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SUMMARY

The pulmonary pathology of parainfluenza type 3 (PIV-3) infection in sheep was investigated firstly
by detecting in situ virus particles in cases of sheep pneumonia, negative to bacteriological isolation
but positive to isolation of parainfluenza type 3 virus (PIV-3); secondly by characterizing the associa-
ted lesions by gross pathology and histopathology. PIV-3 particles were detected by indirect immuno-
alkaline-phosphatase staining with monoclonal antibodies and rabbit polyclonal.

The main gross lesion consisted in areas of consolidation which showed a reddish brown color and
contained small gray foci on their cut surface. These areas were confined only to the anterior lobes of
the lungs. These consolidated areas, on cross section of the lung, were found to be distributed extensi-
vely throughout affected lobes and appeared to follow the smaller bronchi and bronchioles. The me-
diastinal and bronchial lymph nodes were hyperemic and slightly enlarged. Histopathological findings
were interstitial pneumonia with hyperplasia of bronchiolar associated lymphoid tissue (BALT), dege-
nerative bronchiolar epithelium with lymphocyte infiltration, areas of atelectasis and increased alveo-
lar septa thickness due to proliferation of type Il pneumocytes, lymphocytes, macrophages and to fibrosis.
Virus particles, were observed more frequently in bronchiolar epithelial cells than in alveolar septal
cells and occasionally in alveolar macrophages. The large number of lymphocytes, combined with the
minimal to moderate cytolysis of viral antigen bearing cells suggests that PIV-3-induced pulmonary
lesions have an immunopathological component.
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INTRODUCCION

Las infecciones virales que afectan al aparato
respiratorio representan la mayor causa de morbi-
lidad en diferentes grupos etarios. La mortalidad
puede ser alta cuando afectan a animales de eda-
des extremas provocando importantes pérdidas eco-
némicas (Yates, 1988).
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Los paramyxovirus infectan una gran variedad
de mamiferos y aves, pero estos virus son especies
especificas. Estas infecciones pueden provocar des-
de un cuadro asintomético hasta causar cerca del
100% de mortalidad (Vainionpaa y col., 1989). En-
tre ellos, el virus parainfluenza tipo 3 (VPI-3), un
virus ARN (Dimock y Collins, 1993), es una de las
causas mas difundidas de neumonia intersticial y ha
sido aislado en diferentes paises, incluyendo Chile
(Berrios y col., 1990; Berrios y col., 1991). El vi-
rus, por si solo, generalmente produce cuadros res-
piratorios benignos, sin embargo, predispone a
cuadros clinicos severos producidos por bacterias
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tales como Pasteurella haemolytica, Corynebacte-
rium sp. o Rickettsias (Yates, 1988).

El VPI-3 estd ampliamente distribuido en el
mundo. Se han identificado cepas en humanos y en
bovinos que causan enfermedad del tracto respira-
torio (Klippmark y col., 1990). La oveja también es
afectada por este virus (Davies y col., 1977; Robin-
son, 1983), el cual se ha aislado en muchos paises
incluyendo Chile (Berrios y col., 1991). Sin embar-
g0, no hay informacién disponible acerca de las re-
laciones antigénicas entre las cepas del virus bovino
y ovino.

Los sintomas incluyen temperatura elevada, ano-
rexia, apatia, exudado nasal, respiracion dificulto-
sa, estornudos y tos. Macrosc6picamente, en los
16bulos apicales del pulmén se observan zonas de
coloracién rojiza y de hepatizacion (Cutlip y
Lehmkuhl, 1982; Lehmkuhl y Cutlip, 1982, 1983).

Segitin Welliver y Ogra (1988), los mecanismos
defensivos del sistema respiratorio incluyen: filtra-
cién aerodindmica, transporte mucociliar, células
“natural killer”, macréfagos alveolares, anticuerpos,
neutrdfilos, sustancias de amplificacién y tejido lin-
foide; organizado este dltimo como nédulos linfa-
ticos mediastinales, nédulos de tejido linfoide
asociado a los bronquiolos (TLAB), actimulos lin-
foides intersticiales y linfocitos libres en el parén-
quima y espacios aéreos.

