Estudios hematolégicos en la fiebre porcina clasica aguda.
Aportaciones a la patogénesis de la diatesis
hemorragica

Resumen

Con objeto de establecer un modelo animal para el
esaxlio de la patogenia de las diatesis hemorragicas
agudas, se llevaron a cabo estudios de parametros
hemostaticos para la evaluacion de los mecanismos
de coagulacion, asi como pruebas de biometria
hematica con especial énfasis en las cuentas
plaquetarias, en 16 cerdos infectados
experimentalmente con el virus de la fiebre porcina
clasica y 4 cerdos testigos no infectados. En el
estudio no se detectaron cambios significativos en los
parametros de evaluacion de la coagulacion intrinseca
y extrinseca, pero si se presentd una significativa
reduccion en la cuenta plaquetaria a partir del tercer
dia posinfeccion. Se discute la probabilidad de que la
trombocitopenia constituye la base de la diatesis
hemorragica y que es consecuencia de un dafo del
virus a las plaquetas o a sus precursores, ¢
independiente a trastornos de la coagulacion.

Introduccion

La fiebre porcina clasica (FPC) es una enfermedad
viral de los cerdos, su caracteristica es la diatesis
hemorragica.' De acuerdo con diversos autores,”'se
considera que en el curso de la FPC aguda se
presentan diversos defectos del sistema hemostatico.
La multiplicidad de las alteraciones sugiere que la
coagulopatia por agotamiento de los factores de la
coagulacion, es, en parte, responsable de la diatesis
hemorragica. Con el fin de apoyar esta conclusion,
debe enfatizarse que al margen de que la diatesis
hemorragica masiva ocurra en varios Organos,
también se presenta trombosis
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multiple, principalmente en bazo, rifiones e higado.®
Esos trombos pueden ser considerados como una evi-
dencia de la coagulopatia por agotamiento de los
factores de coagulacion, en la medida que son ricos
en fibrina, demostrables histologicamente mediante
tinciones especiales y ultraestructuralmente por
medio de la microscopia electrénica.” Sin embargo,
existen evidencias que la trombocitopenia es de
importancia en la patogenia de las alteraciones
hemostaticas en la FPC, independientemente de la
coagulacion intravascular diseminada (CID) 2

Hasta donde se conoce, no se ha demostrado que el
virus de la FPC infecte a las plaquetas o a sus
precursores; sin embargo, es factible que esto ocurra,
en virtud de la patogénesis que se ha descrito para
este agente.®

En condiciones naturales el virus de la FPC ingresa
por via oronasal; después de su replicacion inicial en
las células epiteliales de las criptas de las tonsilas, el
virus invade al tejido linfoide y a los macrofagos y es
transportado a los nddulos linfaticos regionales. En
ese sitio se multiplica y da origen a una viremia
inicial.  Posteriormente se producen grandes
cantidades del virus en el bazo, aparato digestivo y
médula 6sea.>®

El hecho de que el virus pueda aislarse de la médula
6sea implica la probable infeccion de los
megacarioblastos, promegacariocitos y
megacariocitos precursores de las plaquetas.’

En la medida que el virus se encuentra en la medula
o6sea y en estrecho contacto con los endotelios
capilares, el origen celular de las plaquetas ofrece una
prospectiva de estudio de la FPC para determinar el
origen de una trombocitopenia previa a la agregacion
plaquetaria, caracteristica de un proceso diseminado
de trombosis intravascular.

El presente trabajo esta orientado hacia el estudio de
las evidencias hematoldgicas de posibles mecanismos
involucrados en la diatesis hemorragica de la FPC
aguda, con base en que este modelo ofrece
considerables analogias con la patogénesis de las
tendencias hemorragicas en otras enfermedades
virales agudas tanto en el hombre como en los
animales.

Con el propdsito de esclarecer la patogenia de la
diatesis hemorragica en la FPC aguda, se disefi el
presente estudio, este pretende los siguientes
objetivos:
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1. Evaluar mediante pruebas especificas, el
sistema de coagulacion intrinseco y extrinseco con
el fin de detectar un posible agotamiento de factores
de coagulacion.

