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INTRODUCCION

La encefalomielitis equina venezolana (EEV) es por

.

hoy la enfermedad viral mas difundida Gltimamente entre los
paises de Centroamérica, Suramérica y ahora en Nﬁrteaméri-
ca, igualmente por ser una zoonosis en gue esta comprpmeti—
da la salud del hombre, viene siendo motivo de preocupacidn
por las autoridades sanitarias y de investigacidn especia-
les gue tratan de controlar la expansion de esta virosis.
En Colombia (62, 55, 61), las epidemias sucedidas han diez-

mado la poblacidn eguina, limitando el crecimiento de esta

especie utilizada en labores de campo y tranSporte.

Los estudios epidemiolbgicos estdn encauzados a es-
clarecer el miéterior de c¢Omo ésta virosis se mantiene en
1a naturaleza, y el reservorio natural a partir del cual la
infeccidn es ampliada por los vectores. La revisidn de la
literatura demuestra coﬁo la encefalomielitis equina vene-
zolana ha sido motivo de estudios miiltiples en varios as-

pectos.

Los estudios histopatoldgicos realizados por varios
autores utilizando varioes patrones entre ellos: ratoneé,
curies, conejos y monos describen cambios progresivos de 1la
enfermedad. En huéspedes especificos como equinos y asnos

se describen cambios histopatoldgicos utilizando varias do-



gis y vias de inoculacidn, pero no siguen las secuencias
de la enfermedad, sintomas clinicos ¥y lesiones histopato-

1lbgicas. -

De los trabajos realizados sobre sistema nervioso (52),
describen los cambios neuropatoldgicos sucedidos en un bro-
te natural de EEV, no conociéndose los datos acerca del
tiempo transcurrido, deéde la infeccidén hasta la muerte ni

la evolucidn de los sintomas clinicos.

L.os puntos antes mencionados, llevaron a iniciar el
presente estudio, orientando a los estudios histopatolégi-~
cos de la encefalcmielitis eguina venezglana en asnos

{Equus asinus), utilizando una cepa aislada en la Costa

Norte de Colombia. El experimento fue realizado en el la-
boratorio de Investigaciones AMédicas Veterinarias (LIMV),
dependencia del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), y

tuvo duracidn de 8 dias.
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REVISION DE LITERATURA

La encefalomielitis equina venezolana (EEV) es una
enfermedad viral transmitida por artrdpodos (18, 26) con
presentacidn eﬂéo&tica v epizodtica en ciertas Areas de
América Central, América del Sur y Norte Américé; como la
presentada en la Guajira Venezolana en 1936 y 1938. La pre-
sentacién de la enfermedad, coincide con las precipitacio-
nes pluviales que inundan grandes &reas donde proliferan

los vectores que amplian la enfermedad.

En 1938, Wladimir Kubes y Francisco Rios (33) aisla-
ron e identificaron el agente causal de la enfermedad, des-
de entonces el virus es conccidoe como "tipo vehezolancf en
honor del pais donde se identificdé por primera vez. Poste-
.riormente, el virus ha sido reportado en Venezuela (1, 35,
57), Estados Unidos (15, 30, 67), Mexico (22, 45, 46, 47,
56), Guatemala (36), Panami (21, 25, 42, 50), Colombis
(26, 52, 55, 61), Curacao (16), Trinidad (3, 17, 23, 34,
64), Ecuador (2, 14, 40, 60), Brazil (6, 11, 12) y Argenti-

na (4, 66).

El virus de la encefalomielitis equina venezblana ha

- sido clasificado inmunocloégicamente como perteneciente al
grupo A entre los arbovirus (10), donde estan incluidos los
virus de la encefalomielitis del Este (EEE) y Ceste (WEE),

igualmente los virus que se consideran variantes de EEV co-
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mo_ﬁon Muecambo y Pixuna (58), y otros de menor importancia.

El viéus de la EEV se caracteriza por ser pequeﬁo,.es-
tudios al micraécépio electréhico han demostrado que su
didmetro es de 40-43 milimicras (48, 49). En células infec-
tadas con virus de EEV se han observado vacuolas citoplas-
miticas con particulas virales, las cuales pasan al lamen
a través de la membrana de las vacuolas. Particulas virales
suspendidas en sulfato de protamina han sido descritas cbn
didmetro de 65-80 milimicras. Bykosky et al. (7) estudiando
12 morfogenesis del virus de EEV, han revelado estructuras
especificas de los viriones, las cuales fueron vistas en
estados inicinles de la infeccidn en células de cultivo;
estas estructuras estaban compuestas de dcido ribonucleico
(ARN) viral de forma cilindrica o fibrilar. Estudios de.l#
arquitectura del virus, revelan una estructura esférica del

nicieo de 30-40 milimicras (30).

Anilisis de preparaciones virales purificadas por mé-
todo de centrifugacidn de densidad de gradiante de sucrosa,
han demostrado que el contenido de lipidos en el virus es
de 24.3%, porcentaje esencial en el mantenimiento de la in-
fectividad del virus (68). El material genético del virus
de la encefalomielitis equina venezolana es ARN el cual
constituye el 6.2% del peso total virus, El virus de la

- EEV puede ser preservado mediante la liofilizacidn, o en
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50% de glicerina amortiguada a -700C (62).

Clinicamente la enfermedad se presenta en el hombre
en forma subcliﬁica, caracterizandose por fiebre, cefalea
y a veces vomitos (8, 9, 32, 54, 59). En los eqﬁinOS la
enfermedad se presenta con fiebre alta, posteriormente se
observan sintomas de decaimiento y en la fase final sinto-
mas clasicos de encefalomielitis. Los cambios hematolégicos
coinciden con una marcada leucopenia, siende las células
mis afectadas los linfocitos (24, 31), igualmente los valo-
res del hematocrito y la hemoglobina estan alterados en la

infeccidn.

El virus de la KEV puede ser reccobrado de la sangre en
fases iniciales de la infeccidn (31), igualmente de lavados
faringeos especialmente en el hombre y animales pequeios;
también puede ser aislado el virus a partir de varios drga-
nos (63). El animal elegido para el aislamiento es el ratédn
lactante (15, 17), iguaimente el hamster ha sido utilizado

por su susceptibilidad (58).

Para la ideﬁtificacién del virus se han utilizado las
pruebas de rutina en arbovirus como son: (i} suero neutra-
lizacidn (SN}, (ii) fijacibén del complemento (FC) (iii) in-
hibicidén de la hemaglutinacidén (IH) (27). La técnica de an-

ticuerpos fluorescentes (A/F) ha demostrado ser Gtil en es-



tudios de la patogenesis (38).