El ataque del VPI-3 a la superficie de la célula
es mediado por la glicoproteina HN, la cual in-
teractuarfa con la célula blanco (Van Wyke Coelingh
y col., 1990), a través de receptores que probable-
mente corresponden a 4cido neuroaminico conteni-
do en las glicoproteinas de la superficie (Moscona
y Peluso, 1992). Los receptores se encuentran en di-
ferentes tipos celulares, como células epiteliales,
linfoides, monociticas, cerebrales y pulmonares
(Vainionpaa y col., 1989).

De la proteina F depende la penetracién del ARN
viral a la célula huésped y la unién entre las célu-
las infectadas y no infectadas; esta proteina nece-
sita una divisién, proteolitica para ser activa ya que,
sin esta divisi6n las particulas virales producidas no
son infecciosas y la infeccién se autolimita. La fa-
1la en la divisién de la proteina F podria ser un fac-
tor que contribuya al establecimiento de la
persistencia viral (Vainionpaa y col., 1989).

Tanto las células epiteliales como los macréfa-
gos son las primeras células que son infectadas por
el VPI-3 (Chanock y McIntosh, 1990). Estas célu-
las son destruidas como consecuencia de la repli-
cacién viral y de la citotoxicidad de mediacién

inmune. Los macréfagos que no son destruidos pue-
den presentar diversas alteraciones funcionales (Da-
vies y col., 1986).

Como consecuencia de la infeccién, en el tracto
respiratorio se produce la pérdida del movimiento
ciliar, el desprendimiento de las células epiteliales
y la acumulacién de exudado, facilitando asf la co-
lonizacién y el crecimiento bacteriano (Davies y
col., 1986).

MATERIAL Y METODO

1. MATERIAL

Muestras: Se trabajé con muestras de 10 pul-
mones neumonicos de corderos pesquisados en la
Planta Faenadora de Carnes Lo Valledor de 1la Re-
gién Metropolitana. Las muestras seleccionadas
fueron de aquellos pulmones que resultaron nega-
tivos a aislamiento de Pasteurella haemolytica,
Mycoplasma u otra bacteria patégena y que al mis-
mo tiempo fueron positivas a aislamiento de VPI-
3, realizado en los laboratorios de Microbiologia y
Virologia, respectivamente, de la Facultad de Cs.
Veterinarias y Pecurias de la Universidad de Chile.
El aislamiento bacteriano se realizé de acuerdo al
protocolo descrito por Biberstein y Thomson
(1966). El aislamiento viral se realizé segin pro-
cedimiento descrito por Berrios y col. (1991). Como
control se usaron 2 pulmones que al examen ma-
croscépico e histoldgico no presentaron lesiones.

Anticuerpos: Se usaron anticuerpos monoclona-
les murinos anti VPI-3, 4795 y 4673 que reconocen
protefnas HN y F, respectivamente, del VPI-3 huma-
no y reaccionan en forma cruzada con el VPI-3 bo-
vino (Klippmark y col., 1990). Fueron cedidos
gentiimente por el Dr. Robert Rydbeck, Departamen-
to de Virologia, Instituto Karolinska, Estocolmo, Sue-
cia. También se utiliz6 suero policlonal anti VPI-3
elaborado en conejos. Anticuerpos IgG de burro, anti
IgG de ratén o conejo, conjugados con fosfatasa al-
calina (1198661 Boehringer, W. Germany) fueron
utilizados para visualizar la formacién de complejos
entre el anticuerpo monoclonal o el suero policlonal
y los antigenos reconocidos.

2. METODO

De cada pulmén sano y neumoénico se tomaron
muestras que fueron divididas en dos trozos, uno se
fij6 en formalina al 10% neutralizada con carbona-
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to de calcio para histopatologfa y el otro se conge-
16 a—-70° C para inmunohistoquimica.

