana plasmatica de las células epiteliales de la mucosa de vias

respiratorias. (1% 10
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Figura 3. a) Esquema del RVP. En la superficie de la membrana viral se encuentran las
glicoproteinas transmembranales HN y F, en la parte interna de la misma se localiza la proteina de
matriz M. Intimamente ligada a la cadena de ARN se encuentran las nucleoproteinas (NP) que
conforman la nucleocapside helicoidal y las proteinas P y L que forman el complejo con actividad
polimerasa del virus. Tomada y modificada de Santos-Lopez y cols., 2004. ¥
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INSERCION DE
GLICOPROTEINAS
DE ENVOLTURA

SINTESIS DE
PROTEINAS

REPLICACION
APARATO

CELULA-CELULA

Figura 4. Ciclo de infeccion deRubulavirus. Tomado de Leyva et al, 2002, con base a 1. Lamb RA,
Kolakofsky D (1996). Paramyxoviridae: The viruses and their replication,.En: Fields BN, Knipe

DM, Howley PM et al. (Eds). Fields Virology. Tercera Ed. Lippincott-Raven Publishers. Filadelfia-
Nueva York, pp. 1177-1204
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Figura 5. Estructura del disacarido sialilo2,3-galactosa. Esta molécula esta formada por un residuo
de acido N-acetil-neuraminico unido en enlace glicosidico alfa al carbono 3 de la galactosa. Se
muestra el sitio de corte de la enzima neuraminidasa. Los estudios indican que esta molécula es
componente del receptor celular del rubulavirus porcino. Tomado de Leyva et al, 2002.

RVP se une al acido sialico a través de Hemaglutinina

El genoma de RVP tiene seis genes (Fig.3). La nucleocapside estd constituida por el ARN
genomico y la nucleoproteina (NP), a la cual se asocian la fosfoproteina (P) y una proteina de alto
peso molecular (L). En la envoltura viral se encuentran las proteinas de matriz (M), la de fusion (F)
y la hemaglutinina-neuraminidasa (HN) ®*'°_ La HN es la principal proteina involucrada en el
inicio de la infeccion (Fig. 4), reconoce al receptor en la membrana de la célula hospedera
(actividad hemaglutinante, HA), que es un acido neuraminico unido a glicoproteinas o glicolipidos
en la membrana celular; coopera con la proteina F para fusionar las membranas celular y viral, paso
importante para el ingreso del genoma viral en la célula. La HN tiene también actividad de
neuraminidasa (NA)(Fig. 5), la cual consiste en la remocion de residuos de acido sidlico de la

progenie viral.'°>1%%)

La proteina HN del RVP reconoce al receptor en la membrana de la célula a través del acido sialico
o acido neuraminico 02,3 galactosa. De igual forma las lectinas son capaces de reconocer y de
unirse a glicidos terminales que forman parte de cadenas de oligosacaridos, ya sea de manera libre
o formando parte de glicoproteinas, esto se lleva a cabo por el dominio de reconocimiento a
carbohidratos. Asi, la aglutinina de Maackia amurensis (MAA), reconoce al acido sialico 02,3 Gal

y la aglutinina de Sambucus nigra (SNA) reconoce al acido sialico a2,6 Gal o a Nacetil-
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galactosamina. Leyva y cols. (2002) ®V demostraron que tanto MAA y RVP reconocen la molécula

Neu5Aca2,3Gal, componente primordial del receptor celular de RVP.
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JUSTIFICACION

La mucosa nasal es la puerta de entrada de numerosos patdgenos y antigenos presentes en el aire
inspirado. En los cerdos se le identifica como el sitio de interaccion con patdégenos de importancia
veterinaria desde los primeros dias de vida posnatal. Para el caso de RVP se ha destacado, in vitro,
la relevancia de la expresion de glicoconjugados con acido sialico a2,3Gal en la membrana de las
células del hospedero.Hasta ahora no ha sido identificado in vivo e in situ la expresion de estos
sialogluconjugados en la mucosa nasal de cerdos jovenes, durante el primer mes de vida posnatal.
Mas aun, existen pocos antecedentes de las caracteristicas histologicas o del estado de
histodiferenciacion de la mucosa nasal posnatal, circunstancia que podria estar relacionada con el
establecimiento de mecanismos de inmunidad innata relevantes para la interaccion con patogenos y
antigenos. Asimismo, y dada la importancia del NALT como sitio de induccion de respuestas
inmunologicas locales y sistémica, no hay evidencia de la identificacion en cerdos comerciales de

este representante de los organos linfoides secundarios.

HIPOTESIS
Si la infeccion con RVP esta asociada a la expresion celular de glicoconjugados con acido sialico
02,3Gal, entonces RVP inoculado intranasalmente se localizara en los sitios de la mucosa nasal que

expresen dichos glicoconjugados.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar las caracteristicas histologicas de diferentes regiones de la mucosa nasal, incluyendo al
NALT de cerdos jovenes y la expresion de receptores 02,3Gal y a2,6Gal con histoquimica de
lectinas, respectivamente, asi como la interaccién de RVP (Pac-3 La Piedad) con la mucosa nasal de

cerdos de 15 y 30 dias de edad, posterior a una inoculacion intranasal experimental.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Identificar las caracteristicas histologicas de la mucosa nasal comin en los diferentes
segmentos de la cavidad nasal y del NALT de cerdos de 15 y 30 dias de edad.

* Identificar histoquimicamente con MAA y SNA la presencia y distribucion de acido sialico
02,3Gal y 02,6Gal, respectivamente, en la mucosa nasal de los diferentes segmentos de la
cavidad nasal y del NALT de cerdos de 15 y 30 dias de edad.

* Identificar inmunohistoquimicamente la localizacion de RVP con la mucosa nasal y en el
NALT, 1y 3 horas post-inoculacion intranasal de cerdos de 15 y 30 dias de edad.

* Correlacionar los sitios anatomicos e histologicos de la mucosa nasal de cerdos de 15 y 30
dias de edad en los que se identifique la expresion de acido sialico 02,3Gal y a2,6Gal, con

la presencia del inmunorreactividad al RVP inoculado intranasalmente.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon 28 cerdos machos hibridos York-Landrace de 15 y 30 dias de edad (Fig. 6), divididos
por edad en 2 grupos de 14 animales cada uno, castrados, provenientes de la granja del Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM. Los cerdos fueron trasladados al bioterio de la Facultad de
Medicina (UNAM), el cual fue adaptado para el mantenimiento a corto plazo de los animales,
donde fueron alimentados con una dieta comercial y agua ad libitum. Posterior a un periodo de
adaptacion de 2 dias, los cerdos fueron asignados por edad y al azar a cada grupo experimental
(Tabla 1). Todos los procedimientos y el protocolo experimental fueron aprobados de acuerdo a las
recomendaciones del Comité de Usos y Cuidados de Animales de Laboratorio, con base en la Guia

Oficial Mexicana (NOM 062-Z00-1999) 7.

T £

Figura 6. Cerdos machos hibridos York-Landrace de 15 y 30 dias de edad.
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Virus

El Rubulavirus porcino (RVP) cepa PAC3 se propagd en cultivo de células de rifion canino
(MDCK/127: Madin-Darby Canine Kidney), se determiné el titulo viral y se ajusté a 1 x 10
DICCsy/mL. La cepa PAC3 del RVP se caracteriza por provocar cuadros subclinicos en cerdos en
crecimiento, originando dafios leves a nivel del tracto respiratorio *"'®®. El virus fue proporcionado
por el Dr. Humberto Ramirez Mendoza, jefe del laboratorio 3317-A de Virologia Molecular de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UNAM.

Disefio experimental

Disefio experimental

Grupo 1 Grupo 2
Edad 15 dias 30 dias
Tiempo 1h 3h 1h 3h
Controles 3 3 3 3
Experimentales 4 4 4 4

Tabla 1. Disefio experimental para la identificacion e interaccion del RVP con la mucosa nasal de
cerdos, 1 y 3 horas post-inoculacion por instilacion intranasal.

Infeccion experimental

Se inocularon por via nasal un total de 2ml del RVP, cepa PAC-3, a 1 x 10° DICCsy/mL a cada
animal. El procedimiento se realiz6 sujetando al cerdo en decubito dorsal, depositando 50 pL cada
30 s en la narina del lado derecho. Después, se liber6 al cerdo para permitir la libre ventilacion y la
interaccion del inoculo con la mucosa nasal. Los animales controles fueron inoculados de la misma
manera pero con solucion salina estéril. Todos los animales fueron sacrificados de acuerdo al disefio
experimental y de acuerdo a la NOM 062-ZO0-1999 "°? administrando una sobredosis con

pentobarbital sédico (1ml/5kg PV/IV).
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Lectinas
En la Tabla 2 estan referidas las lectinas MAA y SNA utilizadas en el presente estudio y su
especificidad por el acido sialico correspondiente. Estas lectinas fueron seleccionadas porque su

especificidad por sialoglucoconjugados es similar a la de la glucoproteina HN de RVP.

Lectina Abreviacion Especificidad de Dilucion Refere
carbohidrato ncia
Maackia MAA NeuAco2,3Galp1,4GIcNA  1:100 Yamamoto et
amurensis al.,1997 1%
Sambucus nigra  SNA NeuAca2,6Gal = 1:100 Shibuya et
NeuAcB2,6GalNA al., 1987 (19

Tabla 2. Lectinas utilizadas para identificar receptores en la mucosa nasal y NALT.

Técnica Histoldgica Ordinaria con descalcificacion del macizo 6seo nasal

Después del sacrificio de los animales, se hizo pasar abundantemente por las narinas hasta el
conducto nasofaringeo una solucion de formol al 10% amortiguado para fijar la mucosa nasal. La
piel, mandibula, boveda craneana, tejidos blandos asi como el exceso de hueso que rodea la cavidad
nasal fueron retirados por diseccion (Figura 12) y el macizo éseo con cavidad nasal y conducto
nasofaringeo incluidos fuero fijado por inmersion (proporcion espécimen/fijador 1:10) en formol al
10% durante 24 horas. Posteriormente, los especimenes nasales fueron lavados con agua corriente y
solucion salina fisiologica para retirar el exceso de fijador y luego fueron sumergidos en una
solucion acuosa de acido formico al 5% durante 2 semanas '"''?. Al concluir la descalcificacion,
las muestras se lavaron con agua corriente abundantemente.

El macizo 6seo nasal fue seccionado en 15 segmentos de 1 cm de grosor, aproximadamente
(Fig.10), y cada uno, perfectamente identificado en sentido anteroposterior, fue procesado para
inclusion y corte en parafina. Para la histoquimica de lectinas y para la inmunohistoquimica, los
cortes de 6 um de grosor, seriados, fueron adheridos en portaobjetos cargados Superfrost Plus
(Shandon Inc. Pittsburg, PA USA). Algunos cortes dentro de la seriaciéon fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina y con la técnica de PAS, para el estudio histologico y para la identificacion de
componentes celulares y tisulares glicosilados, como glucocélix, moco en glandulas seromucosas y

mucosas y células caliciformes, respectivamente.
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Los cortes histologicos adheridos a los portaobjetos fueron desparafinados y rehidratados con pasos
decrecientes de concentraciones de solventes organicos desde xilol absoluto hasta alcohol al 70%.
Se sumergieron en solucion de hematoxilina de Gill por 3 min, fueron lavados con agua destilada y
luego fueron tefiidos durante 20 segundos en solucion de eosina "''?. Después de la deshidratacion
en secuencia inversa a lo descrito arriba, desde etanol de gradacion creciente hasta xilol absoluto,
los cortes fueron montados con resina hidrofobica Poly-mount (PolySciences, Warrington, PA,

USA).