El efecto del virus de la EEV ha sido demostrado (24,
31). Estudios h&stopatolégicos en varios érganos de asnos
inoculados con el virus de EEV describen focos d; necrosis
en la corteza adrenal con hemorragia y cambios vasculares
(24), Contrario a estos hallazgos Kissling et al. (31) no
reportaron cambios en esta gliandula, en estudios de la pa-
tologia de EEV en caballos. En bazo, focos de necrosis con
destruccidn de linfocitos e infiltracidén neutrofilica han
sido reportados (24). Kissling et al (31) reportaron como
inico cambio en este drgano depoblacidn de elementos lin~

foides y pérdida de la arquitectura.

Victor, J. et al. (65) en estudios comparativos de la
patologia de EEV utilizando varios patrones, encontraron
necrosis masiva de ganglios linfiticos, depoblacidén de cé-
lulas linfdticas y marcada infiltracidn neutrofilica. Glei-
ser et al (24) reportaron en ganglios linfaticos de burros
hiperplasia linfoidea, con necrosis focal miltiple e infil-
tracidén neutrofilica. Kissling et al. (31) describieron

cambios hemorrigicos en este organo.

Referente al paAncreas lesiones de necrosis mﬁltiple'

sin estar comprometidos los islotes de Langerhans han sido

descritos (31). Gleiser et al. (24) no observd cambios sig-

S— onm——
[}



nificativos en este érgano en burros inoculados con virus
de EEV. En higado cambios de degeneracidn albuminosa y fo-
cos de hematopoyesis en el parenquima hepatico en caballos
infectados con virus de EEV han sido reportados (31). Glei-
ser et al, (24) estudiando este 6rgano hallaron necrosis
hepitica con varios grados de infiltracidn celular, prima-

riamente neutrofilica y ?osteriormente linfocitaria.

En el riindn, se han reportade cambios de degeneracidn
albuminosa en tubulos renales con material fibrinoso en el
limen, igualmente necrosis en los tubulos contorneados pro-
ximales de un caballo infectado por picadura de mosquitos

(31).

En glandula sublingual no se reportan cambios, igual-
mente en corazdn, pulmén, amigdala, intestino, estdmago,

tesficulos, misculo y pituitaria (31).

Victor (65) encontrd, en varios animales de laborato-
rio, lesiones cerebrales consistentes en infiltracidn pe=-
rivascular, necrosis neuronal y fagocitosis de células ne-
crdoticas. Kissling et al (31) estudiando la patologia de
EEV en caballos describio como cambios mas significativos
de la enfermedad, edema perivascular, hiperplasia de célu-
las endoteliales, hemorragias, infiltracidén linfocitaria

perivascular y pérdidas de la sustancia de Nissl. Gleiser

(%)
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Eﬁ.él (24) reconocié en ashos meningoencefalitis con necro-
sis franca de neuronas e infiltracidén neutrofilica, pérdi-
da de la arguitectura normal, vacuolizacidn y destruccidn
neuronal fueron'los cambios mis significativos. Las lesio-
nes mas acentuadas fueron en el tilamo y cerebro medic y

menos severas en corteza.

Estudios neuropatoldgicos realizados por Roberts et
al, (52) de un brote natural de EEV acaecido en Colombia
describieron cambios similares a los descritos en los tra-
bajos anteriores como: necrosis. vascular, gliosis, infil-
tracidn perivascular linfocitaria y mixta de linfocitos y
neutrofilos con_necrosis neuronal. Los cambios mas signifi-
catins fueron en corteza y cerebro medio. En cuanto a cam=-
bios en la medula espinal la literatura no menciona lesio-

nes en esta porcidn del sistema nervioso.



'MATERIALES Y METODOS

ESTUDIOS PRELIMINARES:

Origen de la cepa. La cepa utilizada en el presente estu-

dio procedia de un aislamiento efectuado por el Dr. R. B.
Mackenzie del suero de un equino atacado de EEV del brote
acaecido en 1967 y 1968 en el departamento de Cdrdoba, Co-
lombia. La cepa se identificé como Bo An* (20-23-24) en el
archivo de la Seccidn de Arbovirus del LIMV dependencia del
ICA. La cepa resultd ser tipica de este brote y no fue dis-
tinta de otras cepas halladas en brotes epidemicos en Co-

lombia y Panami**,

Ratones blancos adultos se utilizaron en las pruebas
de titulacidén y neutralizacidn, todos provenian de la co-

lonia del LIMV.

‘Preparacidn del lote del virus. Del lote de virus identi-

ficado con el No. 203257 de la Seccidn de Arbovirus del
LIMV, conservado a -90°C y teneindo un tercer pasaje por ce-
rebro de ratén lactante. Un vial se descongeld y se prepard
una dilucidn 102 en salina amortiguada de fosfatos mas

0.075% de albimina bovina, penicilina y estreptomicina.

*  Bogoti Animal

** R. B. Mackenzie, 1971. Comunicacién personal.
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Cinéo familias cbn ocho ratoncitos fueron inoculados
con 0,025 ml. via intracerebral. Los ratones fueron reco-
lectados en estado moribundo en nimerc de treinta, seguida~
mente fueron sangrados y recolectados los cerebros en cajas
dé Petri congelindose inmediatamente én nieve carbbnica a

-70°C y almacenados finalmente a -90°C hasta su utilizacidn.

Se procedid a liofilizar* el lote de virus utilizando
para ello sﬁero fetal bovino en proporcidn del 20% como es-
tabilizador, mas 80% de salina amortiguada de fosfatos con

penicilina y estreptomicina.

Los cerehbros fueron pesados y molidos en un homogeni-
zador de 40 ml, transferido el material a tubos Corex de
15 ml y centrifugados** a 10,000 revoluciones por 20 minu-
tos. El sobrenadante se utilizd para envasar un total de
28 ampolletas de 2 ml de capacidad con 0.5 ml de suspensidn
viral, congelindose inmediatamente cada una de ellas en mez-

cla de metancl y nieve carbdnica. Una vez envasadas todas

* Virtis Freeze Mobile, Nodel 1D-140-BA, Gardiner. New
York.
** Sorval Super Speed RC2-B, tipo SS8-34, Centrifuge, Ivan

Sorval INC, Connecticut U.S.A.
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- ellas se las protegid con algoddn estéril y se almacenaron

*

a -900C hasta el dia de su liofilizacidn.

Un liofilizador Virtis se utilizd en el proceso colo-~
cdndose cada ampolleta con un intervalo de un minutoc cada
ampolleta, selladas al vacio e identificadas con el nfimero

212967,

Titulacidn del lote del virus. Cuatro ampolletas escogidas

al azar fueron utilizadas para conocer el titulo del lote
liofilizado. Ratones adultos inoculados por via intraperi-
toneal con 0.2 ml de las diluciones 102 a 101l y determina-

do el titulo (51), el cual fue <e 109-8/ 0.2 m1.