Las muestras fijadas en formalina fueron inclui-
das en bloques de parafina segiin técnica estdndar
y se sometieron a las siguientes tinciones (Ldopez y
col., 1980): técnica corriente de hematoxilina-eosi-
na para ver morfologia general, tricrémico de Van
Gieson para identificar fibras coldgenas tipo [ y di-
ferenciarlas de tejido muscular liso, y tincién Giemsa
para reconocer células leucocitarias.

Las muestras congeladas se mantuvieron a
—70° C hasta el momento de realizarse cortes de 6
um de grosor en un criomicrétomo (Lipshaw MFG.
Co. Detroit 10, Michigan, USA). Los cortes obte-
nidos fueron fijados por 5 minutos en una solucién
de 80% de acetona con 20% de soluci6n salina, en-
friada previamente a —20° C. Posteriormente, estas
muestras fueron sometidas a la técnica de inmuno-
fosfatasa alcalina con anticuerpos monoclonales o
suero policlonal de conejo anti VPI-3.

Inmunofosfatasa alcalina: Esta técnica inmu-
nohistoquimica se realiz6 tanto en cortes de mues-
tras fijadas en formalina e incluidas en parafina
como en muestras congeladas de acuerdo al siguien-
te protocolo: los cortes fueron adheridos a cu-
breobjetos redondos, previamente cubiertos con
polylisina al 1%, y se secaron al aire por 30 minu-
tos. Se lavaron dos veces durante 10 minutos cada
vez, en “buffer” Tris/Salino y una vez por 10 minu-
tos en “buffer bloqueador” para fosfatasa alcalina.
Luego, las secciones se incubaron en 50 pl con los
anticuerpos monoclonales o suero policlonal una
hora a temperatura ambiente. Paralelamente se usa-
ron controles negativos para la reaccidon inmunohis-
toquimica mediante la incubacién de cortes con
suero normal de raton en lugar de los anticuerpos
monoclonales correspondientes. Pasado el periodo
de incubacidn, las secciones se enjuagaron 3 veces
por 5 minutos cada vez, con solucién buffer Tris/
Salino. Luego, se incubd con 50 Wl de conjugado:
se utilizé una dilucién 1:200, en solucidn salina de
IgG de burro anti IgG de ratén o conejo conjugada
con fosfatasa alcalina. Transcurridos 30 minutos de
la reaccidn se lavo 3 veces por 5 minutos cada vez
con solucién “buffer bloqueador”. Posteriormente,
se agregd 100 ul de solucién sustrato para fosfata-
sa alcalina, dejandose en un lugar sin luz por 5 mi-
nutos para permitir la reaccién. Para detener este
proceso se lavé con solucién Tris/Salina por 2 mi-
nutos, luego con agua destilada por otros 2 minu-
tos y se contratifieron los niicleos con hematoxilina
diluida 1:10 por 30 segundos o con verde de me-

tilo al 0,5% en solucién acuosa. Se montd el por-
taobjeto con gelatina en fase liquida a 60° C y se
dejé solidificar a temperatura ambiente. Finalmen-
te, se procedio a analizar y fotografiar las prepara-
ciones en microscopio de luz, marca Nikon modelo
Labophot, que incluye una cdmara de la misma mar-
ca. Para la fotografia se usé pelicula Agfachrome
CT100i. La reacci6n positiva se visualiza por la apa-
ricién de un color rojo.

Anailisis de resultados: Los resultados obteni-
dos de las muestras procesadas se analizaron me-
diante:

» Anélisis histolégico descriptivo de los pulmones
infectados.