Histoquimica con lectinas para microscopia de fluorescencia

Se realizé histoquimica "'

con las lectinas MAA y SNA, ambas biotiniladas, y como revelador
de la unidn a sialoconjugados se utilizo estreptavidina acoplada a fluoresceina. La observacion y
analisis de las preparaciones se realizd con los microscopios Leica DM 2000, adquiriendo las
imagenes en una computadora con el programa FAST4. También se utilizé un microscopio Nikon
Eclipse 80i, ambos instrumentos equipados con epifluorescencia y camara digital.

Los cortes fueron desparafinados en estufa a 56°C y por inmersion en xilol, rehidratados en etanol
de gradacion decreciente hasta agua y fueron enjuagados con PBS (pH 7.4) durante 5 min. Para la
recuperacion antigénica, los cortes fueron sumergidos en un vaso de Coplin con buffer de citrato de
sodio (pH 6) y fueron colocados sobre una parrilla sumergida en 1-2cm de agua dentro de una olla
de presion (vapor o express). La temperatura de reactivacion fue a 130-140°C por 3 min. Después
de dejar que los cortes tuvieran la temperatura ambiente (TA) fueron enjuagados en PBS, 3 veces de
5 min cada una. Los cortes fueron incubados a TA en albumina sérica bovina (BSA) libre de IgG al
2% y Tritén X-100 al 0.01% diluidos en PBS, durante 30 min. Posteriormente, se realiz6 el bloqueo
de avidina y biotina enddgenas (kit de bloqueo de Biocare Medical) durante 10 min cada uno y
luego se enjuagd con PBS con CaCl, ImM. La incubacion con lectinas biotiniladas fue a 37°C por 2
h, MAA 1/100, y SNA 1/100 (ambas de Sigma) diluidas en PBS con BSA al 1%. Al término de la
incubacion, los cortes fueron enjuagados con PBS 2 veces de Smin cada una. Finalmente, los cortes
fueron incubados en estreptavidina-FITC diluida en PBS a 37°C durante 1 h. Ya que los cortes en
parafina de muestras fijadas con aldehidos presentan autofluorescencia emitiendo en verde y en
rojo, los cortes fueron tefiidos con Azul de Evans"'® (0.0018g en 10ml de agua destilada) durante
25 min, con la finalidad de virar toda la autofluorescencia a rojo (ver adelante), resaltando la
emision en verde de FITC. Para el montaje fue utilizado Vectashield-DAPI (Vector), 15pul por corte,
a oscuras, y sellada con barniz de ufias alrededor del cubreobjetos.

Los cortes controles fueron procesados de la misma forma como se ha descrito pero se omitio la

incubacion en las lectinas, dejando los cortes cubiertos con PBS. Adicionalmente, para la
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reproducibilidad de los resultados y como control técnico de la histoquimica con MAA y SNA, en
algunos cortes se realizo una cinética de incubacion con sialidasa (Clostridium perfringens, Sigma,

St Louis, Mo, USA) para eliminar al acido sialico especifico (ver adelante).

Eliminacion o virado de la autofluorescencia

La autofluorescencia es un fenomeno comun en muestras biologicas fijadas con aldehidos y, mas
aun, si son procesadas para inclusion y corte en parafina. Por lo anterior, previamente a la
realizacion de histoquimica de lectinas biotiniladas y estreptavidina-FITC, llevamos a cabo varios
procedimientos referidos como ttiles para eliminar o virar la autofluorescencia, utilizando el azul de

(13119 amoniaco-etanol" ' y borohidruro de sodio."'® De cada uno de los procedimientos, se

Evans,
realizé una cinética de tratamiento de cortes desparafinados y rehidratados, a los 5, 10 15, 20, 25 y
30 min, enjuagados con PBS y fueron montados con Vectashield-DAPI (Vector), 15ul por
laminilla, a oscuras y sellados con barniz de ufias alrededor del cubreobjetos.

El mejor resultado se obtuvo con azul de Evans a los 25 min de tratamiento, virando el color verde
de la autofluorescencia a un color rojo al ser excitado con la misma longitud de onda que excita a
FITC (450-490 nm de longitud de onda) (Fig. 7). Es muy importante mencionar que los parametros
de contraste electronico para la obtencion de las fotomicrografias (tiempo de exposicion, ganancia,
factor gamma) se mantuvieron constantes para todas las muestras observadas. Asimismo, todas las

fotomicrografias fueron procesadas con el programa Photoshop solo para homogeneizar el fondo en

negro de manera automatica (niveles).
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Figura 7. Corte seriados del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias. Se observa
autofluorescencia en nervios excitados con longitudes de onda azul (a) y verde (b). La mucosa nasal
tratada con azul de Evans y excitada con luz azul emite en rojo (d). La fotomicrografia de este corte
fue editada con Photoshop, usando niveles en negro solo para el fondo para eliminar el fondo y
resaltar el virado de la autofluorescencia con azul de Evans (c). Nétese que la autofluorescencia en
verde ha sido abatida.

Estudio de la especificidad de la lectina y de su actividad de hemaglutinacion

Se utilizaron eritrocitos de cerdos de 2 y 4 meses de edad ya que estas células expresan
glicoconjugados de membrana ricos en acido sidlico. La actividad hemaglutinante de las lectinas fue
evaluada por un ensayo de doble dilucion seriada. Los ensayos se realizaron en placas de
microtitulaciéon de 96 pozos, los resultados se reportan como el inverso de la tltima dilucion con

actividad aglutinante:
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Figura 8. Ensayo de hemaglutinacion con las lectinas PNA (Peanut agglutinin), MAA y SNA. En el
pozo: (1) control (PBS) y (2) con PNA no hubo hemaglutinacion. (3) Con MAA hubo
hemaglutinacion el titulo es 8y (4) con SNA es 128.

Figura 9. Ensayo de hemaglutinacion con sialidasa con las lectinas PNA (Peanut agglutinin), MAA
y SNA. En el pozo: (1) control (PBS) no hubo hemaglutinacién. (2) con PNA el titulo es 256. (3)
con MAA es 64 y (4) con SNA es 64.

Cinética de tratamiento con sialidasa de Clostridium perfingens

Los cortes utilizados en este ensayo fueron desparafinados, rehidratados, reactivados
antigénicamente y bloqueados para avidina y biotina enddgenas como se ha mencionado
previamente. Para escindir los residuos de acido sialico terminales unidos por enlaces a(2-3) con
una galactosa o por a(2-6) a galactosa o a N-acetil-galactosamina, los cortes fueron incubados
durante 2, 4, 6, 48 y 50h en camara hiimeda, a 37°C, con una sialidasa (neuraminidasa) de
Clostridium perfringens (Sigma, St Louis, Mo, USA), 200 ul de 1 unidad/ml, diluida en PBS,
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renovando la enzima a las 12 h para los tiempos de 48 y 50h. Después de detener la actividad de la
enzima con lavados en PBS, los cortes fueron procesados con el protocolo descrito para la
histoquimica con lectinas biotinilidas y estreptavidina-FITC, virado al final con azul de Evans

113,114 r1:.: . , . .
(13119 "y analisis con microscopia de epifluorescencia.

Inmunohistoquimica enzimatica para RVP

Los cortes histologicos de las diferentes regiones y segmentos de la cavidad nasal de los cerdos
inoculados por instilacion del RVP fueron desparafinados, rehidratados, y reactivados
antigénicamente como se menciond anteriormente. Algunos de estos cortes fueron utilizados para

hacer pruebas de bloqueo de peroxidasa endogena con peroxido de hidrogeno al 30% !'>'"?

en agua
destilada por 10 min o peréxido de hidrégeno al 3% en metanol por 10 min o acido periodico al
0.28% (0.0280 g en 10 ml de agua destilada) por 1 min. Después de enjuagar con PBS (pH 7.4) por
5 min, se hizo el revelado con 4.2 mg 3, 3 diaminobencidina (DAB) "'” en 10 ml de Tris-HCI + 0.4
ml de peroxido de hidrogeno al 30 % por 5 min. Los cortes fueron enjuagados con Tris-HCI y
contratefiidos con hematoxilina de Harris por 30 s y lavados con agua corriente de la llave. Luego
de deshidratarlos fueron montados con resina sintética.

Algunos cortes no fueron bloqueados de la peroxidasa endogena y fueron incubados en la solucion

de revelado (DAB/peroxido de hidrogeno) con el fin de saber la expresion de la enzima y comparar

con los procedimientos de bloqueo ensayados.

Otro procedimiento estandarizado previamente fue el bloqueo de la union inespecifica del
anticuerpo secundario que se emplearia en inmunohistoquimica enzimatica. Algunos cortes
procesados como se ha descrito anteriormente y con el bloqueo de peroxidasa endogena que resulto
mejor, fueron incubados con ASB al 1% y Tritén X-100 al 0.01% en Tris-HCI (solucion de bloqueo
de sitios de union inespecificos) durante 1h a 37°C. Después de escurrir y sin lavar los cortes, estos
fueron cubiertos con el anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo hecho en cabra) acoplado a
peroxidasa de raiz fuerte diluido 1/100 en Tris-HCl con BSA al 0.1% y Triton X-100 al 0.01%
durante 1h a 37°C. Finalmente, después de 3 lavados en Tris-HCl a TA, se realizo el revelado con
4.2 mg de 3, 3 'diaminobencidina (DAB) en 10 ml de Tris-HCI + 0.4 ml de perdxido de hidrogeno al

30 % por 5 min 7

. Para analizar los resultados de los procedimientos, los cortes fueron
contratefiidos con la hematoxilina de Harris por 30 s, lavados con agua de la llave, deshidratados en
etanol de gradaciones crecientes y montados con resina sintética, utilizando cubreobjetos del

numero 1.
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Algunos bloqueos de sitios de union inespecifica fueron realizados adicionando suero normal del
animal del que se obtuvo el anticuerpo secundario.

La ultima estandarizacion técnica fue probar varias diluciones del suero hiperinmune de conejo
inmunizado con RVP, probado y donado por el Departamento de Produccion Animal: Cerdos, de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, dirigido por el Dr. Ivan Sanchez
Betancourt. Brevemente, los cortes histologicos de las diferentes regiones y segmentos de la
cavidad nasal de los cerdos inoculados por instilacion del RVP (ver antes) fueron desparafinados,
rehidratados, y reactivados antigénicamente como se menciond anteriormente. El bloqueo de
peroxidasa endogena fue realizado con perdxido de hidrogeno al 30% en agua destilada durante 10
min. Después de enjuagar en Tris-HCI, los cortes fueron incubados en BSA al 1% con Triton X-100
al 0.01% durante 1 h a 37°C y luego de escurrir esta solucion y sin enjuagar, los cortes fueron
incubados en el suero hiperinmune de conejo inmunizado con RVP del cual se probaron varias
diluciones: 1/50, 1/250 y 1/500 en ASB al 0.1% con Triton X-100 al 0.01% en Tris-HCI, algunos
durante 1h a 37°C y otros a 4°C durante toda la noche o de un dia para otro. Posteriormente, los
cortes fueron lavados 3 veces de 5 min cada una con Tris-HCI e incubados en el anticuerpo
secundario diluido como en la estandarizacion de éste; finalmente, fueron lavados, contratefiidos y
montados como se menciond. El criterio para considerar positiva la inmunorreactividad al virus fue

la observacion de un color café oscuro en sitios histologicos claramente definidos.
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RESULTADOS

La observacion macroscopica de los macizos nasales de cerdos de 15 y 30 dias de edad, no
presentaron diferencias anatomicas significativas, solo se observd un incremento en el tamafio de
las estructuras (cabeza) que integran la cavidad nasal, lo cual es congruente a las edades de los
animales empleados en este estudio. Al no haber diferencias anatémicas, se emplearon los macizos
nasales de 30 dias, mas grandes, para observar las estructuras nasales.