Cdlculo de dosis infectiva ninima del virus., Tres asnos

fueron escogidos al azar para calcular la dosis minima in-
fectiva. Se ensayaron 2 RAIPDLjgx, 10 RAIPDLgq y 20 RAIPDL50

idenpendientemente cada una de ellas.

En cada ensayo se tomaron ampoliletas al azar reconsti-
tuyéndose con 0.5 de agua destilada estéril cada una, su
contenido mezclado y transferido a dos viales gue eran con-
gelados simultineamente a -80°C, Una porcidn era desconge~

lada al tercer dia para titulacidn en ratdn adulto. Al tér-

* Ratén adulto intraperitoneal dosis letal.
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mino de esta y conocido el tituloc se descongelaba la otra
porcidén y se 1inoculaban los asnos teniendo la precaucidn

de titular nuevamente. La razdn péra hacer esto era de que
usando este método se tenila la seguridad de inocular siem-
pre las dosis deseadas sin correr el riesgo de que el ind-

culo tuviera un titulo diferente**,

El comportamiento con estas dosis fueron las siguien-
tes: los asnos inoculados con 2 RAIPDLgg y 10 RAIPDLgg no
presentaron sintomas c¢linicos de la enfermedad. E1l asno que
recibié 20 RAIPDLzy presentd sintomas clinicos de la enfer-
medad considerindose que esta dosis era la ideal para el

estudio.

ESTUDIOS FINALES:

Ventilin asnos colombianos (Equus asinus) fueron utili-
zados para el estudio de la patologia de EEV. Todos proce;
dian de la Sabana de Bogoti, su edad oscilaba entre 3 y 6
afios y estaban destinados a labores domésticas. Anticuerpos
para EEV no fueron detectados por la prueba de sueroneutra-
lizacidén. Exémenes previos de hematologia revelaron anemia

en muchos de ellos y presencia de pardsitos de los géneros

Trichostrongylus y Trichonema. Los animales se identifica-

**  Jonkers, A. H. 1970. Comunicacidén personal.
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ron en 8 grupos del No, 1 al No, 16 y los controles C-1 y

C"2 .

Titulacién previa e inoculacidn de 20 RAIPDLgg

Del lote de ampolletas liofilizadas e idenfificadas
con el nimerc 212967 conservadas a -90°C se tomaron cuatro
ampolletas que fueron reéonstituidas cada una de ellas con
0.5 ml1 de agua destilada estéril. En dos viales estériles
fue dividida la suspensidn viral (1.2 ml) obtenida de las
cuatro ampolletas. Una cantidad (0;6 ml) fue envasada y

congelada simultineamente a -90°C.

Una porcidn fue descongelada al tercer dia para hacer
titulacidn previa en ratones adultos. Al término de la ti-
tulacidén el titulo obtenido fue de 1098/ 0.2 ml. via in~-
traperitoneal. Conocido el titulo se procedid a la inocula-
cidn simultinea de 20 RAIPDLso.a 21 asnos via subcutinea

con base en los estudios preliminares.

Diluciones desde 102 a 1011 en salina amortiguada de
fosfatos, méds 0.75% de alblmina bovina, mis Penicilina y
Streptomicina fueron hechas adicionindose 0.2 ml de suspen-
sidn viral proveniente del segundo vial conservado a -909C
al tubo marcado dilucidn 102, 4 partir de este se hicieron
diluciones de 1 en 10. Como el titulc inicial era de 109.8

se procedid a calcular el (0.3) por método logaritmico para



‘hacer la diluciéan 109-8,

Una vez obtenida la dilucidén 109.8, se inocularon 4 ml
de esta dilucidén que contenian 20 RAYPDLg5p en la- regidn del

cuello via subcutinea a 16 asnos escogidos para el estudio.

Durante el proceso se mantuvo la suspensidn viral en
hielo para impedir bajas en el titulo, igualmente se volvid
a titular en ratones adultos, obteniéndose el mismo titulo

anterior de 109.8,

Estudios Clinicos. Los animales fueron observados a mafiana

y tarde haciéndose énfasis en la aparicidén de los primercs

sintomas de encefalitis.

Patologia Clinica. Tomas simulténeas de sangre para hemo-

grama y viremia fueron hechas. El anticoagulante ﬁsado 2
gotas de EDTA al 10% para 5 ml de sangre y para viremia se
utilizaron tubos con vacio, Registros de temperatura fueron
hechos a mafiana y tarde, Los valores de hematocrito fueron
hallados por el método de la microtecnia; la hemoglobina
fue determinada utilizando el reactivo de Hycel#*, usando un

. fotocolorimetro con filtro de 540 milimicrones.

* Hycel, Inc. Houston, Texas,
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Estudios Patoldgicos., Dos animales eran sacrificados dia;

riamente por el método de sangria en blanco, se recolecta-
ron simulténeamente tejidos para titulacidn y estudios pa-
toldgicos. Los tejidos para titulacidn eran cbleétados en
frascos pequeiios estériles, sellados y congelados en nieve
carbénica. Los tejidos para patologia eran depositados en
recipiente con formalina amortiguada al 10%. Los tejidos
colectados fueron: ojo, labios, lengua, paladar, mucosa na-
sal, sﬁblingual, pardtida, tiroides, triquea, esdéfago, amig-
dala, ganglio preescapular, misculo semitendinoso, diafrag-
ma, pulmdén, corazdn, ahorta, adrenal, rifidbn, vejiga urina-
ria, bazo, pancreas, estdmago, intestino delgado y grueso,
cerebro, cerebelo, hipdfisis, medula cerviecal torixica, lum-

bar y sacra, nervio ciitico, plexo braguial, Utero, ovario,

pene y testiculo.

Secciones de 4 micras fueron coloreadas con Hematoxi-
lina y Eosina (HE), tricrdmica de Masson (TM), Sudan IV pa-
ra grasa en higado, coloracidén de Weigert y de Acido perid-

dico para fibrina.

Titulacidén de sueros. Sangre colectada para estudios de vi-

remia fue centrifugada* a 2,000 revoluciones por 10 minutos,

* Sorval Super Speed RCZ2-B, tipo S5-34, Centrifuge, Ivan

Sorval INC, Connecticut U.S,A.
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envasado el suero en viales, los cuales fueron congelados
a -90¢C, A partir de estos sueros se tomaron 0.2 nl de ca-
da uno y se hizo diluciones de 102 a 108 inoculando rato-
nes adultos por via intraperitoneal con 0.2 ml de cada di-

lucidn, y calculandose el titulo por el método de Reed and

Muench (54).

Un resumen de los trabajos realizados durante el ex~

perimento estin consignados en la Tabla 1.



TABLA 1.

TRABAJO REALIZADO EN 16 ASNOS

INOCULADOS EXPERIMENTALMENTE
CON VIRUS DE EEV 20 RAIP*DLgg
VIA SUBCUTANEA.