» Andlisis comparativo entre los diferentes pulmo-
nes infectados y los controles, expresados median-

te tablas con cruces que indican la localizacién y

cantidad aproximada de células positivas, donde:

unacruz  (+) escasa cantidad

dos cruces (++) moderada cantidad

tres cruces (+++) = abundante cantidad
» Recuento total de linfocitos por n6dulos TLAB

de pulmones sanos y enfermos. Para esto, se ob-

tavieron fotografias de las preparaciones histo-
légicas en un microscopio Nikon, modelo

Labophot II, las cuales a su vez fueron digitali-

zadas en un escéner para ser procesadas y am-

plificadas, mediante el software MSPaint, para
facilitar recuento total de linfocitos por nédulo
de TLAB.

If

RESULTADOS

Examen macroscopico: La principal lesién con-
sistid en areas de consolidacién. Estas areas, que
eran de color rojo pélido y atelectdsicas, eran de di-
ferente grado de extensidn afectando a la porcién
anteroventral de 16bulos anteriores. Al corte presen-
taban pequefios focos grises y seguian el recorrido
de pequefios bronquios y bronquiolos. Los nédulos
linfaticos mediastinales, en los casos més severos,
se presentaban hiperémicos y levemente aumenta-
dos de volumen.

Examen histopatolégico: Los 10 pulmones neu-
ménicos en estudio evidenciaron las siguientes le-
siones, con algunas variaciones de intensidad: a
nivel de los bronquiolos se observd que en el lu-
men resalta la presencia de masas organizadas de
células epiteliales, macréfagos, neutréfilos y fibri-
na. En el epitelio se presenta necrosis y descama-
cién, acompaiiada de vacuolizacién de muchas
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Figura N° 1. Corte de pulmén infectado con virus PI-3:
se aprecia infiltracién linfocitaria peribronquiolar con ex-
tensién a los alvéolos adyacentes y una marcada hiper-
plasia del tejido linfoide asociado al bronquiolo (flecha).
En el lumen bronquiolar se presenta escaso exudado com-
puesto por neutréfilos, células epiteliales, macréfagos y
fibrina. Tincién Giemsa. 40X.

Histological section of PIV-3 infected lung, peribron-
chiolar lymphocyte accumulation extending to adjacent
alveoli and a marked hyperplasia of bronchiolar associa-
ted lymphoid tissue (BALT) (arrow) are shown. Inside the
bronchiolar lumen there is scarce exudate containing neu-
trophils, epithelial cells, macrophages and fibrin. Giem-
sa Stain. 40X.

Figura N° 3. Corte congelado de pulmén infectado con
virus PI-3: se observa reaccién positiva (color rojo) a vi-
rus PI-3 en la membrana y en el citoplasma de las célu-
las del epitelio bronquiolar (flecha). Tincién con
anticuerpos monoclonales anti VPI-3. Inmunofosfatasa al-
calina indirecta, contratincién nuclear con verde metilo.
100X.

Frozen section of PIV-3 infected lung. Positive reac-
tion (red color) to PIV-3 particle detection on the mem-
brane and cytoplasm of bronchiolar epithelial cells
(arrow). Indirect immune alkaline phosphatase staining
with monoclonal antibodies anti VPI-3. Nuclear counters-
tain with Methyl green. 100X.

5
Figura N° 2. Corte de pulmén infectado con virus PI-3:
se observa foco de colapso alveolar con engrosamiento
de los tabiques interalveolares por infiltracién linfocita-
ria y fibrosis. Numerosos focos de epitelizacién por pro-
liferacién de neumocitos tipo II (flecha). Tincién Van
Gieson. 100X.

Histological section of PIV-3 infected lung, an area
of alveolar collapse and interalveolar wall thickening due
to lymphocyte accumulation and fibrosis, is observed. Se-
veral areas of epithelization, this is, pneumocytes type II
proliferation are present (arrow). Van Gieson Stain. 100X.

Figura N° 4. Corte congelado de pulmén infectado con
virus PI-3: se observa reaccién positiva (color rojo) a vi-
rus PI-3 en la membrana y en el citoplasma de las célu-
las del epitelio alveolar y en macréfagos alveolares
(flecha). Tincién con anticuerpos monoclonales anti VPI-
3. Inmunofosfatasa alcalina indirecta, contratincién nu-
clear con verde metilo. 100X.