Las figuras 10 y 11, muestran un corte medial de la cavidad nasal de un cerdo de 30 dias de edad
antes (Fig. 10) y después (Fig. 11) de retirar el septo nasal. Fueron designados 3 tercios (anterior,
medio y posterior) para la caracterizacion de las estructuras anatomicas normales de la cavidad

nasal.

Figura 10. Corte medial de las fosas nasales de un cerdo de 30 dias. Septo nasal removido
parcialmente (a), septo nasofaringeo (b), cornete inferior (c), cornete superior (d), huesos
etmoidales (e), nasofaringe (f), seno frontal (g), bulbo olfatorio (h), paladar duro (i), zona de NALT

2
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Figura 11. Corte sagital de las fosas nasales de un cerdo de 30 dias después de eliminar el tabique
nasal y el tabique nasofaringeo. Se observa el cornete inferior (c), cornete superior (d), huesos
etmoidales (e), nasofaringe (f), seno frontal (g), bulbo olfatorio (h), paladar duro (i) tonsila palatina
(i*), zona de NALT (j).
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Diseccion del macizo nasal

e ‘ \\ e
s\\ll(«(u

Figura 12. Diseccion del macizo 6seo nasal para someterlo al procedimiento de descalcificacion
con acido formico al 5% durante 2 semanas. Posteriormente, se obtuvieron 15 segmentos en corte

coronal de 1 cm de grosor de cada espécimen.
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Figura 13. Descalcificacion y corte sagital de la cabeza de un cerdo de 30 dias. Todos los macizos
nasales se dividieron en 15 segmentos.

El primer tercio (anterior) del macizo nasal corresponde a los segmentos 1-5 (Figs. 14). El
segmento 1 (S1) es el vestibulo y esta cubierto en la parte dorsal por un epitelio plano estratificado
con estrato corneo y glandulas serosas, la pared medial (tabique nasal) y el piso del vestibulo
presentan epitelio plano estratificado sin estrato corneo aunque las células muestran queratinizacion
sin llegar a formar un estrato cérneo, en la lamina propia de la curvatura del piso se observan
glandulas seromucosas (Fig. 14, color verde y rojo). El S2 corresponde a la parte rostral del cornete
inferior, a la altura del diente incisivo, y estd predominantemente cubierto por epitelio plano
estratificado sin estrato corneo con algunas células caliciformes; la ldmina propia estd muy
vascularizada e inervada, con gran cantidad de vasos linfaticos y glandulas mucoserosas. El espacio
del diente incisivo estd recubierto por epitelio cilindrico estratificado con células basales espinosas
aisladas o formando ciimulos dirigidos hacia la lamina propia (Fig. 14, color verde, rojo y azul). El
S3 contiene epitelio plano estratificado sin estrato corneo con células superficiales mucosecretoras
sin llegar a tener el aspecto caliciforme. En el techo el epitelio tiene células caliciformes. La
concavidad del cornete inferior esta recubierta de epitelio cilindrico estratificado sin cilios y algunas
células caliciformes (Fig. 14, color rojo, amarillo). En el S4 predomina un epitelio cilindrico

pseudoestratificado con cilios y células caliciformes; el toro glandular esta cubierto por un epitelio
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pseudoestratificado bajo, la pared medial (tabique) con epitelio plano estratificado sin estrato
coérneo con algunas células caliciformes, a la pared lateral inferior y a la curvatura del piso los cubre
un epitelio plano estratificado sin estrato corneo sin células caliciformes y células intraepiteliales
mucosas (Fig. 14, color purpura y rojo). En S5 los cornetes superiores e inferiores y el toro
glandular estan cubiertos por un epitelio cilindrico pseudoestratificado con cilios, la pared medial
superior presenta epitelio plano estratificado sin estrato corneo con algunas caliciformes y una
transicion a un epitelio cilindrico estratificado con cilios con glandulas y algunas células
caliciformes grandes hasta la pared medial inferior, la curvatura del piso los cubre un epitelio
cilindrico pseudoestratificado sin cilios, en la curvatura convexa lateral de los cornetes
superiores son cubiertos por un epitelio cilindrico estratificado sin cilios y sin caliciformes (Fig.

15, colores purpura, rojo, naranja. negro, y amarillo).

Codigo de colores de cada tipo de epitelio que se encuentran en la cavidad nasal de cerdos de

15 dias de edad.

Rojo Epitelio plano estratificado sin estrato corneo
Verde Epitelio plano estratificado con estrato corneo
Azul Epitelio cilindrico estratificado
Amarillo Epitelio cilindrico estratificado sin cilios
Negro Epitelio cilindrico estratificado con cilios
Naranja Epitelio cilindrico pseudoestratificado sin cilios
Purpura Epitelio cilindrico pseudoestratificado con cilios
Verde azulado Epitelio olfatorio
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Figura 14. Cortes transversales de los segmentos anteriores de las cavidades nasales de cerdos de
15 dias de edad. Identificacion y distribucion de los diferentes tipos de epitelios: Rojo: plano
estratificado sin estrato corneo; verde: plano estratificado con estrato corneo; azul: cilindrico
estratificado; amarillo: cilindrico estratificado sin cilios; purpura: cilindrico pseudoestratificado con
cilios. TN: tabique nasal, H & E.

El segundo tercio (medio) corresponden a los segmentos 6-10 (Fig. 15). El S6 incluye a los cornetes
nasales inferiores y superiores, al toro glandular y al techo sin caliciformes, todos cubiertos por un

epitelio cilindrico pseudoestratificado con cilios, glandulas mucosas y células caliciformes (Fig. 15
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color, purpura). Este epitelio es de mayor grosor en el techo, en la curvatura concava y convexa
medial de los cornetes inferiores y superiores presentan un mayor nimero de glandulas mucosas, las
laminas espirales de los cornetes inferiores y superiores presentan pocas glandulas que en las
curvaturas mediales pero en este sitio son muy prominentes, el epitelio presenta cilios pero pocas
células caliciformes. La parte superior del tabique nasal hasta la curvatura del piso estd recubierta
por un epitelio cilindrico estratificado con cilios y la curvatura convexa del cornete inferior se
recubre por un epitelio cilindrico estratificado sin cilios. En el S7 el epitelio cilindrico
pseudoestratificado con cilios cubre casi la totalidad de la mucosa y hay un aumento de las
glandulas mucoserosas, en la curvatura del techo la cantidad de glandulas disminuye, en la
curvatura lateral del meato ventral del cornete inferior presenta epitelio plano estratificado sin
estrato corneo. En el S8, a nivel de los huesos etmoidales o también conocidos como etmoturbinas,
hay epitelio olfatorio, las partes media e inferior del tabique nasal estan cubiertas por un epitelio
cilindrico estratificado con cilios y células caliciformes, que en el piso y la pared lateral de la
cavidad nasal hace transicion a un epitelio cilindrico pseudoestratificado con cilios y células
caliciformes. El techo presenta gran cantidad de glandulas serosas con algunas mucosas.

Los segmentos 9 y 10 presentan caracteristicas histologicas similares. Los huesos etmoidales,
cubiertos por un epitelio olfatorio, en la parte prominente de las curvaturas 6seas presentan una gran
inervacion. Los conductos nasofaringeos (CNF) estdn revestidos por un epitelio cilindrico
pseudoestratificado con gran cantidad de células caliciformes y una lamina propia con células
mononucleares, probablemente linfoides, y adenomeros mixtos mucoserosas en la parte media en

direccion dorsal.
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Figura 15. Cortes transversales de los segmentos 5 al 8 del tercio medio de la cavidad nasal de
cerdos de 15 dias de edad. Identificacion y distribucion de los diferentes tipos de epitelios: Rojo:
plano estratificado sin estrato corneo; amarillo: cilindrico estratificado sin cilios; purpura: cilindrico
pseudoestratificado con cilios; negro: cilindrico estratificado con cilios; anaranjado: cilindrico
pseudoestratificado sin cilios; verde azulado: epitelio olfatorio. TN: tabique nasal. H & E.
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El tercer tercio (posterior o caudal) corresponden a los segmentos 11-15 (Fig. 16-17). En S11
predomina el laberinto etmoidal revestido por epitelio olfatorio y la lamina propia con numerosos
vasos linfaticos y algunas vénulas de endotelio alto. Los CNF estan revestidos por epitelio
cilindrico pseudoestratificado con cilios. En S12 y S13 este epitelio de los CNF si presenta células
caliciformes y la lamina propia tiene glandulas seromucosas con células mononucleares difusas,
sobre todo en el techo de los conductos; el piso presenta el epitelio es respiratorio, con glandulas
seromucosas y semilunas serosas. A esta altura es posible observar cortes de la tonsila palatina.

El S14 comprende plenamente al conducto nasofaringeo, posterior a los limites anatomicos de las
coanas, que corresponde a la porcion nasal de la faringe. El epitelio caracteristico es cilindrico
pseudoestratificado con cilios y algunas células caliciformes. En el techo y en las paredes laterales
se localiza el tejido linfoide asociados a la nasofaringe (NALT) organizado en nddulos primarios y
secundarios y células linfoides internodulares que se extienden de esa forma hasta el piso. A la
altura de este segmento del conducto nasofaringeo se aprecia la desembocadura de ambas tubas
auditivas, cuyo epitelio de revestimiento es respiratorio y también contiene tejido linfoide en
nédulos y difuso. De hecho, la desembocadura de las tubas auditivas divide al NALT en una
porcion del techo y una de la pared lateral. EI S15 presenta las mismas caracteristicas que el S14
aunque el NALT es mas prominente y los nodulos predominantes son secundarios con centro
germinales bien definidos y zonas del manto y marginal tipicamente orientadas con respecto al
epitelio que puede ser cilindrico pseudoestratificado alto, con cilios y células caliciformes. Hacia la
extension lateral del NALT hay una transicion a epitelio plano estratificado sin estrato corneo con
algunas células ciliadas y células caliciformes. Este epitelio pierde las células ciliadas y las células

caliciformes cerca de la union con el paladar blando y en la vecindad con la tonsila palatina.
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Figura 16, Segmentos 11 al 13. Estos segmentos corresponden al inicio del tercio posterior o caudal de la
cavidad nasal de cerdos de 15 dias de edad. Identificacion y distribucion de los diferentes tipos de epitelios:
Parpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios; verde azulado: olfatorio. BO: ubicacion del bulbo
olfatorio.TN: tabique nasal, CNF: conductos nasofaringeos, separados por el tabique nasofaringeo. TP: tonsila
palatina. H & E.

Figura 17. Segmentos nasales 14 y 15. Son los mas caudales del tercio posterior de cerdos de 15 dias de edad.
Se distinguen por el NALT mas desarrollado, la desembocadura de las tubas auditivas y la transicion del
conducto nasofaringeo a la faringe propiamente dicha. Por esta razon existen dos transiciones epiteliales (ver
texto). Color puarpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios, NALT: tejido linfoide asociado a la
nasofaringe. TP: tonsila palatina, H & E. (ver pagina 41)
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Resumen de los principales tipos y distribucion

de epitelios de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias

Segmento Nasal

Tipo de epitelio y principal estructura

Segmentol

Segmento 2

Segmento 3

Segmento 4

Segmento 5

Verde: plano estratificado con estrato corneo y glandulas
serosas.
Rojo: plano estratificado sin estrato corneo y glandulas

S€romucosas.

Rojo: plano estratificado sin estrato corneo con algunas
caliciformes.

Verde: plano estratificado con estrato corneo y glandulas
serosas.

Azul: cilindrico estratificado y células basales espinosas.

Rojo: plano estratificado sin estrato corneo con células
mucosas y caliciformes.
Amarillo: cilindrico estratificado sin cilios y algunas

caliciformes.

Rojo: plano estratificado sin estrato corneo y con algunas
células caliciformes y células intraepiteliales mucosas.
Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios, células

caliciformes y glandulas mocosas.

Rojo: plano estratificado sin estrato corneo con algunas
caliciformes.