TEMPERATURA ©C

NUMERO HEMATOCRITO HEMOGLOBINA GLOBULOS RECUENTO VIREMIA NECROPSIA
DE HORAS BLANCOS DIFERENCIAL
ASNOS

16 12 16 16 16 16 16 16

16 0 16 16 16 16 16 16

16 12 16 16 16 16 16 16

16 24 16 16 16 16 16 16 2
14 36 14 14 14 14 14 14

14 48 14 14 14 14 14 14 2
12 60 12 12 12 12 12 12

1z 72 12 12 12 i2 12 12 2
10 84 10 10 10 10 10 10

10 96 10 10 10 10 10 10 2
8 108 8 B B B 8 8

8 120 8 8 8 8 8 8 2
6 132 6 6 6 6 6 6

6 144 6 6 6 6 6 6 2
4 156 4 4 4 4 4 4

4 1638 4 4 4 4 4 4 2
2 180 2 2 2 2 2 2

2 192 2 2 2 2 2 2 2

*RATON ADULTO INTRAPERITONEAL DLgg

LT



RESULTADOS

ESTUDIOS CLINICOS:

Sintomas: Burros inoculados con 20 RAIPDLg, del virus de
EEV, presentaron reaccién febril 1la cual oscild entre
.39.100 y 40.5°C. Sintomas generales de la infeccidn fueron
observados inicialmente éomo: temblores en un asno del gru-
po 3 a la hora 36, depresidn y sintomas encefaliticos fue-
ron reconocidos en 2 animales del grupo 8 con movimientos
de quijada, decibito lateral con excitacidn y movimientos
de remos a partir de la hora 144. Resumén de los sintomas
clinicos, elevacidén de la temperatura y viremia estdn con-

signados en la Tabla 2.

Hematologia: Los animales inoculados experimentalmente pre-

sentaron una marcada linfopenia absoluta a partir de la ho-
ra 48, igualmente una néutropenia relafiva fue observada en
la hora 84. Los eosindfilos decrecieron progresivamente y
desaparecieron totalmente a partir de la hora 96, De igual
manera los valores promedios de hemoglobina y hematocrito
decrecieron a partir de la hora 48 y se acentuaron en la ho-
ra 84. Los valores promedios de globulos blancos, recuento
diferencial, hematocrito y hemoglobina estin determinados

an las Figuras 1, 2, 3 y 4.
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Los cambios hematoldgicos mis significativos se presen-
taron en la hora 84 coincidiendo con una leucopenia absoluta
de leucocitos tofales, hematocrito y hemoglobina,., Estos ha-

llazgos coinciden con los primeros sintomas clinicos de la

infeccidn.

Viremia en burros inoculados con 20 RAiPDLSO: Los titulos

encontrados en los sueros colectados cada 24 horas estéan

consignados en ia Tabla 3.

ESTUDIOS PATOLOGICOS:

Lesiones liacroscdpicas: Los animales No. 15 ¥y 16 del grupo

8 presentaron una congestidn cerebral, ninglin otro cambio
significativo de la infeccidn fue observado en el resto de

animales.
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TABLA 3, VIREMIA EN ASNOS INOCULADOS CON EL VIRUS
DE ENCEFALOMIELITIS EQUINA VENEZOLANA

(EEV) VIA SUBCUTANEA 20 RAIPDLg

BURRO HORAS DESPUES DE INOCULACION _ (LOG. DL50 TITULO DE VIRUS EN SUEROS)
NO. 24 48 72 96 120 144 168 193
1 -k

2 -

3 1.5 4,32

4 - 1.16

5 - 2.49 1.83

6 - 3.22 4,16

7 - 4.39 5.5 7.1

8 - 3.65 5.4 6.3

9 - 4.3 7.0 7.0 *%

10 - - - 1.8 -

11 - - 2.62 3.8 5.1 1.5

12 - 3.24 3.39 3.37 1.45 -

13 - - - 3.62 3.37 - ok
14 1.48 3.5 3,74 4,34 - - -
15 - 1.5 - - - - -
16 - 4.0 5.0 5.1 2,36 - -

*

L2

NO HUBO VIREMIA,

NO SE TRABAJO POR DETERIORO DE LA MUESTRA.

LOS TITULOS ENCONTRADOS ESTAN CONSIGNADOS HASTA LA HORA DE SACRIFICIO DE CADA ANIMAL.
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Lesiones Microscopicas:

Adrenal.

Hora 24

Hora 48

Hora 72,
9G, 120,

144, 168

.Hora 182

Grupo

Control

Amigdala.

Hora 24
Hora 48,

72

Histoldgicamente normal.

Degeneracidn hidrépica de células de la zona
fascicular con individualizacidén celular. Focos
de infiltracidén linfocitaria en la cipsula y
zona fascicular.

Degeneracidén hidrdpica de células de la zona
fascicular y glomerular; -en la hora 163 también
se encontrd hiperplasia de células de la zona
glomerular y necrosis focal de coagulacidn en 1la
zona fascicular.

Degeneracidn hidrdpica de células de la zona fas~
cicular y necrosis focal de coagulacidn en célu-

las inflanatorias,

Histoldgicamente normal.

Histoldgicamente normal.
Infiltracidn difusa de polimorfonucleares neu-
tr6filos y necrosis de células linfAticas con res-

tos nucleares en centros germinales de foliculos
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Hora 96 -

Hora 120

Hora 144

Hora 168

Hora 192

Grupo

Control
Bazo,

Hora 24

linfaticos.

Necrosis marcada.de células linfiticas en cen-
tros-germinales de los foliculos liﬁfétiCOS con
pfesencia de fibrina y restos celulares (Figura
5).

Presencia de fibrina en centros germinales de

los foliculos linfiticos y necrosis de células
linfaticas con restos celulares.

Depoblacién de células linfiticas en centros ger-
minales de folicules linfaticos por necrosis mar-

cada de estas células, con material fibrinoso y

‘restos celulares.

Infiltracidn difusa de polimorfonucleares neutrodo-
filos y necrosis de células linfiticas con restos
celulares.

Depoblacidn de células linfiAticas, presencia de
fibrina en centros germinales de los foliculos

linfiticos.

Histoldgicamente normal.

Histoldgicamente normal.
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Hora 72, Presencia de fibrina en corpusculos de Malpighi.
96, 120,
144, 168.

Grupo :
Abundante hemosiderina. Histolbégicamente normal.
Control : '

Ganglio Prescapular.

Hora 24 Histoldgicamente normal.

Hora 48 Hemorragia subcapsular, infiltracidén focal de
polimorfonucleares neutrdiilos, presencia de fi-
brina y necrosis celular moderada.

Hora 72 Infiltracidn eosinofilica difusa, hemorragia sub-
capsular, presencia de fibrina alrededor de tra-
béculas conjuntivas,

Hora 96 Presencia de fibrina en centros germinales, in-
filtracidén difusa de polimorfonucleares neutrd-
filos, presencia de macrdfagos y células plasmi-
ticas, necrosis/celular extensa con restos celu-
lares,

Hora 120 Hiperemia vascular deposicidén de fibrina en el
estroma ganglionar, presencia de macrdfagos y
necrosis Eelular focal.