Frozen section of PIV-3 infected lung. Positive reac-
tion (red color) to PIV-3 particle detection on the mem-
brane and cytoplasm of alveolar epithelial cells and
alveolar macrophages (arrow). Indirect immune alkaline
phosphatase staining with monoclonal antibodies anti
VPI-3. Nuclear counterstain with Methyl green. 100X.
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células epiteliales, a veces con inclusiones citoplas-
madticas eosindfilas de ubicacién basal. En la pared
bronquiolar se presenta una moderada fibrosis, de-
terminada por la presencia de fibras de coldgeno
tipo I y fibroblastos, formando 2 o 3 capas concén-
tricas. Llama la atencién una marcada hiperplasia
del tejido linfoide asociado a bronquiolos (Fig. 1),
constituyendo un notorio aumento de tamafio de es-
tas estructuras respecto a pulmones controles sanos.
En la mayorfa de los casos se presenta una marca-
da infiltracién linfocitaria peribronquiolar con ex-
tensién a los alvéolos adyacentes (Fig. 1). En los
cortes de pulmones sanos se determiné un promedio
de 1.307 células (1.205 a 1.480 células) por nédulo
de TLAB, en cambio en los cortes de pulmones in-
fectados con virus VPI-3 se contabilizé un prome-
dio de 4.788 células por nddulo (4.390 a 4.930
células). A nivel alveolar se aprecié engrosamiento
de los tabiques interalveolares y a veces zonas de
atelectasia (Fig. 2). Se detectaron focos aislados de
epitelizacién alveolar, que corresponden a prolife-
racién de neumonitos tipo II (Fig. 2). Mediante la
técnica de Van Gieson se vio que el engrosamiento
de las paredes alveolares observado con la tincién
de hematoxilina-eosina correspondia principalmente
a proliferacién de fibras coldgenas tipo I y a la pre-
sencia de macréfagos y linfocitos (Fig. 2).
También se aprecié intensa congestion € hipere-
mia de los vasos sanguineos, edema interlobulillar
con dilatacién de los vasos linfaticos e infiltracion
perivascular. La pleura se encontré engrosada por
proliferacién de fibras coldgenas tipo I y con infil-
tracién linfocitaria. Con la tincién de Giemsa se de-
mostrd la presencia de linfocitos, plasmocitos y
macréfagos en las dreas de engrosamiento de pare-
des alveolares, de la pleura, en dreas de infiltracién
peribronquiolar y perivascular y en el intersticio
pulmonar. En Tabla N° 1 se puede observar la dis-
tribucién de las células leucocitarias en cortes de
pulmones controles, negativos a VPI-3, donde los
linfocitos s6lo se observan en la zona peribron-
quiolar, en cambio los macréfagos se pueden ver en
la zona peribronquiolar y en la pared y espacio al-
veolar. Por otro lado, no se observan células poli-
morfonucleares (PMN) en ninguna zona. En la
misma tabla se muestra la distribucién de las células
leucocitarias en los cortes de pulmones infectados
con VPI-3. Los linfocitos aumentan considerable-
mente en la zona peribronquiolar; ademas aparecen
en la pared alveolar y en el espacio interlobulillar.
La distribucién de los macréfagos es similar a la
descrita en los controles, con la diferencia que tam-

bién se observan macréfagos en el lumen bronquio-
lar. En estos cortes, a diferencia de los cortes de pul-
mones controles, aparecen PMN neutréfilos en el
lumen bronquiolar y en el espacio alveolar.

Deteccion in situ del VPI-3 en lesiones pul-
monares: Se intenté detectar particulas de VPI-3,
mediante inmunohistoquimica, en cortes de tejido
fijado en formalina y embebido en parafina. Con
los anticuerpos monoclonales antiproteinas de
VPI-3 no se observé reactividad, pero se obtuvo
inmunotincién positiva con antisuero policlonal
preparado en conejo, aunque ésta resulté mas leve
al compararla con la obtenida en cortes de tejido
congelado.