Negro: cilindrico estratificado con cilios, glandulas mucosas
y pocas caliciformes.

Anaranjado: cilindrico pseudoestratificado sin cilios.

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios y células
caliciformes.

Amarillo: cilindrico estratificado sin cilios.

42



Segmento 6

Segmento 7

Segmento 8

Segmento 9, 10y 11

Segmento 12 y 13

Segmento 14

Segmento 15

Negro: cilindrico estratificado con cilios.
Amarillo: cilindrico estratificado sin cilios.
Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios, glandulas

mucosas y células caliciformes.

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios, glandulas
mocoserosas y células caliciformes.

Rojo: plano estratificado sin estrato corneo.

Verde azulado: olfatorio con glandulas serosas y algunas
mucosas.

Negro: cilindrico estratificado con cilios y células
caliciformes.

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios 'y

caliciformes.

Verde azulado: olfatorio con glandulas serosas y mucosas, la
lamina propia con muchos vasos linfaticos y con vénulas de
endotelio alto.

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios y células

caliciformes.

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios y células
caliciformes, en la lamina propia células mononucleares
linfoides y adenomeros mixtos mucoserosas, en el piso

células de media clara seromucosas y la tonsila palatina.

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios y algunas
células caliciformes. NALT: tejido linfoide asociado a la

nasofaringe (arriba, bilateralmente, tubas auditivas).

Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios.
NALT: tejido linfoide asociado a la nasofaringe, nddulos

secundarios (centros germinales).
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Histoquimica de lectinas

La unién de MAA en la mucosa nasal se observo solo en el segundo tercio (S6) de la cavidad nasal
en cerdos de 15 dias. La positividad a MAA estuvo restringida a la parte media y superior de la
mucosa del tabique nasal, a la curvatura convexa del toro glandular y a la curvatura convexa del
cornete superior. La lectinofluorescencia estuvo localizada en el borde apical de las células
epiteliales de los conductos interlobulillares y de los conductos excretores de las glandulas
seromucosas de los sitios mencionados (Fig. 18-20). El borde apical o luminal de las células
epiteliales del conducto nasolagrinal también mostraron union de MAA (Fig. 19 F).

En el tercer tercio los sitios de union de MAA correspondieron al tejido linfoide internodular del
NALT, a células situadas en la periferia de los nodulos y a células linfoides que infiltran el epitelio

respiratorio asociado a los nodulos linfoides (Figs. 21A-D).

Cinética del tratamiento de los cortes con sialidasa de C. perfringens.

Para comprobar la especificidad y la naturaleza quimica de los sitios de union a MAA
(glicoconjugados con acido sialico unido en posicion a 2-3 a galactosa) observada en el segmento 6
del tercio medio de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de edad, se realizd una cinética enzimatica
pretratando los cortes con sialidasa durante 4 (Fig. 22), 6 (Figs. 23-25), 48 (Fig. 26-30) y 50 h (31-
32). Los resultados demuestran que en ninguno de los tiempos explorados fue abolida la reactividad
a MAA. Por el contrario, la intensidad de la fluorescencia en los sitios positivos a esta lectina
aumento, en una relacion directa al tiempo de incubacion en la enzima, siendo mas intensa a las 50
h. A éste tiempo, el borde apical y el borde de la teca de numerosas células caliciformes fue
intensamente positivo (Figs 31 A-F).

En la figura 33 se hacen dos reconstrucciones de la misma region de la cavidad nasal para observar
el incremento de la intensidad de la fluorescencia en relacion directa con el tiempo de
pretratamiento con sialidasa y reactividad a MAA.

La histoquimica con SNA en cerdos de 15 dias de edad no demostro la presencia de sitios de union
a esta lectina en ninguno de los segmentos analizados. Los sitios que habian sido MAA positivos no
mostraron reactividad a SNA (Fig. 34). Con la cinética de pretratamiento de los cortes de la mucosa
nasal con sialidasa tampoco se observo algun tipo de reactivacion o aumento de la positividad a

SNA (Fig. 35) como lo descrito para MAA.
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Figura 18. Histoquimica con MAA en el tercio medio de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de
edad. Obsérvese la fluorescencia en el borde apical (flechas blancas) de las células epiteliales de los
conductos interlobulillares (A-E) y de los conducto excretores de las glandulas seromucosas (F) de
la mucosa del tabique nasal (partes superior y media), de la curvatura convexa del toro glandular y
de la curvatura convexa del cornete superior. Los adendomeros (estrellas blancas) y el epitelio
cilindrico pseudoestratificado con cilios y células caliciformes (parte inferior de F) fueron
negativos.
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Figura 19. Histoquimica con MAA en el tercio medio de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de
edad. Obsérvese la fluorescencia en el borde apical (flechas blancas) de las células epiteliales de los
conductos interlobulillares (A-E) y de los conducto excretores de las glandulas seromucosas (E). El
borde luminal del epitelio del conducto nasolagrimal también fue positivo (F flecha blanca).
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Figura 20. Reconstruccion del conducto nasolagrimal de la Fig. 18F. El borde luminal del epitelio
de revestimiento expresa sitios de union a MAA. Barras = 50 um.
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P
Figura 21A-H. Histoquimica con MAA en el tercio posterior de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de edad, a la altura del tejido linfoide
asociado al conducto nasofaringeo (A-D) y sus controles correspondientes en cortes seriados (E-H). Los sitios con especificidad para MAA fueron
el tejido linfoide internodular del NALT, a células situadas en la periferia de los nodulos y a células linfoides que infiltran el epitelio respiratorio

asociado a los nodulos linfoides (flechas amarillas). Se observa claramente que los cortes seriados no incubados con MAA biotinilada pero si con
el complejo estreptavidina-FITC son negativos (E-H). Una vez mas, ninguna células del epitelio “respiratorio” tiene sitios de uniéon a MAA.
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Figura 21A-H. Histoquimica con MAA en el tercio posterior de la cavidad nasal de cerdos de 15
dias de edad, a la altura del tejido linfoide asociado al conducto nasofaringeo (A-D) y sus controles
correspondientes en cortes seriados (E-H). Los sitios con especificidad para MAA fueron el tejido
linfoide internodular del NALT, a células situadas en la periferia de los nodulos y a células linfoides
que infiltran el epitelio respiratorio asociado a los nddulos linfoides (flechas amarillas). Se observa
claramente que los cortes seriados no incubados con MAA biotinilada pero si con el complejo

estreptavidina-FITC son negativos (E-H). Una vez mas, ninguna células del epitelio “respiratorio”
tiene sitios de union a MAA
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Figura 23. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 6 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese la positividad del
borde apical de las células epiteliales de los conductos interlobulillares (A-F, flechas blancas) y en el
borde basolateral de algunas células.
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Figura 24. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 6 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese la positividad
(verde) positiva en el borde apical de las células epiteliales de los conductos interlobulillares (A-D)
(flechas blancas) y de los conducto excretores de las glandulas seromucosas (E, F) (flechas blancas).
No se detecto tincion en cilios (flechas amarillas)
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Figura 25. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 6 h de tratamiento con sialidasa. Reconstruccion de la
transicion entre el tercio superior del tabique nasal y parte del techo de la cavidad nasal. Obsérvese la
positividad en el borde apical de las células epiteliales de los conductos interlobulillares (en recuadro
y flecha blanca) y de los conductos excretores de las glandulas seromucosas (en recuadro y flecha
amarilla).
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Figura 26. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese los sitios de
union de MAA (flechas blancas) en el borde apical de las células epiteliales de conductos
interlobulillares y conductos excretores de las glandulas seromucosas y conducto lagrimal a nivel del
techo (A), de la pared superior del tabique (B) y de la superficie convexa del cornete superior (C-F).
Notese que no hay lectinofluorescencia de cilios (Flechas amarillas).
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Figura 27. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese el incremento en
la intensidad de la lectinofluorescencia en toda las células y no sélo en el borde apical o la region
basolateral del epitelio de los conductos interlobulillares y excretores de las glandulas seromucosas
del techo (A, coénducto nasolagrimal incluido, flecha blanca) y de la pared superior del tabique nasal
(B-F, flechas blancas). No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas).
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Figura 28. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Campos microscopicos del
techo-parte superior del tabique nasal (A-C) similares a los de la figura 26. En D se observa la luz de
la cavidad nasal que separa la superficie convexa del cornete superior y parte superior y media del
tabique nasal; la lamina propia de ambas estructuras presenta reactividad a MAA en los conductos
glandulares, sobre todo en el tabique. En E y F se observa que los conductos glandulares presentes en
la ldAmina propia de la mucosa que cubre la superficie convexa del cornete superior, pero no los de la
superficie concava, presentaron sitios de union a MAA aun después de 48 h de tratamiento con
sialidasa. No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas).
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Figura 29. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h detratamiento con sialidasa. Obsérvese la positividad a
la lectina (flecha y circulo blanco) en los conductos glandulares de lamina propia de la superficie

convexa del cornete superior y pared superior del tabique (A), y borde superior del cornete (B). No
hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas).
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Figura 30. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Reconstruccion de la
transicion entre el tercio superior del tabique nasal y parte del techo de la cavidad nasal. Obsérvese la
positividad a MAA en las células epiteliales de los conductos interlobulillares (en recuadro y flecha
blanca) y de los conductos excretores de las glandulas seromucosas (en recuadro y flecha amarilla).
Notese la ausencia de lectinofluorescencia en la superficie luminal del epitelio.
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Figura 31. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 50 h de tratamiento con sialidasa. Aun se observa el
incremento en la lectinofluorescencia (flechas blancas) en la mayoria de las células de los conductos
interlobulillares (A,C-F) y en conductos excretores (B, E) de las glandulas seromucosas del techo de
la cavidad nasal y del cornete superior (F) en el segmento 6. En este tiempo de tratamiento con
sialidasa algunas células caliciformes mostraron positividad a MAA en el contorno de la teca y hacia
la parte basal de la célula (D, circulo blanco). No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas
amarillas). Barras = 100pum
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Figura 32. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 50 h de tratamiento con sialidasa. Unicamente en el epitelio
respiratorio techo y en la pared lateral correspondiente al toro glandular de los segmentos 5 y 6 las
células caliciforme mostraron lectinofluorescencia con el tratamiento de 50h con sialidasa (Circulos
y flechas blancas). En A y B, las flechas blancas superiores sefalan cierta positividad a MAA en el
tejido conjuntivo de la ldmina propia. No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas).
Barras = 100pm
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pre-tratamiento con sialidasa
MAAG horas

pre-tratamiento con sialidasa
MAA48 horas

Figura 33. Reconstruccion de la transicion entre tabique nasal y parte del techo de la cavidad nasal a nivel del tercio medio, S5-S6, de la cavidad
nasal de cerdos de 15 dias. Cortes histologicos tratados durante 6 h (izquierda) y 48h (derecha) con sialidasa. Notese que la seriacion de cortes es
practicamente en el mismo nivel anatdmico de la cavidad nasal. Esto facilita y hace mas confiable la comparacion del efecto de la cinética de
tratamiento con la enzima sialidasa y la reactividad de los componentes histologicos y celulares a la histoquimica con MAA. Es evidente el
incremento de la lectinofluorescencia a mayor tiempo de tratamiento con sialidasa. Barras = 100 pm.
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Figura 34. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con SNA. Curvatura del cornete superior (A), Pared lateral (B-F). No se observaron
sitios de lectinofluorescencia (Flechas amarilla) en cilios, células caliciformes, conductos
excretores ni interlobulillares como lo descrito con MAA.
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Figura 35. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con SNA después de 50 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese la ausencia
lectinofluorescencia en las estructuras epiteliales de la mucosa nasal como en la histoquimica sin
tratamiento con sialidasa.
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Inmunohistoquimica enzimatica en cerdos de 15 y 30 dias inoculados
intranasalmente con Rubulavirus Porcino.