Hora 144 Infiltracidn neutrofilica marcada, presencia de

fibrina en el estroma ganglionar, vasculitis ne-
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Hora 168,
192.

'Grupo

Control
Pancreas.

Hora 24

Hora 48

VHora 72

Hora 96
Hora 120

Hora 144

Hora 168,
192,
Grupo

Control

29

crdtica con hiperplasia (Figura 8).

Hemo;ragia subcapsular alrededor de trabécuiar,
vasculitis necrdtica de vasos trabecu}ares con
hiperplasia de células endoteliales, infiltra-
cidn neutrofilica y eosinofilica en el estroma

ganglionar y necrosis celular focal.

Histolbgicamente normal.

HistolbOgicamente normal.

Desorganizacidn de la arquitectura,
Desorganizacidén de la arquitectura, pérdida de
citoplasma.

Desorganizacidén de la arquitectura.
Desorganizacidn de la arquitectura.
Desorganizacidn de 1la arquitectﬁra, picnosis nu-
clear, necrosis focal con lisis citoplasmitica
(Figura 9).

Desorganizacidn de la arquitectura, pérdida de

citoplasma.

Histoldégicamente normal.
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Figurav5. Amigdala de asno No. 8, dia 4, Pl. Necrosis de
células linfaticas con restos nucleares. HE

Figura 6. Ganglio 1inféticoA§résca5u1ar de asno No. 11,
dia 6, PI., Vasculitis necrdtica con hiperplasia
de células endoteliales. HE 900 X,
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Higado.

Hora 24

Hora 48,

72, 96.

"Hora 120

Hora 144

Hora 168

Hora 192

Grupo

Control

Rifdn.,

Hora 24

Hora 48

Hora 72

31

Metamorfosis grasa difusa en iona paracentral

de lobulillos hepiticos. g
Metamorfosis grasa en zcona paracentral de lobu-
lillos hepiticos (Figura 6).

Metamorfosis grasa difusa.

Metamorfosis grasa en zdna paracentral de lobu-_
1illos hepiticos, dilatacidén de sinusoides con
hiperemia.

letamorfosis grasa difusa.y'dilatacién de sinu-
soides.

Metanorfosis grasa difusa y necrosis de ccagula-
cién focal y difusa con restos celulares (Fifura
7).

Una ligera metamorfosis grasa no comparable a

la de los asnos inoculados fue observada,

Histoldgicamente normal,

Dilatacidén vascular con hiperemia en zona corti-
cal,

Infiltracidn mixta de linfocitos, eosindéfilos y

plasmocitos en zona cortical,
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" Pancreas de asno No. 12, dia 6, PI. Necrosis

pancreatica enzimitica con disociacidn de la
arquitectura. IE 450 X.
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Higado de asno No. 5, dia 3, PI. Metamorfosis
grasa en los hepatocites en la periacinar,
HE 900 X.
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. Hora 96 Degeneracidn hidrdpica de células epiteliales en

tubulos renales con necrosis de coagulacidén tu-
bula; extensa en zona cortical (Figura 10).

Hora 120 Degeneracidn hidrdpica de células epiteliales en
tubulos renales en zona cortical e infiltracidn
linfocitaria alrededor de los vasos.

Hora 144 Focos de infiltracidn mixta de linfocitos y cé-
lulas plasmiticas en zona cortical.

Hora 168 Focos de infiltracidn linfocitaria alrededor de
glomérulos en zona cortical.

Hora 192 Necrosis de ceagulacidn extensa en tubulos rena-
les de zona cortical.,

Grupo

Histolbgicamente normal.
Control :

Sublingual.

Hora 24, Histoldgicamente normal,

48,

Hora 72 Infiltracidén de células plasmiticas en el estro-
ma glandular, desorganizacidén de la arquitectura,
con degeneracién hidrdpica y albuminosa de célu-
las acinﬁres.

Hora 96 Infiltracidn mixta de polimorfonucleares y linfo-

citos en las trabéculas conjuntivas. Desorganiza-
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Higado'de asno No, 15, dia 8, PI. Necrosis fo-
cal hepitica de coagulacidén. HE 900 X.

AR | iy o M &5 4B
Rifiobn de asno No, 7, dia 4, PI. Necrosis de
coagulacidén extensa de tubulos renales en zo-
na cortical,., HE 800 X,

1
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Hora 120

Hora 144

Hora 168,

192,

Grupo

Control

Aorta.,

L0
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cibn de la arguitectura glandular con degenera-—
cidén hidrdpica y albuminosa, |

Desorganizacidn de la arquitectura glandular con
degeneracidn hidrépica y albuminosa dé células
acinares (Figuras 11 y 12).

Desorganizacidn de acinos glandulares con dege-
neracidén albuminosa de cé&lulas acinares.
Desorganizacidn de la arquitectura glandular

con degeneracidn albuminosa e hidrdopica de célu-

las acinares.

Histoldgicamente norimal.

Todos los grupos presentaban pérdida de las fibras e-

listicas de la capa media, ausencia de nlGcleos y vasculitis

debidas posiblemente a deficiencia de selenio o deficiencia

de vitamina A. Los grupos controles presentarcn cambios se-

mejantes.

Corazdn.,

Histoldgicamente normal en todos los grupos incluyendo

el grupo control,



9, di.:]. 5, yI.

de la arquitectura con dege-

Figura 11, Glindula sublingual de asno No.

(1) y parenquimatosa (2).

opica

-

Desorganizacion

-

“hidr
Ko

neracion
HE 450

5, PI.

dia

9,
Trabécula conjuntiva infiltrada por células

No,

polimorfonucleares neutrdfilos y linfocitos.

Glindula sublingual de asno
HE 450 X%,

Figura 12,
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Eséfago.

Histoldgicamente normal en todos 1los grupos incluyendo

el grupo control. ' -

Hipéfisis.

En las horas 144, 168 y 192 presentaban dilatacidén vas-
cular con hiperemia en la neurohipéfisis. En la adenohipd-
fisis se observd alteracidn de la arquitectura y degenera-

cién hidrépica.

Intestino delgado y orueso,

Infiltracién eosinofilica marcada en la nmucosa y sub-
mucosa fue reconocida en todos los grupos incluyendo los
controles, estos cambios son atribuibles a infeccidn para-

sitaria.

Labio, lencua, mGsculo semitendinoso, ovario, paladar, pene,

triguea, Utero y tiroides histoldgicamente normal en todos

los grupos incluyendo el grupo control.

Pulridn,

Una neumonitis de origén parasitario fué reconocida en
las horas 48, 72, 96, 120, 14< y 192 con presencia de fibri-

na y exudado inflamatorioc en bronquios y alveolos.



SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Corteza.

Hora 24,
48, 72,
86, 120.

Hora 144

Hora 168

HJora 192

Grupo

Contrel

Histoldgicamente normal.

Gliosis focal y difusa, satelitosis, reaccién
linfocitaria perivascular, infiltr#cién focal y
difusa de polimorfonucleares neutrdfilos, focos
de hemorfagia.

Gliosis focal y difusa, reaccién perivascular
linfocitaria, infiltracidén focal y difusa de po-
limorfonucleares neutr6filos, necrosis neuronal
focdl (Figura 14).

Gliocsis focal, satelitosis, reaccidn perivascu-
lar linfocitaria, infiltracidén neutrofilica fo-
cal y difusa, necrosis neuronal focal (Figuras

13y 16).

Gliosis y satelitosis.

Corpus Callosi.

Hora 24,
48, 72,

96, 120.

Histoldgicamente normal.
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Hora 144
Hora 168

Hora 192

Grupo

Control

Putamen.

Hora 24,
48, 72,
96, 120.

Hora 144

Hora 168

liora 192

Grupo

Control

Puente.

Gliosis difusa.

Giiosis difusa marcada.

Gliosis focal y difusa, reaccidn linfocitaria
perivascular, infiltracién focal y di}usa de po-
limorfonucleares neutré6filos, necrosis de micro-

glia.

Histoldgicamente normal.

liistoldgicamente normal.

Gliosis focal y difusa, satelitosis, reaccidn pe-
rivascular linfocitaria, infiltracidén focal y di-
fusa de polimorfonucleares neutrdfilos.

Gliosis difusa.

Gliosis difusa, satelitosis, reaccidn linfocita-

ria perivascular linfocitaria.

Histolbgicamente normal.
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Figura 13. Corteza cerebral de asno No. 16, dia 8, PI. In-
filtracidén mixta de neutrdfilos y linfocitos con
necrosis neuronal (flechas). HE 450 X.

Figura Cor eza cereora de asno No. 13, dia 7, PI, Fo-
co de gliosis de tipo microglla. Trlcromlca de
Masson 450 X,
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Histoldogicamente normal.

Infiltracidn neutrofilica focal.

Gliosis difusa y satelitosis,

Gliosis focal y difusa, reaccidn linfocitaria
perivascular y necrosis de microglia.

Gliosis foecal y difusa, infiltracidén focal de po-
limorfonucleares neutréfilos, reaccidn linfocita-

ria perivascular, necrosis de microglia.

Histoldgicamente normal.

Histoldégicamente normal.

Glicsis difusa.

Gliosis difusa, infiltracidén focal de polimorfo-

nucleares neutrdfilos reaccidén linfocitaria peri-
vascular,

Gliosis focal y difusa, infiltracidn de polimor-

fonucleares neutrdfilos, reaccidn linfocitaria

perivascular,
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Histoldgicamente normal.

.

Histolbgicamente normal.

Infiltracidén focal de polimorfonucleares neutrd-
filos en capa molecular.

Gliosis focal, infiltracidn focal y difusa de
polimorfonucleares neutréfilos en capa molecu-
lar, infiltracidn linfocitaria perivascular y
necrosis focal de liquefaccidén comprometiendo

las células de Purkinje. (Figura 16).

Histoldgicamente normal.

Medula Espinal

Porcidn Cervical

Proliferacidn de células de oligodendroglia en varios

grados y satelitosis fueron reconocidos en las horas 48,

72, 96,

120, 144, 168 y 192 en la sustancia gris. En el gru-

po control se observd satelitosis y gliosis,
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Figura 7105, asno No. 1G, dia &, PI, Ne-
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Figura 16. Cerebelo de asno No. 16, dia 8, PI. Necrosis
* focal en capa molecular, comprometiendo las cé-

lulas de Purkinje., HE 450 X.
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Porcidn Toraxica.

Proliferacidén de células de oligodendroglia vy sateli-
tosis fue reconocida en las horas 48, 72, 96, 120, 144,
168 y 192 en sustancia gris. En el grupo control se observd

satelitosis y gliosis,

Porcidn lumbar.

Proliferacidn de células de oligodendroglia y sateli-
tosis en las horas 48, 72, 95, 120, 144, 168 y 192 en sus-

tancia gris. En el grupo control se observd satelitosis.

Porcidn Sacra.

Proliferacidén de células de oligodendroglia y sateli-
tosis fue reconocida en las horas 48, 72, 96, 120, 144, 168
y 192 en sustancia gris. Un asno de la hora 168 presentd
una reaccidn inflamatoria alrededor de neuronas y vasos san-

guineos de células de tipo polimorionucleares neutrdfilos.

Grupo Control. Se observd satelitosis.

Resumen de los hallazgos microscopicos encontrados es-
tan consignados en las tablas 4 y 5 y distribucidn de las
lesiones por regiones anatdmicas del sistema nervioso cen-—

tral (SNC) estin consignadas en las tablas 6 y 7.
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TALLA 4., HALLAZGOS NWICROSCOPICOS EN VARIOS 45
ORGANOS DE 16 ASNGS INOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE CON VIRUS DE
ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA.
nIA 1 DIA 2 UIA 3 DIA 4 DiaA 5 pla 6 DIA 7 DiA &
HORA 24 UORA 48 HORA 72 HORA 98 HORA 120 HORA 141 HORA 168 HORA 192
HISTOLOGICAMENTE  FOCOS DE INFILTRA-  DEGENERACION HIDRO-  DEGENERACION HIDRO-  DEGENEHACION HIDRO-  DEGENERACION HIDRO-  NECROUSIS FOCAL  DEGENERACION
NORMAL . CION LINFOCITARIA.  PICA. PICA. PICA. PICA MULTIPLE, HIDROBICA.
DEGENERACION HI- NECROSIS FO-
DROPICA. CAL,
HISTOLOGICAMENTE  INFILTRACION NEU- INFILTRACION NEU- NECROSIS CELULAR INFILTRACION NEU- NECROSIS CELULAR INFILTRACION DEPCBLACION DE
NOHMAL . TROFILICA. NECRO=- TROFILICA. WECRU- MARCADA EN NODULOS TROFILICA. NECRO- MARCADA. NEUTRO¥ILICA, NODULOS LINFA=-
SIS LIGERA, SIS LIGERA. LIKFATICOS. $1S CELULAR LIGERA. NECROSIS CELU-  TICOS.
LAR LIGERA.

HISTOLOGICAMENTY
NORMAL.

DEPUSICION DE FI-
BRINA EN NODULOS
DE MALPIGHT.

DEPOELACION DE CEN-
TRAOS GERMINALES EN
FOLICULOS DE MALPI-
GHI,

DEPOBLACION DE CEN-
TROS GERMINALES,

DEPOBLACION DE ELE-
MENTOS LINFOIDES EN
NODULOS DE MALPIGHI,
PRESENCIA DF FIBRINA.