La Tabla 2 resume los resultados obtenidos al
analizar los cortes de tejido congelado inmunote-
fiidos con fosfatasa alcalina indirecta (FAI) y anti-
cuerpos monoclonales. En algunos cortes de
pulmén neumonico tefiidos con FAT habia reaccién
positiva (color rojo) en la membrana celular y cito-
plasma de una gran proporcién de células epitelia-
les bronquiolares (Fig. 3). En menor proporcion,
algunos macréfagos, en el espacio alveolar, junto a
células descamadas del epitelio alveolar también
presentaban reaccion positiva. Sin embargo, en otras
secciones, la tincién positiva de células epiteliales
bronquiolares era mas bien reducida, mientras ha-
bfa mas reaccidn en células de la pared alveolar con
mds macréfagos positivos (Fig. 4). No se detectd
reactividad en endotelio, fibroblastos, linfocitos ni
otro tipo celular del tejido pulmonar.

DISCUSION

Mediante microscopia de luz se observé que las
lesiones histopatolégicas presentes en las muestras
de tejido pulmonar ovino infectadas con VPI-3 son
concordantes a una neumonia broncointersticial,
donde destaca la vacuolizacién de células epitelia-
les bronquiolares con escasas inclusiones citoplas-
maticas eosindfilas, aumento de neumocitos tipo IT
en la pared alveolar, fibrosis de la pared alveolar con
presencia de macréfagos y linfocitos. La lesién mas
destacada corresponde a una marcada hiperplasia de
los nédulos de TLAB.

En este estudio la presencia del virus parain-
fluenza tipo 3 y su relacién con la proliferacién y
distribucién de linfocitos pulmonares, fueron estu-
diados satisfactoriamente empleando el método in-
munohistoquimico de fosfatasa alcalina indirecta.
Este método, a diferencia de 1a inmunofluorescen-
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TABLA 1

HALLAZGOS HISTOPATOLOGICOS EN PULMONES OVINOS POSITIVOS A AISLAMIENTO

DE VPI-3Y CONTROLES NEGATIVOS

HISTOPATHOLOGICAL FINDINGS IN OVINE LUNGS BOTH POSITIVE TO PIV-3 ISOLATION AND NEGATIVE CONTROLS

Zonas Pulmones neumdnicos Pulmones controles
ZONA PERIBRONQUIOLAR Linfocitos +++ +
PMNs ++ -
Més ++ +
LUMEN BRONQUIOLAR detritus celulares + -
Linfocitos +++ -
PMNs ++ -
Mos ++ -
TLAB Hiperplasia ++ -
ESPACIO ALVEOLAR células epiteliales ++ -
Linfocitos + -
PMNs - -
Mos ++ +
Atelectasia +++ -
Enfisema ++ -
PARED ALVEOLAR # grosor septal ++* -
Fibrosis + -
Epitelizacién + -
Linfocitos ++ -
PMNs - -
Mos ++ +
ESPACIO INTERLOBULILLAR Edema + -
Linfocitos + -
PMNs + _
Mos + -
PLEURA # grosor + -
Linfocitos + -
PMNs + -
Mos + -
Fibrosis + -
VASOS SANGUINEOS Hiperemia o+ -

manguitos linfociticos +

*  Los cambios se expresan de acuerdo a la frecuencia de presentacion:

- = ausente

+ = escaso

++ = moderado

+++ = frecuente

PMNs = Polimorfonucleares neutréfilos

M¢s = Macréfagos

TLAB = Tejido linfoide asociado a bronquiolos.
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TABLA 2

DISTRIBUCION DE LAS PARTICULAS DE VPI-3 EN CORTES CONGELADOS DE PULMONES OVINOS
NEUMONICOS, DETECTADAS POR INMUNOFOSFATASA ALCALINA INDIRECTA
CON ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-VPI-3

PIV-3 PARTICLES DISTRIBUTION IN FROZEN SECTIONS OF OVINE PNEUMONIC LUNGS, DETECTED BY INDIRECT IMMUNE
ALKALINE PHOSPHATASE WITH ANTI-PIV-3 MONOCLONAL ANTIBODIES.