Una hora después de la instilacion intranasal unilateral de RVP en cerdos de 15 dias de edad se
observo inmunorreactividad al virus en una de las fosas nasales del segmento 6. La coloracion
café oscuro del producto de la reaccion peroxidasa-peréxido-diaminobencidina se observo en el
borde apical del epitelio respiratorio del cornete superior y del tabique nasal, asi como en el
endotelio de los vasos sanguineos de la lamina propia (Fig. 35 A, B). En la misma region nasal
contralateral no hubo inmunorreactividad (Fig. 37 C, D) ni en los cortes controles en los que se
omitio la incubacion con el antisuero hiperinmune (Fig. 36 E, F).

A las 3 h de la instilaciéon intranasal unilateral de RVP, la mucosa nasal del segmento 6 de los
cerdos de 15 dias de edad, mostré inmunorreactividad difusa, localizada en cilios, borde apical de
células caliciformes, lamina propia y eritrocitos. Pudo observarse bilateralmente, a veces con
mayor intensidad en un lado pero frecuentemente bilateral (Fig. 37 A-E). El cortes controles
fueron negativos aunque a veces se observd un poco de fondo en el tejido conjuntivo de la lamina
propia (Fig. 36 F).

En cerdos de 30 dias de edad y después de 1 y 3 h de instilacion intranasal de RVP (Fig. 38) la
inmunorreactividad de la mucosa fue similar a la descrita en los animales de 15 dias con 3 h de
instilacion intranasal con RVP.

Una observacion que debemos sefalar es que algunos cerdos (controles) no instilados
intranasalmente con RVP mostraron inmunorreactividad débil en la mucosa en sitios
histolégicamente equivalentes a los mostrados en las Figuras 36-38. Tabla 3.

En la figura 41 se sintetiza y se compara esquematicamente los sitios de la mucosa nasal del
tercio medio y segmento 6 de cerdos de 15 dias de edad en los que se expresan glicoconjugados
con acido sialico 02,3Gal identificados con la lectina MAA antes (A) y después (B) de la cinética
de tratamiento con sialidasa (48h), con la inmunorreactividad al RVP en cerdos de 15 y 30 dias, 1

y 3 h después de la inoculacion intranasal del RVP (C).

Inmunoreactividad a RVP

15y 30 dias
1h 3h
Control RVP Control RVP
Borde apical - +++ - +
Cornete superior - +++ - +
Tabique nasal - -+ -
Lamina propia - +++ - +/-

Tabla 3. Intensidad de inmunoreactividad +, indica raramente encontrado; ++,
regularmente encontrado; +++, encontrado frecuentemente y en abundancia.
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Figura 36. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias, 1h
después de la inoculacién intranasal de RVP. Inmunohistoquimica con suero hiperinmune de
conejo para RVP. En una de las fosas nasales se observd inmunorreactividad al virus en el borde
apical o luminal del epitelio respiratorio y en el endotelio de vasos sanguineos (arterias y venas) de
la lamina propia (A, B, flechas). En la fosa contralateral (C, D) y en los cortes controles (E, F) no
hubo deteccion inmunohistoquimica de RVP. Barras = 100 um.
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Figura 37. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias, 3h
después de la inoculacion intranasal de RVP. Inmunohistoquimica con suero hiperinmune de
conejo para RVP. En la base o pilar del cornete superior, revestido por dos tipos de epitelio (A)
se observo positividad homogénea en los cilios (arriba a la derecha) y en forma de agregado en
donde habia células caliciformes (abajo a la izquierda). Obsérvese mayor aumento del pilar (B).
En el epitelio de la convexidad del cornete superior (C) y en la porciones media y superior del
tabique nasal (D, E) fue observada una inmunorreactividad similar a la descrita, ademas de
positividad en eritrocitos y en el endotelio vascular. Notese algo de fondo en la ldmina propia
pero ausencia de inmunorreactividad en el epitelio respiratorio del pilar del cornete superior en el
corte control (F). Barras = 100 pum.
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Figura 38. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 30 dias, 3h
después de la inoculacion intranasal de RVP. Inmunohistoquimica con suero hiperinmune de
conejo para RVP. La inmunorreactividad a RPV fue observada consistentemente en los cilios del
epitelio respiratorio, eritrocitos y endotelio vascular, asi como en forma tenue en la 1Jamina propia
de cornete superior (A,E,F) y en la parte media y superior de la mucosa del tabique nasal (C,D, E
parte inferior y F parte superior). En estos animales la tincion bilateral también fue frecuente.
Obsérvese la ausencia de inmunorreactividad en la mucosa del cornete superior en los cortes
control (B). Barras = 100 um.
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Figura 39. Inmunohistoquimica enzimatica del tejido linfoide asociado al conducto nasofaringeo
(NALT) de cerdos de 15 dias edad con el anticuerpo policlonal antiCD21. Obsérvese la
positividad de los nodulos linfoides del NALT, localizado en el techo y pared lateral del
conducto nasofaringeo (A-E). El piso del conducto no posee nddulos linfoides (F) y no fue
observada ninguna reactividad a CD21. En la parte izquierda de A esta la pared lateral y hacia la
izquierda la transicion hacia el piso del conducto nasofaringeo, carente de nddulos linfoides.
Barra= 500 um para todas las fotomicrografias.
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Figura 40. Inmunohistoquimica enzimatica de tonsila palatina de cerdo de 15 dias edad con el
anticuerpo policlonal antiCD21. Nétese la positividad de todos los nddulos linfoides (A) La
células CD21 positivas presentaron una morfologia dendriticas, formando una red de
prolongaciones citoplasmicas entre los linfocitos B (B-F). Algunas células redondas
subepiteliales (F, flechas) también fueron marcadas.

68



Figura 41. Sintesis esquematica de los sitios de la mucosa nasal del tercio medio y segmento 6 de cerdos de 15 dias de edad en los que se expresan
glucoconjugados con acido sialico a2,3Gal identificados con la lectina MAA antes (A) y después (B) de la cinética de tratamiento con sialidasa (48h), con la
inmunorreactividad al RVP en cerdos de 15 y 30 dias, 1 y 3 h después de la inoculacion intranasal del virus (C).
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DISCUSION

En el presente trabajo se realiz6 un analisis anatomico e histologico de la cavidad nasal de cerdos de
15 y 30 dias de edad, a través de un abordaje novedoso que dividi6 a la cavidad nasal en tres tercios
(anterior, medio y posterior, de tamafios similares), subdivididos en 15 segmentos, cada uno de 1
cm de grosor, aproximadamente.

El estudio histoldgico incluyé histoquimica de lectinas para glicoconjugados con acido sialico
utilizando las lectinas MAA y SNA. En ningin caso fue observada la unién de SNA pero si para
MAA, particularmente en los conductos interlobulillares y excretores de las glandulas seromucosas
del tercio medio en la superficie convexa de los cornetes, de la mitad superior del cartilago septal y
del techo de la pared lateral. En el tercio posterior, en el tejido linfoide del conducto nasofaringeo,
la union de MAA fue en células linfoides internodulares e intraepiteliales y, en menor grado, en
células localizadas en la periferia de los nddulos linfoides secundarios.

Adicionalmente, se ensayé la inoculacion intranasal de RVP, cuya HN reconoce gliconjugados con
acido sialico a2,3Gal, expresados las células epiteliales de la mucosa nasal del hospedero. La
inmunorreactividad regional al virus 1 y 3 horas después de la inoculacion fue comparada con la
distribucion de la unién de MAA.

Los nddulos linfoides agregados del techo y paredes laterales del conducto nasofaringeo
presentaron CDF CD21 positivas. Estas células son un componente funcional y un requisito
histogénico para la conformacién de nédulos de células B en 6rgano linfoide secundario. ©*>"'"¥ La
tonsila palatina, que aparece en los cortes de los segmentos mas posteriores, también presentdé CDF
CD21 positivas.

Es la primera vez que se identifica en cerdos comerciales un érgano linfoide secundario similar al
NALT, lo que concuerda con lo reportado en minicerdos, el NALT es un 6rgano simple, localizado
en el techo del conducto nasofaringeo, comparable al adenoide o tonsila nasofaringea en humanos y

(46)

perros (Kuper et al 2012) y que difiere en su localizacion con respecto a los animales de

laboratorio y otros mamiferos,>*”

ya que el NALT de los cerdos estudiados muestra un
desplazamiento posterior o caudal, es unico y se localiza en el techo del conducto nasofaringeo,
mientras que en otros mamiferos se ubica en el piso del tercio posterior de la cavidad nasal, cercano
a la pared lateral, y es par.

Existe muy poca informacion sobre las caracteristicas histologicas de la cavidad nasal de cerdos
durante las primeras 4 semanas de vida que permitan hacer una comparacion con los resultados

obtenidos por nosotros. La situacién se hace mas compleja si consideramos que existen claras

diferencias en el crecimiento y desarrollo de la cabeza entre razas de cerdos y aun entre individuos
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: 119 ’ .. .
de la misma camada. "' Nuestros cerdos de 15 dias de edad presentan variaciones regionales muy

4 .. 46 ;
@7 a minicerdos “? y a otros mamiferos en los que

evidentes con respecto a cerdos de la misma raza
se describen tipicamente tres tipos de epitelio: simple estratificado, respiratorio y olfatorio. Nuestros
cerdos de 15 dias presentan 8 tipos diferentes de epitelio y sus transiciones correspondientes asi
como el nulo o insipiente desarrollo de células ciliadas, de células caliciformes y de glandulas
. ., . s (120) ;. . L, .
seromucosas, situacion similar observada durante la gestacion." * Estas caracteristicas histologicas

pueden interpretarse como una histodiferenciacion no completa de la mucosa nasal de los cerdos de

15 dias. Es probable que esto propicie lo que se menciona como desbalance homeostatico del

(121-126) g (127-130)

epitelio que es mas susceptible a infecciones, como la de Bordetella bronchiseptic

que en los primeros dias causa cambios epiteliales que incluye la disminucion de los cilios aunado a

(127)

zonas que carecen de ellos, hiperplasia y metaplasia del epitelio plano estratificado provocando

una rinitis atréfica de los cornetes ademas de provocar bronconeumonias por diferentes organismos
(126,130).

En cerdos de la raza Landrace de 1, 14 y 28 dias de edad han sido descritos 4 tipos de epitelio:*”

plano estratificado en el vestibulo de la cavidad nasal, desde la parte rostral de la cavidad nasal
hasta el nivel del primer incisivo; epitelio pseudoestratificado con distribucion heterogénea de
células caliciformes en la region respiratoria, la mas grande de la cavidad nasal, y el epitelio
olfatorio que reviste la cavidad nasal a la altura de los huesos etmoidales. El cuarto epitelio ha sido
llamando errobneamente transicional, ubicado a la altura del primer incisivo en el limite del vestibulo
con la regidn respiratoria de la cavidad nasal. La descripcion de este epitelio con caracteristicas
intermedias entre epitelio cilindrico simple y epitelio cilindrico estratificado sin cilios y distribucion
heterogénea de células caliciformes estd lejos de ser similar a las caracteristicas del epitelio
transicional o urotelio. Lo que el autor describe es una transicion de epitelios y no una forma
especial de epitelio que so6lo se encuentra en uréteres, vejiga y la porcion proximal de la uretra.
Nuestro estudio no evidenci6 la presencia de un epitelio transicional, pero si varias transiciones de
epitelios en la mucosa nasal del cerdos machos hibridos York-Landrace, sobre todo en la porcion
respiratoria lo que podria ser indicativo de los cambios bioquimicos y morfolégicos asociados a
completar la diferenciacion a un tipo de epitelio respiratorio.