2. Investigar los cambios en las cuentas
plaquetarias y su posible relacion con la diatesis
hemorragica.

Material y métodos

Los estudios se realizaron en 20 cerdos, entre
hembras y machos, de raza hibrida, provenientes de
varias lechigadas. Al inicio del experimento los
animales pesaron entre 15 y 20 kg con edades entre
6 y 8 semanas. Los cerdos se obtuvieron de granjas
con certificacion libre de FPC. Antes de iniciar el
experimento se constatd la ausencia de anticuerpos
contra la FPC mediante la prueba de
seroneutralizacion.

De los veinte cerdos iniciales, 16 se infectaron con
una sola dosis del virus de la FPC,10° DL 50%,
cepa Ames lowa por via intramuscular, 4 meses se
utilizaron como testigos.

Tanto los cerdos infectados como los testigos se
alojaron en el bioterio de bioseguridad de la
Facultad de Medicines Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

Los animales se dividieron en 2 lotes, identificados
como 1 y 2. El lote 1 incluye los animales
infectados; el lote 2 que se aisld del lote 1, estuvo
integrado por los testigos.

Estudios hematolégicos

Con el propdsito de determinar los parametros
hemostaticos, asi como las pruebas de biometria
hematica, se obtuvo diariamente sangre completes
de 6 de los 20 animales, durante tres dias antes de la
inoculacion viral y posteriormente de 6 animales
infectados durante 8 dias. Se muestred a los cerdos
en forma alternada, de tal manera que un mismo
animal no fue sangrado en dias consecutivos. Se les
extrajo a cada uno 7 ml de sangre mediante puncion
venosa en el seno de las yugulares. La muestra se
colocé dividida en 2 tubos de ensayo. Uno de estos
contuvo sales de acido etilendiaminotetracético
(EDTA) en proporcion de una gota por cada 3 ml de
sangre, el otro contuvo citrato trisoédico al 3.8% en
proporcion de 1:9 para 4 ml de sangre.

Para obtencion de plasma sin paquete plaquetario,
se centrifugaron los tubos con sangre citratada a
razon de 1000 xg durante 10 minutos.
Posteriormente el plasma obtenido se congelé a -
70°C.
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Las muestras sanguineas con EDTA se utilizaron
para conteo plaquetario y para realizar pruebas de
biometria hematica.
El analisis de los factores de coagulacion incluyd
las siguientes determinaciones:

A) Cuenta plaquetaria, mediante el método

directo.*

B) Biometria hematica completa.

C) Tiempo de tromboplastina parcial activada

(TTPa).*

D) Tiempo de protrombina (TP).**

E) Tiempo de trombina, se utiliz6 trombina

bovina purificada (TT).***
Para los 20 animales de estudio, se tomaron los
parametros comparativos respecto de los valores
previos a la infeccion, se evaluaron los parametros
individuales y se determine su significancia
mediante la prueba t de Student.

Resultados

Todos los animales inoculados presentaron fiebre de
40°C a 41°C a partir del primer dia posinfeccion. En
los siguientes dias se observo en todos anorexia,
letargia, incoordinacion, diarrea, vomito y eritema
cutaneo.

La Cuenta plaquetaria tuvo un ligero aumento
durante los dos primeros dias posteriores a la
infeccién, en los dias consecutivos hubo una
significativa reduccion en la Cuenta plaquetaria (P
< 0.001). Entre tres y cinco dias posinfeccion se
observe 47.28% de reduccion respecto de los
testigos, entre los 6 y 8 dias esta reduccion alcanzo
78% (Figures 1).

Los resultados de la biometria hematica no
mostraron cambios significativos ni desviaciones
fuera de los parametros normales en los valores de
hematocrito, hemoglobina, proteinas plasmaticas y
fibrindgeno.
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Figura 1. Cuentas plaquetarias de cerdos testigos e infectados.
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Figura 2. Cuenta leucocitaria de cerdos testigos e infectados.