Area histolégica

Pulmones neumdnicos

Pulmones controles

BRONQUIOLOS Epitelio ¥ -
Linfocitos - -
Mos ++ -
TLAB linfocitos - -
Mos - -
PARED ALVEOLAR epitelio ++ -
linfocitos - -
Mos ++ -
ESPACIO ALVEOLAR Cél. epiteliales +
linfocitos - ~
Méos + -
* Los cambios se expresan de acuerdo a la frecuencia de presentacion:
- = ausente
+ = escaso
++ = moderado
+++ = frecuente
M¢s = Macréfagos
TLAB = Tejido linfoide asociado a bronquiolos.

cia, no requiere de un microscopio especialmente
equipado para la observacion de los resultados y las
muestras en estudio pueden ser conservadas en for-
ma indefinida. Ademas, los cortes de tejidos pueden
ser sometidos a tinciones nucleares que permiten
distinguir muy claramente detalles de la arquitec-
tura tisular.

Mediante el estudio inmunohistoquimico se
detectaron particulas de VPI-3 en el epitelio de
la pared alveolar, en macr6fagos alveolares e inters-
ticiales y en células ciliadas bronquiolares. Esto
concuerda con lo observado en terneros, mediante
microscopia electrénica de transmisién, por Tsai,
(1977) y Brysson y col. (1983). Las células epite-
liales alveolares en las que se detectaron antigenos
virales por inmunotincién posiblemente corres-
pondan en su mayoria a neumocitos tipo II, ya que
segtlin las caracterfsticas histopatoldgicas, las lesio-
nes corresponderian a un proceso infeccioso de cur-
so intermedio, en el cual predominan estas células
(Brysson y col., 1983). Adem4s, ya se ha demostra-

do que los paramyxovirus infectan y se replican con
mayor facilidad en los neumocitos tipo IT (Castleman
y col., 1989).

La moderada presencia de antigenos virales en
células epiteliales bronquiolares, observada en al-
gunos casos, podria explicarse por la intensa rege-
neracién del epitelio que se estaba produciendo en
el momento del estudio. Esta observacién es con-
cordante con lo descrito por Brysson y col. (1983)
en estudios de microscopia electrénica, donde las
particulas virales encontradas en células epiteliales
bronquiolares también fueron escasas durante la
misma fase de la infeccién. Ademds, tanto en estos
estudios como en el presente trabajo no se detect6
la presencia de antigenos virales en células endo-
teliales pulmonares.

La presencia de PMN neutréfilos en el lumen
bronquiolar y bronquiolar es tipica en lesiones de
neumonia broncointersticial, ya que ellas represen-
tan la acciéon combinada de virus-bacteria, y que
segtn Yates (1988) estos PMN son el componente
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exudativo asociado a la accién bacteriana. El au-
mento de macréfagos intersticiales y alveolares que
se observan en las 4reas de tejido lesionado por
efecto del VPI-3 demostraria la participacién de es-
tas células en los mecanismos patogénicos y de de-
fensa durante esta infeccién viral. Sin embargo, sélo
en una pequeifia proporcién de macréfagos se de-
tect6 el VPI-3, lo que podria deberse a que los ma-
créfagos alveolares se pierden por el tratamiento a
que son sometidas las muestras, y los macréfagos
intersticiales, que son los méas observados, podrin
cursar una infeccién viral persistente, con lo cual
no se estarfa presentando el antigeno en su super-
ficie. Esto concuerda con lo descrito por Tsai (1977)
y Brysson y col. (1983). En las lesiones pulmona-
res estudiadas se observé regeneracion tisular repre-
sentada como un incremento de la poblacién de
fibroblastos en las paredes alveolares, bronquiola-
res, lo que explicaria el engrosamiento de esas pa-
redes observado en los cortes positivos a VPI-3.
Esto seria coincidente con lo descrito por Crouch
(1990) para explicar los eventos de la fibrosis pul-
monar. Por lo tanto, la infeccién por VPI-3 en ovi-
nos produciria lesiones histopatoldgicas compatibles
con una fibrosis pulmonar, en grado variable segtin
la severidad del proceso infeccioso.