En los minicerdos Gottingen de 1 dia hasta los 6 meses de edad, se describe un patron epitelial nasal
similar al descrito en los cerdos Landrace de 30 dias, formado por epitelios plano estratificado,
respiratorio y olfatorio. Adicionalmente, estos minicerdos también presentan un 6rgano impar
linfoide similar al NALT, cubierto por un linfoepitelio y rodeado por un epitelio respiratorio,

6)

. , 4 , . . , . .. .
situado en el techo del conducto nasofaringeo, “® anatomica e histolégicamente similar al descrito

en el presente trabajo. El NALT de minicerdos esta presente desde el 1 dia de edad, y aparece como
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acumulaciones escasas de celulares linfoides, que aumentan rapidamente en tamafio hasta los 6
meses de vida. Tomados en conjunto, nuestros hallazgos en los cerdos machos hibridos York-
Landrace coinciden en parte con los estudios referidos. Sin embargo, observamos que en cada uno
de los 15 segmentos analizados existe una mayor variabilidad epitelial en los cerdos de 15 dias de
edad, pudiéndose observar dos tipos de epitelio como minimo y de cinco como maximo en un
segmento (S5), con diferencias en altura del epitelio, de la presencia o no de cilios, o donde existe
diferencia de la densidad y longitud de los mismos y en la presencia o no de células caliciformes.
Como se menciond en resultados, la cavidad nasal de los cerdos York-Landrace de 15 dias de edad
presenta ocho tipos de epitelios que se distribuyen en las tres regiones de la cavidad, lo cual aporta
nueva informacion en esta raza de cerdos.

Con base en la heterogeneidad epitelial y a que la formacion adecuada de glandulas serosas,
mucosas y seromucosas depende de la diferenciacion de un epitelio cilindrico pseudoestratificado
con células caliciformes, los cerdos de 15 dias de edad no han completado la histodiferenciacion de
las tres regiones tipicas de la mucosa nasal, mientras que los cerdos de 30 dias si presentan una
mucosa nasal mas parecida a la observada en la mayoria de los mamiferos adultos. Esta
caracteristica de los cerdos de 15 dias de edad, y seguramente de edades menores, establece la
posibilidad de que la ausencia de la barrera fisicoquimica de moco, junto con la escases de células
ciliadas que muevan esa capa seromucosa, represente una desventaja para el animal con respecto a
la eliminacion de indculos naturales o experimentales que entran por la via aérea. En ese sentido, la
histodiferenciacion incompleta de la mucosa nasal de estos cerdos durante las primeras dos semanas
de vida podria ser un factor de susceptibilidad a infecciones y enfermedades frecuentes en estos
animales. 12%?

En los cerdos de 30 dias ya estan diferenciados los 3 tipos de epitelio: plano estratificado sin estrato
coérneo, cilindrico pseudoestratificado ciliados con células caliciformes y en el epitelio olfatorio, que
caracterizan a las tres regiones de la cavidad nasal del adulto. Las glandulas seromucosas, cuyos
conductos drenan a la superficie mucosa revestida con epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado
con células caliciformes, son mas numerosas en el tercio medio o region respiratoria. Estas
caracteristicas permiten que la cavidad nasal presente una barrera mecanica o fisica de moco que
atrapa particulas de diferente tamafio, presentes en el aire inspirado, incluidos patégenos, y la
movilizacion de dicha barrera por accion ciliar, depurando y preparando no sélo al aire que llegaré a
las vias respiratorias inferiores, sino también limpiando la superficie mucosa. De igual relevancia es
la composicion principal del moco a base de mucinas, glucoproteinas con acido sialico, ">
conformaciones del gliconjugado que son sitios de unioén de patdégenos, como los virus de influenza

y RVP, cuyas hemaglutininas presentan un dominio de unién a esos carbohidratos. La combinacion
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de la accion del sistema mucociliar con la unién de patdogenos a acidos sidlicos de mucinas,
dificultaria la interaccion o adhesion de estos virus a las células epiteliales, lo que podria conferir a
los cerdos de 30 dias, y mayores, mayor resistencia a estas infecciones virales. ‘*'2%

El organo linfoide del techo del conducto nasofaringeo de los cerdos de 15 y 30 dias estudiados es
morfologicamente equivalente a los organos linfoides secundarios del anillo de Waldeyer. La
formacion o histodiferenciacion del NALT esta precedida por la migracion masiva de células
linfoides a través de vasos venosos localizados en la lamina propia de la mucosa nasal en los tercios
medio y posterior de la cavidad nasal observada en algunos cerdos durante la primera semana de
edad, en minicerdos se observa el mismo fendomeno donde el NALT estd presente en el 1 dia de
edad, en pocas acumulaciones celulares linfoide dispersas (Kuper et al 2012) “”

Un hallazgo original y relevante en relacion con la presencia del NALT es la identificacion
Inmunohistoquimica de CDF CD21 positivas, que no habian sido identificadas en el MALT de las
vias respiratorias superiores y digestivas del cerdo. Antes de ejercer su capacidad de presentar
complejos inmunes, las CDF establecen una estrecha aposicion morfogénica o histogénica con los
linfocitos B para formar los ndédulos primarios, y luego los secundarios, constitutivos de todos
MALT vy otros organos linfoides secundarios como los ganglios linfaticos. Esta relacion
morfofuncional bidireccional o bicelular mantiene al érgano linfoide secundario. ©*>¥
Historicamente consideradas como células retenedoras de antigenos, las CDF han adquirido mayor
relevancia ya que parecen ser esenciales en la produccion de anticuerpos de alta afinidad y para el
desarrollo de células B de memoria (Heesters, Myers y Carroll. 2014) “*". Sin embargo, otra faceta
de las CDF es que pueden ser infectadas por el VIH, aunque no expresan CD4 como receptor del
virus, funcionar como reservorio y al ser productivas del virus contribuir en su diseminacioén. En los
cerdos es ampliamente conocido el fendmeno de la persistencia viral y de otros patogenos que
ingresan a estos animales por las vias respiratoria y digestiva. Es probable que el estudio de las CDF
en organos linfoides como el NALT y las tonsilas palatinas ayuden a entender dicho fenémeno vy,
eventualmente, a disefiar estrategias de prevencion, tratamiento o disminucion de dicha persistencia.
El aspecto histologico del NALT de los cerdos estudiados sugiere que es un o6rgano linfoide
secundario inmunocompente. Sin embargo, habria que estudiar cudles son los efectos
inmunoldgicos y patogénicos de las infecciones naturales y experimentales en cerdos antes y
después de completada la histodiferenciacion concomitante de la mucosa nasal y del NALT. Los
resultados de estos estudios podrian definir de manera mas razonada y selectiva la forma de inducir

. . . ;. 132
1nmunizaciones por via intranasal ( ).
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Se requiere un estudio mas detallado durante los primeros dias posnatales para identificar algunas
de las sefiales moleculares necesarias para la formacion del NALT en cerdos y de la presencia de
antigenos o de patégenos completos asociados a las CDF identificadas en la tonsila palatina y en el
NALT. Adicionalmente, estudiar ontogénicamente el tamafio y la presencia del NALT y conocer si
permanece o involuciona como en el humano después de los primeros afios de vida. “ Por los
estudios en roedores, el NALT es considerado un componente constitutivo del sistema inmune nasal

(133139 por lo anterior, nuestros hallazgos podrian

y un sitio de induccioén para la vacunacion.
alentar el disefio de estudios futuros en los que se caracterice sistematicamente la respuesta inmune
inducida en el NALT, particularmente por las implicaciones preventivas y de produccion animal, en
la ventana critica de desarrollo inmunolédgico, que se comprende entre finales de la gestacion y el
destete. 33139

Los histoquimica con MAA indica que la expresion de esta en el borde apical o luminal de las
células de los conductos interlobulillares y excretores de las glandulas seromucosas del cornete
superior, del tabique nasal y del techo, a nivel del tercio medio de la mucosa nasal del S6. Esta
expresion tan restringida de glicoconjugados de SA en posicion a2,3Gal es coincidente, en cierto

sentido, a los obtenidos por Trebbien (2011) "7

en la mucosa nasal de cerdos de la misma especie
que la empleada por nosotros pero de dos meses de edad, en los que no encuentra expresion de
receptores SA 02,3Gal utilizando MAA-I, **"*% lo que contrasta con la alta positividad a SNA en
células epiteliales de la mucosa nasal, y que nosotros no observamos. Otros estudios, en los que no
se da evidencia fotomicrografica habiendo empleado histoquimica con lectinas, mencionan que hay
una distribucion ubicua de SA 02,3Gal y 02,6Gal en la mucosa nasal de cerdos neonatos y
adultos.””*" Nelly et al 2010 "*" demuestra en cerdos comerciales de 4-8 semanas, un patrén de
distribucion en la expresion en traquea fue dominante para el receptor SA o 2,6-Gal *” en el
epitelio pseudoestratificado con cilios se continua hasta el epitelio cubico de los bronquiolos, en la
lamina propia (mucosa) de las vias respiratorias, SA a2,3-Gal (MAA II) **'*% era dominante sobre
SA a2,6-Gal "V

Aunque la citoarquitectura de la mucosa nasal es similar a la de las vias respiratorias inferiores '**,
nuestros resultados sobre la expresion de gliconjugados con SA sugieren que no es aceptable la
extrapolacion de resultados obtenidos en estudios similares realizados en traquea o en vias aéreas
intrapulmonares. Es recomendable considerar que existen variaciones regionales, interespecies, de
edad, metodologicas, etc, al momento de hacer generalizaciones sobre el asunto. (T2TSTT78) - A
respecto, las células de los conductos interlobulillares de las glandulas seromucosas de la traquea de

. . . . . .. .y 142.143
cerdos, pero no el epitelio respiratorio superficial, expresen sitios de union a MAA!*>'*)

tisularmente pero no regionalmente similar a lo encontrado por nosotros en la mucosa nasal.
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En el tercio posterior, en el tejido linfoide del conducto nasofaringeo, la union de MAA fue en
células linfoides internodulares e intraepiteliales y, en menor grado, en células intranodulares de la

periferia de los nodulos linfoides secundarios.

La inoculacion intranasal de RVP, cuya HN se une a gliconjugados con SA 02,3Gal, esencial para

08D 1 4 inmunorreactividad al virus 1

la infeccion por RVP, demostrado in vitro por Leyva y cols
y 3 horas después de la inoculaciéon fue comparada con el resultado de la histoquimica con MAA.
La inmunorreactividad tuvo una distribucion ubicua en la mucosa nasal del tercio medio, incluido el
endotelio vascular arterial, con positividad notable en los cilios pero no se observé que coincidiera
con la positividad a MAA. En este sentido, la expresion intranasal de acidos sialicos como sitios de
union de la hemaglutinina viral parece ser muy restringida como para explicar la susceptibilidad al
RVP o la infeccion a las células epiteliales nasales del hospedero.®™*" De manera especulativa
podria pensarse que existen otras vias para la infeccion por RVP u otros miembros de las familias
de paramixovirus y ortomixovirus para los que so6lo se ha insistido en la relevancia de la interaccion
HN vy 4cido sialico para la infeccion ®*. Podrian ser mecanismos mas generales como la pinocitosis
y el muestreo de moco por las células dendriticas, entre otros. Consideramos que es una propuesta
atractiva estudiar otras vias de infeccion diferentes a la via de HN-acido sialico.

Una explicacién a la inmunorreactividad bilateral ante la inoculacion unilateral de RVP es que con
las inspiraciones y espiraciones ocurra una redistribucion del indculo a la fosa nasal no instilada con
el virus. Por otro lado, la ligera positividad al VRP en cerdos controles es aun mas dificil de
explicar, aunque pensar en una infeccion natural no esta alejado de la realidad epidemioldgica.
Podria ser una circunstancia técnica en la que ocurra un pegado inespecifico del antisuero
hiperinmune pero lo descartamos porque los cortes controles siempre fueron negativos. El empleo

de anticuerpos monoclonales especificos para RVP podria ayudar a reinterpretar estos resultados.