DEPOBLACION DE ELE-
MENTOS LINFOIDES EN
NODULOS DE MALPIGHI.
PRESENCIA DE FIBRI-
NA.

DEPCBLACION DE
CELULAS LINFA-
TICAS EN NQDU~
LOS DE MALPI-
GHI.

DEPOBLACICN DE
CELULAS LINFA-
TI1CAS EN NODU-
LOS DE MALPI-
GHI.

DEPOSICICN DK FI-
ullINA EN CENTROS
GERMINALES.

HEMCRAAGIA, IXFIL-
TRACION NEUTROFI-~
LICA. NECRGSIS CE-
LULAR LIGERA.

INFILTRACION EOSING-

FILICA. WEMORRAGIA Y

PRESENCIA DE FIBRINA,
NECROSIS CELULAR MAR-
CADA.

INFILTRACION NEU-
TROFILICA. PRESEN-
CiA DE FIURINA. NE-
CROSIS CELULAR MAR-
CADA.

HIPEREMIA VASCULAR.
NECROSIS CELULAR LI-
GERA.

INFILTRACION NEU-
TROFILICA. PRESEN~
CIA DE FIBRINA.
YASCULITIS NECRO-
TICA,

HEMORRAGIA DI~
FUSA, VASCULI-
TIS NECROTICA

EN VASOS TRA-

BECULARES.

INFILTRACION
NEUTROFILICA,
VASCULITIR
NECROQTICA EN
TRABECHLAS.

HISTOLOGICAMENTE
NORMAL,

ALTERACION DE La
ARQUITECTURA.

ALTERACION DE LA AR-
QUITECTURA. PERDIDA
DE CITGPLASMA, NE-~
CROS1S FOCAL.

ALTERACION DE LA AR~
QUITECTURA, DEGENE-
RACION GRASA.

ALTERACION DE LA
ARQUITECTURA.

ALTERACION DE LA
ARQUITECTURA, NE-
CROSIS PANCREATI-
CA AGUDA.

ALTERACION DE
LA ARQUITECTU-
RA.

ALTERACION DE
LA ARQUITECTU=-
RA.

METAMORFOSIS GRA-
SA.

METAMORFOSIS GRA-
S4.

METAMORFOSIS GRASA
EXTENSA.

METAMORFOSIS GRASA
LIGERA.

METAMORFQSIS GRASA
EXTENSA.

METAMORFOSYS GRASA
EXTENSA.

METAMORFOSIS
GRASA DIFUSA,

METAMORFOSIS
GRABA DIFUSA.
NECROSIS CE=-
LULAR MARCA-
DA,

HISTOLOGICAMENTE
NORMAL.

HISTOLOGICAMENTE
NORMAL .

HIPEREMIA VASCULAR.

NECROSIS TURULAR
MARCADA.

NECROSIS TUDULAR,
DEGENERACION HIDRO-
PICA.

DEGENERACION {IDRO-
PICA. FOCOS DE IN-
FILTRACION LINFOCI-
TARIA.

POCOS DE INFIL-
TRACION LINFO-
CITARIA.

NECROSIS TU-
BULAR EN ZOWA
CENTRAL,

HISTOLOGICANMENT i
NOAHAL.

HISTOLOGICAMENT
NOs:IAL .

RISTOLOGICAHENTE
NORBLAL .

ALTERACION DE LA AR~
QUITECTURA CON DEGE-
NEAACICQU JEDROPICA ¥
ALNTUHINOG A,

ALTERACION DE LA
ARQUITECTURA CON
CAVI'I03 DEGENERA-
TIVOS. INFILTRACION
NEUTROFILICA EN
TRABECULAS,

ALTERACION DE LA AR-
QUITECTURA CON DEGE-~
NERACION ‘[1DROPICA Y
ALBUNINOSA,

ALTERACION DE LA
ARGUITECTURA CON
DEGENERACION HI-~

DROPICA Y ALEBU-
MINQEA.

ALTERACION DE
LA ARQUITEC-
TURA CON DE~
GENERACION
N1DROPICA ¥
ALSGUKINOSA.
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NERVIOS0 CERTRAL DE 1& ASNOS INOCU-
LADOS EXPERIMENTALMENTE CON VIRUS
DE ENCEFALITIS EQUINA VENEZOLANA.
DIa 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5 DIA 6 DIA 7 DIa 8
iORA 24 AORA 48 HORA 7z HORA 96 HORA 120 HORA 144 HORA 168 HORA 192
HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE GLIOSIS FOCAL Y PI- GLIOSIS FOCAL ¥ DI- GLIOSIS FOUAL ¥
NORMAL. NORMAL . NORMAL. NORMAL . NORMAL. FUSA SATELITOSIS. FUSA. INFILTRACION DIFUSA SATELITO~
INFILTRACION DE PO- NEUTROFILICA. REAC- 8IS, REACCION
LIMORFONUCLEARES CION PERIVASCULAR LINFOCITARIA PE-
NEUTROFILOS. HEMO- LINFOQCITARIA. NE~ RIVASCULAR. IN=-
- RRAGIA. CROSIS NEURONAL FG- FILTRACION NEU=-
AL, TROFJLICA. NECRO-
SIS NEURONAL FO-
CAL.
HISTOLOGICANENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE GLIOSIS DIFUSA, GLIOSIS DIFUSA MAR- GLIOSIS DIFUSAS
NORMAL, NORMAL. NORMAL . NORMAL . NORMAL . CADA, MARCADA.
RISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE GLIOS1S DIFUSA Y GLIOSIS FOCAL Y DI- GLIOSIS FOCAL Y
NORMAL, NORMAL. NORMAL., NORMAL. NORMAL. SATELITOSIS. FUSA, REACCION LIN=- DIFUSA. REACCION
FOCITARIA PERIVAS~- LINFOCITARIA PE-
CULAR. INFILTRACION RIVASCULAR, IN-
NEUTROFILICA. FILTRACION NEU-
TROFILICA,
HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE GLIOSIS FOCAL Y DI- GLIOSES FOCAL Y DI- GLIOSIS FOCAL Y
NORMAL. NORMAL. NORMAL. NOAMAL. NORMAL. FUSA SATELITOSIS. SA. SATELITOSIS, DIFUSA, SATELITO-
REACCION LINFOCITA- REACCION PERIVASCU- 515. REACCION
RIA PERIVASCULAR, LAR LINFOCITARIA. LINFOCITARIA PE-
INFILTRACION NEUTRO~ RIVASCULAR,
FILICA.
HYISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE GLIOSIS DIFUSA. NE~ GLIOSIS DIFUSA. GLIOSIS DIFUSA,
NORMAL. NOTMAL . NORMAL . NORMAL, NORMAL. CROSIS CON RESTOS SATELITOS1S,
CELULARES, REACCION LINFOCI-
TARIA PERIVASCU-
LAR.
HISTOLOGICAMENTE AISTOLOGICAMENTE HISTCLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE HISTOLOGICAMENTE GLIOSIS DIFUSA Y SA- GLINSIS FOCAL Y DI- GLIOSIS FOCAL Y
NORMAL, NORMAL. NOAMAL., WORMAL . NORMAL . TELITOSIS. FUSA. REACCION LIN- DIFUSA. REACCION

FOCITARIA PERIVAS-
CULAR. NECROSIS DE
MICROGLIA.