Al utilizar los sueros anti VPI-3, la reaccion
mediante técnicas inmunohistoquimicas en cortes
fijados en formalina e incluidas en parafina fue me-
nos intensa que en cortes de tejido congelado. Més
adn, no hubo reaccién de los anticuerpos monoclo-
nales con cortes fijados con formalina. Esto podria
deberse a un enmascaramiento o a una desnatura-
cién de proteinas producidas por la formalina y/o
la temperatura usada, lo cual impediria el recono-
cimiento de los epitopes detectados por los anticuer-
pos; esto es particularmente critico en el caso de los
anticuerpos monoclonales, que reconocen solamen-
te un epitope.

La acumulacién de linfocitos en el intersticio
pulmonar en la infeccién con VPI-3 encontrada en
la presente investigacion se deberfa a una retencion
y/o proliferacién linfocitaria en respuesta a secre-
¢ién de citoquinas, o a la presencia de antigenos vi-
rales, y asf estas células contribuirfan a producir las
lesiones aqui descritas. Lo que concuerda con Watt
y col. (1992) quiencs sugieren que la reaccién en
los nédulos linfaticos puede ser conducida por an-
tigenos solubles drenados a estos nédulos, por an-
tigenos transportados por células desde los tejidos
infectados o por algin otro evento tal como una ex-
presién alterada de citoquinas.

RESUMEN

Aspectos patolégicos de la infeccién pulmonar
por virus parainfluenza tipo 3 (VPI-3) en la oveja fue-
ron investigados en primer lugar detectando in sifu
particulas virales en casos de neumonia ovina, ne-
gativos a aislamiento bacteriol6gico pero positivos a
aislamiento de VPI-3; en segundo lugar por medio
de la caracterizacion de lesiones asociadas mediante
estudio macroscépico e histopatolégico. Las particu-
las de VPI-3 fueron detectadas mediante inmunotin-
cién con fosfatasa alcalina indirecta con anticuerpos
monoclonales y suero policlonal de conejo.

La principal lesién macroscépica consistié en
areas de consolidacién, las cuales mostraban una
coloracion café rojiza y contenfan pequefios focos
grisdceos al corte. Estas dreas estaban confinadas
solamente a los 16bulos anteriores de los pulmones.
Estas areas de consolidacion, al corte, se distribuian
difusamente a través de los 16bulos afectados y pa-
recian seguir los bronquios mas pequefios y bron-
quiolos. Los nddulos linfaticos mediastinales y
bronquiolares estaban hiperémicos y levemente au-
mentados. Los hallazgos histopatolégicos corres-
pondieron a neumonia intersticial con hiperplasia de
tejido linfoide asociado a bronquiolos (TLAB),
cambios degenerativos del epitelio })ronquiolar con
infiltracién linfocitica, dreas de atelectasia y aumen-
to del grosor de la pared alveolar debido a prolife-
racién de neumocitos tipo II, linfocitos, macréfagos
y a fibrosis. Las particulas virales, detectadas en
cortes congeladas con anticuerpos monoclonales
antiproteinas de VPI-3, fueron observadas maés fre-
cuentemente en el epitelio bronquiolar que en cé-
lulas del epitelio alveolar y ocasionalmente en
macréfagos. El gran nimero de linfocitos, combi-
nado con una cit6lisis minima a moderada de las
células que presentaban antigeno viral, sugiere que
las lesiones inducidas por VPI-3 tienen un compo-
nente inmunopatoldgico.
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