El pretratamiento con sialidasa en ninguno de los tiempos explorados aboli6 la reactividad a MAA.
El efecto que observamos parece paradojico ya que lo esperado es que la enzima elimine los sitios
de union epitelial a MAA, sin embargo, lo que ocurridé fue un aumento en la intensidad de la
fluorescencia en los sitios mencionados, en una relacion directa al tiempo de incubaciéon en la
enzima, aunque parece haber una ligera disminucién hasta después de 50 h de tratamiento con
sialidasa.

No tenemos una explicacion satisfactoria para los resultados obtenidos en la cinética de sialidasa,
los cuales no parecen estar relacionados con la calidad de los reactivos ya que los ensayos de

hemaglutinacién con eritrocitos de cerdo indican que la actividad de MAA y la de sialidasa estan
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presentes, corroboradas adicionalmente por la disminucion de la union de MAA en cortes
pretratados con fetuina y con el incremento de la hemaglutinaciéon con PNA, respectivamente.
Podria pensarse que el procesamiento de las muestras para hacer inclusion y corte en parafina
“enmascararon” la expresion de glicoconjugados y que sialidasa, que también tiene actividad de
proteasa como lo indica la hoja técnica, actué como reactivador de esos sitios antigénicos con acido
sialico. Leyva et al 1997,%” utilizo el tratamiento de tripsina en células in vitro y observo aumento
en la infectividad de RVP, lo que indica que la modificacion topografica en la superficie de las
células inducida por la proteasa facilita o aumenta la interaccion de HN viral con los acidos sialicos
expuestos por la accion enzimatica, unidos con receptores que contienen NeuAca2,3Gal
respectivamente. La disminucion de la intensidad de la histofluorescencia observada por nosotros a
las 50 h de incubacién de los cortes con sialidasa sugiere que en ese tiempo podria estarse dando la
escision de acido sidlico y propiamente la actividad de sialidasa, precedida de la actividad de
proteasa. Aunque no existen reportes que sustenten esta especulacion, un primer abordaje para saber
si hay actividad de proteasa preparatoria a la actividad de sialidasa podrian probarse otras proteasas
empleadas en protocolos de reactivacion antigénica en especimenes fijados en formol e incluidos en
parafina y realizar la histoquimica de lectinas con MAA con y sin tratamiento con sialidasa.

Hasta ahora no existen informes sobre la probable relevancia de la expresion de glicoconjugados
con acido sialico reconocidos con MAA en las areas T dependientes de drganos linfoides
secundarios en cerdos. Una observacion personal (Dr. Armando Pérez-Torres) sefiala que en cerdos
infectados experimentalmente con Virus de Influenza Aviar e infeccion persistente con RVP hay
numerosas células apoptdticas que pudieran corresponder a linfocitos T en dichas zonas de la
tonsila palatina. Actualmente se estan realizando inmunhistoquimicas para investigar si estas células
expresan o coexpresan antigenos de ambos virus (Rivera-Benitez et al 2015) ™*¥

La union de SNA no fue observada en ningiin segmento de la cavidad nasal lo cual difiere con
estudios previos en los que también se utilizaron cortes histologicos e histoquimica con SNA *"
10-140) "Nuestros controles en los ensayos de hemaglutinacién con eritrocitos de cerdo indican que la
actividad de SNA y la de sialidasa estan presentes, la ultima corroborada con el incremento de la
hemaglutinacion con PNA. Por ello, sugerimos que en los cerdos estudiados aun no se expresa el

receptor en la mucosa nasal para la unién de SNA.
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Conclusiones

La cavidad nasal de cerdos de 15 dias de edad posee 8 tipos de epitelio, asi como poco desarrollo de
glandulas, células ciliadas y células caliciformes, lo cual indica que la histodiferenciacion de la
mucosa nasal continua posnatalmente.

La cavidad nasal de cerdos de 30 dias de edad tiene las caracteristicas histologicas de la mucosa
nasal que predominaran en la vida adulta, lo que indicaria que el grado de histodiferenciacion a esa
edad es alto.

En el techo y pared lateral del conducto nasofaringeo fue identificado un 6rgano linfoide secundario
que designamos como NALT (Tejido Linfoide Asociado al conducto Nasofaringeo). En éste y en la
tonsila palatina adyacente demostramos por primera vez la presencia de células dendriticas
foliculares CD21 positivas.

El tercio medio de la cavidad nasal presenta histoquimicamente sitios de union a MAA en los
conductos interlobulillares y excretores de las glandulas seromucosas localizadas en la mucosa de la
porcion media y superior septo, del toro glandular y de la convexidad del cornete superior, lo que
sugiere la presencia de glicoconjugados con acido sialico alfa 2-3.

Sialidasa funciond como reactivadora a los sitios de uniéon a MAA, aumentando la intensidad de la
histofluorescencia en relacion directa al tiempo de tratamiento con la enzima en los mismos sitios
descritos y desenmascarando otros, como las células caliciformes y en menos grado el tejido
conjuntivo de la ldmina propia

En el tercio posterior la positividad a MAA se observo en células linfoides que pueden corresponder
a células T por su ubicacion internodular, nodular periférica e infiltrando el epitelio respiratorio que
cubre al NALT.

La ausencia de histofluorescencia con SNA en la mucosa nasal de cerdos de 15 dias sugiere la no
expresion de glicoconjugados con acido sialico alfa 2-6.

La inmunoreactividad al RVP en cerdos de 15 y 30 dias, 1h y 3h posteriores a la instilacién
intranasal del virus, fue observada en los cilios y en el endotelio vascular. La presencia bilateral de
la inmunotincién en algunos cerdos inoculados unilateralmente sugiere una redistribucion del
indculo por la inspiracion y espiracion.

La comparacioén de la histofluorescencia con MAA vy la inmunorreactividad al RVP sefala que la
expresion de receptores es insuficiente para explicar y establecer una correlaciéon con la
inmunotincion en su localizacion histologica.

Un desafio importante es aumentar nuestra comprension de los perfiles de expresion de glicanos en

vivo. Esta brecha de conocimiento presenta actualmente el mayor obsticulo para lograr una
comprension de las interacciones virus-glicanos y sus funciones en la enfermedad.
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Figura 1. Tejido linfoide asociado a las mucosas de vias respiratorias como interacciéon con
patogeno s y antigenos. (Modificada de Sahaza et al., 2014).“®) 9
Figura 2. Tejido Linfoide Asociado a la Nariz en diferentes especies. Raton (a-d), rata (e) conejo
(f,g), humano (h) , murcié¢lago (i,j) y minicerdo (k,I). NC: cavidad nasal. NS: septo nasal. TN:
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Figura 3. a) Esquema del RVP y sus proteinas constituyentes. En la superficie de la membrana viral
se encuentran las glicoproteinas transmembranales HN y F, en la parte interna de la misma se
localiza la proteina de matriz M. Intimamente ligada a la cadena de ARN se encuentran las
nucleoproteinas (NP) que conforman la nucleocapside helicoidal y las proteinas P y L que forman el
complejo con actividad polimerasa del virus Tomada y modificada de G. SANTOS-LOPEZ y cols.,
2004 16
Figura 4. Ciclo biologico o replicativo de Rubulavirus. Tomado de Leyva et al, 2002, con base a 1.
Lamb RA, Kolakofsky D (1996). Paramyxoviridae: The viruses and their replication,.En: Fields
BN, Knipe DM, Howley PM et al. (Eds). Fields Virology. Tercera Ed. Lippincott-Raven Publishers.
Filadelfia-Nueva York, pp. 1177-1204 17
Figura 5. Estructura del disacarido sialilo2,3-galactosa. Esta molécula esta formada por un residuo
de acido N-acetil-neuraminico unido en enlace glicosidico alfa al carbono 3 de la galactosa. Se
muestra el sitio de corte de la enzima neuraminidasa. Los estudios indican que esta molécula es
componente del receptor celular del rubulavirus porcino. Tomado de Leyva et al, 2002 18
Figura 6. Cerdos machos hibridos York-Landrace de 15 y 30 dias de edad. 22
Figura 7. Corte seriados del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias. Se observa
autofluorescencia en nervios excitados con longitudes de onda azul (a) y verde (b). La mucosa nasal
tratada con azul de Evans y excitada con luz azul emite en rojo (d). La fotomicrografia de este corte
fue editada con Photoshop, usando niveles en negro sdlo para el fondo para eliminar el fondo y
resaltar el virado de la autofluorescencia con azul de Evans (c). Notese que la autofluorescencia en
verde ha sido abatida. 27
Figura 8. Resultados de hemoaglutinacion con lectinas PNA, MAA y SNA. Obsérvese que en la
fila 1, se encuentra el control de la prueba, no hay hemoaglutinacion al igual que en la fila 2 para
PNA, en la fila 3y 4 se observo hemoaglutinacion de 3 pozos para MAA y 7 pozos para SNA 28
Figura 9. Ensayo de hemaglutinacion con sialidasa con las lectinas PNA (Peanut agglutinin), MAA
y SNA. En el pozo: (1) control (PBS) no hubo hemaglutinacién. (2) con PNA el titulo es 256. (3)
con MAA es 64 y (4) con SNA es 64 28
Figura 10. Corte medial de las fosas nasales de un cerdo de 30 dias. Septo nasal removido
parcialmente (a), septo nasofaringeo (b), cornete inferior (c), cornete superior (d), huesos
etmoidales (e), nasofaringe (f), seno frontal (g), bulbo olfatorio (h), paladar duro (i), zona de NALT
() 31
Figura 11. Corte sagital de las fosas nasales de un cerdo de 30 dias después de eliminar el tabique
nasal y el tabique nasofaringeo. Se observa el cornete inferior (c), cornete superior (d), huesos
etmoidales (e), nasofaringe (f), seno frontal (g), bulbo olfatorio (h), paladar duro (i) tonsila palatina

(i*), zona de NALT (j) 32
Figura 12. Diseccion del macizo 6seo nasal para someterlo al procedimiento de descalcificacion
con acido formico al 5% durante 2 semanas. 33

86



Figura 13. Descalcificacion y corte sagital de la cabeza de un cerdo de 30 dias. Todos los macizos
nasales se dividieron en 15 segmentos 34
Figura 14. Cortes transversales de los segmentos anteriores de las cavidades nasales de cerdos de
15 dias de edad. Identificacion y distribucion de los diferentes tipos de epitelios: Rojo: plano
estratificado sin estrato corneo; verde: plano estratificado con estrato corneo; azul: cilindrico
estratificado; amarillo: cilindrico estratificado sin cilios; purpura: cilindrico pseudoestratificado con
cilios. TN: tabique nasal, H & E 36
Figura 15. Cortes transversales de los segmentos 5 al 8 del tercio medio de la cavidad nasal de
cerdos de 15 dias de edad. Identificacion y distribucion de los diferentes tipos de epitelios: Rojo:
plano estratificado sin estrato corneo; amarillo: cilindrico estratificado sin cilios; purpura: cilindrico
pseudoestratificado con cilios; negro: cilindrico estratificado con cilios; anaranjado: cilindrico
pseudoestratificado sin cilios; verde azulado: epitelio olfatorio. TN: tabique nasal. H & E 38
Figura 16, Segmentos 11 al 13. Estos segmentos corresponden al inicio del tercio posterior o
caudal de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de edad. Identificacion y distribucion de los
diferentes tipos de epitelios: Purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios; verde azulado:
olfatorio. BO: ubicacion del bulbo olfatorio.TN: tabique nasal, CNF: conductos nasofaringeos,
separados por el tabique nasofaringeo. TP: tonsila palatina. H & E 40
Figura 17. Segmentos nasales 14 y 15. Son los mas caudales del tercio posterior de cerdos de 15
dias de edad. Se distinguen por el NALT mas desarrollado, la desembocadura de las tubas auditivas
y la transicion del conducto nasofaringeo a la faringe propiamente dicha. Por esta razon existen dos
transiciones epiteliales (ver texto). Color purpura: cilindrico pseudoestratificado con cilios, NALT:
tejido linfoide asociado a la nasofaringe. TP: tonsila palatina, H & E 41
Figura 18. Histoquimica con MAA en el tercio medio de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de
edad. Oobsérvese la fluorescencia en el borde apical (flechas blancas) de las células epiteliales de
los conductos interlobulillares (A-E) y de los conducto excretores de las glandulas seromucosas (F)
de la mucosa del tabique nasal (partes superior y media), de la curvatura convexa del toro glandular
y de la curvatura convexa del cornete superior. Los adenomeros (estrellas blancas)

y el epitelio cilindrico pseudoestratificado con cilios y células caliciformes (parte inferior de F)
fueron negativos 45
Figura 19. Histoquimica con MAA en el tercio medio de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias de
edad. Obsérvese la fluorescencia en el borde apical (flechas blancas) de las células epiteliales de los
conductos interlobulillares (A-E) y de los conducto excretores de las glandulas seromucosas (E). El

borde luminal del epitelio del conducto nasolagrimal también fue positivo (F flecha blanca) 46
Figura 20. Reconstruccion del conducto nasolagrimal de la Fig. 18F. El borde luminal del epitelio
de revestimiento expresa sitios de union a MAA. Barras = 50 um. 47