La cuenta leucocitaria total tuvo una significativa
reduccion a partir del primer dia posinfeccion (P <
0.001) (Figura 2). Los valores entre el sexto y octavo
dias posinfeccion fueron 72% inferiores respecto de
los testigos; por su parte, las reducciones de 1 a 2 dias
y 3 a 5 dias posinfeccién fueron de 37% y 67%,
respectivamente.

Las cuentas linfocitarias permitieron determinar
linfocitosis a partir del sexto dia posinfeccion con
incremento promedio de 38% por encima de los
valores normales.

La cuenta neutrofilica tuvo un ligero incremento
entre el primero y tercer dias posinfeccion; entre el
cuarto y sexto dias la cuenta neutrofilica disminuy6
35%; finalmente entre el séptimo y octavo dias
disminuy6 50% respecto de los testigos (Figura 3).
En referencia a los parametros de evaluacion de la
coagulacion intrinseca y extrinseca, consistentes en el
tiempo de tromboplastina parcial activada, tiempo de
protrombina y tiempo de trombina, no se detectaron
cambios significativos respecto de los testigos ni
desviaciones fuera de los valores normales para la
especie.

Discusién

Desde hace mas de cincuenta aflos se sabe que el
virus de la FPC ejerce un efecto directo sobre el
sistema vascular y que los signos clinicos y lesiones
macroscopicas resultan del dafio a los capilares,
precapilares, arteriolas y venas. Por esa razon en las
lesiones macroscopicas se presenta congestion,
hemorragia o infarto, dependiendo de la localizacion
anatomica, de la severidad y curso de los cambios
vasculares.’

La degeneracién y necrosis generalizada de las
células endoteliales, hacen suponer que la liberacion
de los factores coagulantes, tales como la
tromboplastina tisular o bien la exposicion de la
colagena subendotelial, desencadenan los
mecanismos  intrinsecos 'y extrinsecos de la
coagulacion.!

Con base en dichas circunstancias, es factible suponer
que las diatesis hemorragicas en la FPC tuvieran un
importante componente patogénico en el agotamiento
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Figura 3. Cuenta de neutrofilos de cerdos testigos e infectados.

de los factores de la coagulacion, derivado de la
trombosis capilar diseminada.” Sin embargo, en el
presente estudio no se detectaron cambios
significativos en los parametros de evaluacion de la
coagulacion intrinseca y extrinseca. En este sentido,
es importante destacar que a partir del tercer dia
posinfeccion, hubo una significativa reduccion en la
cuenta plaquetaria, asi como una reduccion de las
cuentas de otros elementos de origen mieloide; por
ejemplo, los neutrofilos. Mas atn, la leucopenia se
detecté desde el primer dia posinfeccion. Como
consecuencia, de acuerdo con los hallazgos del
presente estudio, se supone que la base de las
alteraciones  hemostaticas se debe a la
trombocitopenia. En la medida que esta es
independiente de los trastornos de la coagulacion,
puede pensarse que su reduccion no es resultado de
su agregacion en el proceso de trombosis, por lo
menos en la fases iniciales, sino que es muy probable
que exista un dafio directo del virus a las plaquetas y
posiblemente a la trombopoyesis en la médula 6sea.
Futuras investigaciones sobre cambios
ultraestructurales en las plaquetas y sus precursores
deberan corroborar estas hipotesis.

Abstract

In order to establish an animal model for the study of
the pathogenesis of acute haemorrhagic diathesis,
intrinsic and extrinsic pathways of coagulation were
evaluated and blood cell counts were determined with
special emphasis on platelet counts on 16
experimentally infected pigs with Classical Swine
Fever virus and on four non infected controls. In the
present study no coagulation disorders could be
detected, however, there was a significant reduction
in platelet counts detectable after the third day
postinfection. Thrombocythopenia as a probable
cause of disseminated haemorrhages is discussed.
This disorder is attributed to a direct viral effect on
platelest and/or its precursors and is independent of
platelet aggregation in diseminated intravascular
coagulation.
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