Figura 21. A-H. Histoquimica con MAA en el tercio posterior de la cavidad nasal de cerdos de 15
dias de edad, a la altura del tejido linfoide asociado al conducto nasofaringeo (A-D) y sus controles
correspondientes en cortes seriados (E-H). Los sitios con especificidad para MAA fueron el tejido
linfoide internodular del NALT, a células situadas en la periferia de los nddulos y a células linfoides
que infiltran el epitelio respiratorio asociado a los nddulos linfoides (flechas amarillas). Se observa
claramente que los cortes seriados no incubados con MAA biotinilada pero si con el complejo
estreptavidina-FITC son negativos (E-H). Una vez mas, ninguna células del epitelio “respiratorio”
tiene sitios de union a MAA 48
Figura 21A-H. Histoquimica con MAA en el tercio posterior de la cavidad nasal de cerdos de 15
dias de edad, a la altura del tejido linfoide asociado al conducto nasofaringeo (A-D) y sus controles
correspondientes en cortes seriados (E-H). Los sitios con especificidad para MAA fueron el tejido
linfoide internodular del NALT, a células situadas en la periferia de los nddulos y a células linfoides
que infiltran el epitelio respiratorio asociado a los nodulos linfoides (flechas amarillas). Se observa
claramente que los cortes seriados no incubados con MAA biotinilada pero si con el complejo
estreptavidina-FITC son negativos (E-H). Una vez mas, ninguna células del epitelio “respiratorio”
tiene sitios de union a MAA 49
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Figura 23. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 6 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese la positividad del
borde apical de las células epiteliales de los conductos interlobulillares (A-F, flechas blancas) y en el
borde basolateral de algunas células 50
Figura 24. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 6 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese la positividad
(verde) positiva en el borde apical de las células epiteliales de los conductos interlobulillares (A-D)
(flechas blancas) y de los conducto excretores de las glandulas seromucosas (E, F) (flechas blancas).
No se detecto tincion en cilios (flechas amarillas) 51
Figura 25. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 6 h de tratamiento con sialidasa. Reconstruccion de la
transicion entre el tercio superior del tabique nasal y parte del techo de la cavidad nasal. Obsérvese la
positividad en el borde apical de las células epiteliales de los conductos interlobulillares (en recuadro
y flecha blanca) y de los conductos excretores de las glandulas seromucosas (en recuadro y flecha
amarilla). 52
Figura 26. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese los sitios de
union de MAA (flechas blancas) en el borde apical de las células epiteliales de conductos
interlobulillares y conductos excretores de las glandulas seromucosas y conducto lagrimal a nivel del
techo (A), de la pared superior del tabique (B) y de la superficie convexa del cornete superior (C-F).
Notese que no hay lectinofluorescencia de cilios (Flechas amarillas). 53
Figura 27. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese el incremento en
la intensidad de la lectinofluorescencia en toda las células y no sélo en el borde apical o la region
basolateral del epitelio de los conductos interlobulillares y excretores de las glandulas seromucosas
del techo (A, conducto nasolagrimal incluido, flecha blanca) y de la pared superior del tabique nasal
(B-F, flechas blancas). No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas) 54
Figura 28. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Campos microscopicos del
techo-parte superior del tabique nasal (A-C) similares a los de la figura 26. En D se observa la luz de
la cavidad nasal que separa la superficie convexa del cornete superior y parte superior y media del
tabique nasal; la lamina propia de ambas estructuras presenta reactividad a MAA en los conductos
glandulares, sobre todo en el tabique. En E y F se observa que los conductos glandulares presentes en
la lamina propia de la mucosa que cubre la superficie convexa del cornete superior, pero no los de la
superficie concava, presentaron sitios de union a MAA atn después de 48 h de tratamiento con
sialidasa. No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas) 55
Figura 29. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h detratamiento con sialidasa. Obsérvese la positividad a
la lectina (flecha y circulo blanco) en los conductos glandulares de lamina propia de la superficie
convexa del cornete superior y pared superior del tabique (A), y borde superior del cornete (B). No
hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas) 56
Figura 30. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 48 h de tratamiento con sialidasa. Reconstruccion de la
transicion entre el tercio superior del tabique nasal y parte del techo de la cavidad nasal. Obsérvese la
positividad a MAA en las células epiteliales de los conductos interlobulillares (en recuadro y flecha
blanca) y de los conductos excretores de las glandulas seromucosas (en recuadro y flecha amarilla).
Notese la ausencia de lectinofluorescencia en la superficie luminal del epitelio 57
Figura 31. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 50 h de tratamiento con sialidasa. Aun se observa el
incremento en la lectinofluorescencia (flechas blancas) en la mayoria de las células de los conductos
interlobulillares (A,C-F) y en conductos excretores (B, E) de las glandulas seromucosas del techo de
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la cavidad nasal y del cornete superior (F) en el segmento 6. En este tiempo de tratamiento con
sialidasa algunas células caliciformes mostraron positividad a MAA en el contorno de la teca y hacia
la parte basal de la célula (D, circulo blanco). No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas
amarillas). Barras = 100pum 58
Figura 32. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con MAA después de 50 h de tratamiento con sialidasa. Unicamente en el epitelio
respiratorio techo y en la pared lateral correspondiente al toro glandular de los segmentos 5 y 6 las
células caliciforme mostraron lectinofluorescencia con el tratamiento de 50h con sialidasa (Circulos

y flechas blancas). En A y B, las flechas blancas superiores sefialan cierta positividad a MAA en el
tejido conjuntivo de la ldmina propia. No hubo lectinofluorescencia en los cilios (Flechas amarillas).
Barras = 100pm 59
Figura 33. Reconstruccion de la transicion entre tabique nasal y parte del techo de la cavidad nasal

a nivel del tercio medio, S5-S6, de la cavidad nasal de cerdos de 15 dias. Cortes histologicos
tratados durante 6 h (izquierda) y 48h (derecha) con sialidasa. Notese que la seriacidon de cortes es
practicamente en el mismo nivel anatomico de la cavidad nasal. Esto facilita y hace mas confiable

la comparacion del efecto de la cinética de tratamiento con la enzima sialidasa y la reactividad de
los componentes histologicos y celulares a la histoquimica con MAA. Es evidente el incremento de

la lectinofluorescencia a mayor tiempo de tratamiento con sialidasa. Barras = 100 um 60
Figura 34. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias, histoquimica
con SNA. Curvatura del cornete superior (A), Pared lateral (B-F). No se observaron sitios de
lectinofluorescencia (Flechas amarilla) en cilios, células caliciformes, conductos excretores ni
interlobulillares como lo descrito con MAA 61
Figura 35. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias,
histoquimica con SNA después de 50 h de tratamiento con sialidasa. Obsérvese la ausencia
lectinofluorescencia en las estructuras epiteliales de la mucosa nasal como en la histoquimica sin
tratamiento con sialidasa 62
Figura 36. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias, 1h después
de la inoculacion intranasal de RVP. Inmunohistoquimica con suero hiperinmune de conejo para
RVP. En una de las fosas nasales se observo inmunorreactividad al virus en el borde apical o luminal
del epitelio respiratorio y en el endotelio de vasos sanguineos (arterias y venas) de la lamina propia (A,
B, flechas). En la fosa contralateral (C, D) y en los cortes controles (E, F) no hubo deteccion
inmunohistoquimica de RVP. Barras = 100 um 64
Figura 37. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 15 dias, 3h después
de la inoculacién intranasal de RVP. Inmunohistoquimica con suero hiperinmune de conejo para
RVP. En la base o pilar del cornete superior, revestido por dos tipos de epitelio (A) se observo
positividad homogénea en los cilios (arriba a la derecha) y en forma de agregado en donde habia
células caliciformes (abajo a la izquierda). Obsérvese mayor aumento del pilar (B). En el epitelio de
la convexidad del cornete superior (C) y en la porciones media y superior del tabique nasal (D, E)
fue observada una inmunorreactividad similar a la descrita, ademas de positividad en eritrocitos y en
el endotelio vascular. Notese algo de fondo en la ldmina propia pero ausencia de inmunorreactividad
en el epitelio respiratorio del pilar del cornete superior en el corte control (F). Barras =100 um 65
Figura 38. Corte transversal del segundo tercio de la cavidad nasal de cerdo de 30 dias, 3h después
de la inoculacién intranasal de RVP. Inmunohistoquimica con suero hiperinmune de conejo para
RVP. La inmunorreactividad a RPV fue observada consistentemente en los cilios del epitelio
respiratorio, eritrocitos y endotelio vascular, asi como en forma tenue en la lamina propia de cornete
superior (A,E,F) y en la parte media y superior de la mucosa del tabique nasal (C,D, E parte inferior
y F parte superior). En estos animales la tincion bilateral también fue frecuente. Obsérvese la
ausencia de inmunorreactividad en la mucosa del cornete superior en los cortes control (B). Barras =
100 um 66
Figura 39. Inmunohistoquimica enzimatica del tejido linfoide asociado al conducto nasofaringeo
(NALT) de cerdos de 15 dias edad con el anticuerpo policlonal antiCD21. Obsérvese la positividad
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de los nodulos linfoides del NALT, localizado en el techo y pared lateral del conducto nasofaringeo
(A-E). El piso del conducto no posee nodulos linfoides (F) y no fue observada ninguna reactividad a
CD21. En la parte izquierda de A esta la pared lateral y hacia la izquierda la transicion hacia el piso
del conducto nasofaringeo, carente de nodulos linfoides. Barra= 500 pm para todas las
fotomicrografias 67
Figura 40. Inmunohistoquimica enzimatica de tonsila palatina de cerdo de 15 dias edad con el
anticuerpo policlonal antiCD21. Notese la positividad de todos los nodulos linfoides (A) La células
CD21 positivas presentaron una morfologia dendriticas, formando una red de prolongaciones
citoplasmicas entre los linfocitos B (B-F). Algunas células redondas subepiteliales (F, flechas)
también fueron marcadas 68
Figura 41. Sintesis esquematica de los sitios de la mucosa nasal del tercio medio y segmento 6 de
cerdos de 15 dias de edad en los que se expresan glucoconjugados con acido sialico 02,3Gal
identificados con la lectina MAA antes (A) y después (B) de la cinética de tratamiento con sialidasa
(48h), con la inmunorreactividad al RVP en cerdos de 15 y 30 dias, 1 y 3 h después de la
inoculacion intranasal del virus (C) 69
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