LINFOCITARIA PE-
RIVASCULAR, 1IN-
FILTRACION NEU-
TROFILICA,

ATSTOLOGICAMENTE
~ORMAL,

JISTOLOGICAMENTE
NORMAL .

AISTOLOGICAMENTE
NORMAL,

HISTOILOGICAMLNTE
NORMAL,

UISTOLOGICAMENTE
NORMAL .

GLIOSIS DIFUSBA.

GLIOSIS DIFUSA.

GLIOSIS DIFUSA.

A ISTOLOGICANCNTE
SORMAL.

HISTOLOGICAMENT
NORYMAL.

HISTOLOGICAMENTE
NORMAL .

IISTOLOGICAMENTE
NORMAL.

UISTOLOGICAMENTE
NORMAL.

HISTOLOGICAMENTE
NORMAL.

INFILTRACION NEU-
TROFILICA.

GLIOSIS FOCcAL Y
DIFUSA. INFILTRA-
CION NEUTROFILICA,
NECROSIS FOCAL DE
LEQUEFACCIONR,




REGION
ANATOMICA

CORTEZA

CORPUS CALLOSI
CORPUS FORNICIS
PUTAMEN

TALAMO

PUENTE
BIPOCAMPO

CEREBELO

TABLA 6,

REACCION
PERIVASCULAR

=T« B O N~ D T = B -

INCIDENCIA DE LESIONES POR REGIONES
ANATOMICAS EN EL SISTEMA NERVIOSO

CENTRAL ENCONTRADOS EN 16 ASNOS INO~
CULADOS CON VIRUS DE EEV,.

INFILTRACION GRADQS DE

NEUTROFILICA GLIOSIS
FOCAL DIFUSA NECROSIS SATELITOSIS FOCAL DIFUSA

6 6 4 6 6 6
0 0 0 o 0 6
4 4 0 0 6 6
6 6 0 5] 6 6
0 0 2 5 0 6
2 2 0 0 4 6
2 2 0 0 4 6
2 2 0 4 0

Ly



TABLA 7.

INCIDENCIA DE LESIONES ANATOMICAS EN
EN LA MEDULA ESPINAL ENCONTRADOS EN
16 ASNOS INOCULADOS CON VIRUS DE EEV,

HORA HORA HORA HORA HORA HORA HORA HORA
24 48 72 96 120 144 168 192
M. CERVI - GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS GLIOSIS  GLIOSIS
SATELITO SATELITQ
SIS. SIS.
M. TORAX - GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS
SATELITO SATELITO  SATELITC SATELITQ  SATELITO  SATELITO  SATELITQ
SIS. SIS. SIS, SIS, SIS. SIS. SIS,
M. LUMBAR - GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS
SATELITO  SATELITO  SATELITO  SATELITO SATELITC  SATELITO
SIS, SIS. SIS. SIS, SIS, 8IS.
M. SACRA - GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS  GLIOSIS
SATELITO  SATELITO  SATELITO  SATELITO SATELITO SATELITO  SATELITO
SIS. S1S. SIS. SIS. SIS. SIS. SIS.

8%



DISCUSION
En el presente estudio ashos inoculados con virus de
encefalomielitis equina venezolana (EEV) fueron suscepti-
bles a 1la infeccidén con inoculacién de 20 RAIPDLzg. Estos
hallazgos estin estrechamente relacionados con 1los trabajos
de Kissling et al (31) quienes reprodujeron ia enfermedad

con 32 DLzg en caballos.
OBSERVACIONES CLINICAS:

Los sintomas observados en los asnos inoculados fueron
primeramente una elevacidn de temperatura, la cual fué cdns-
tante en casi todos los animales a partir del dia 2 post-ino-
culacién v se mantuvo hasta el dia de sacrificio de cada gru-
po. Sintomas generales fueron observados en la mayoria de e~
llos y en dos animales se observaron sintomas clésicos de
encefalomielitis a partir del dia 6 después de haber sido
inoculados. De lo anterior podemos asumir gue la cantidad
inoculada fue suficiente para reproducir la enfermedad (Ta-
bla 1). Los hallazgos anteriores estin de acuerdo con los

trabajos de Gleiser et al (24) y por Kissling et al (31).

PATOLOGIA CLINICA:

Hematolozia. El virus fue recobrado de la sangre inicial-
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mente en los animales 24 horas post—inoculacién. Posterior-~
mente se aisld de la mayoria de estos 48 horas después de
inoculados, con‘excepciéh de_5 animales de los cuales se
aisld mas tarde. E1 titulo mds alto se encontrd }2 horas
después de la inoculacidn y su valor fue igual a 7.0 loga-
ritmos. La viremia es la secuencia a la infeccidn viral y
tiene como fuentes principéles de mantenimiento el higado,
el bazo, medula osea y el tejido linfoide (19). Lo anterior
esta estrictamente relacionado con los trabajos de Kissling

et al (31) quienes encontraron en caballos titulos miximos

de 104-9 y 107+4 inoculados con 32 DLgg-

Los valores absolutos del hematocrite suirieron un
descenso considerable a partir de la hora 48 (Figura 3) al-
canzando sus niveles mas bajos en 1la hora 84. Podria insi-
nuarse gue existe una asociacibn del virus con los leucoci-
tos totales lo que ocasicnaria destruccidn de estos (19) o
quizas 1# dilatacidén vascular ocasionaria la mayor concen-—

tracidn de éstas células en la red vascular lo cual expli-

_ caria la baja de estos en la sangre periférica. El descen-

so de la hemoglobina fué proporcional a la baja de los va-
lores hematocritos lo gque nos hace suponer un dafio de las

células rojas (Figura 4) lo gue explicaria su descenso.

Durante la infeccidn se observd una leucopenia absolu-
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ta siendo las células mis comprometidas los linfocitos,

los cuales decrecieron a partir de la hora 36 (Figura 2) y
alcanzando su nivel mis critico en la hora 84 permaneciendo
estacionarios hasta el dia de sacrificio en las horas 144,
168 y 192. La asociacién que el virus puede tener en estas
células y quizds un crecimiento y la destruccidn de ellas,
puede ser la causa de la linfopenia (19). Los neutréfilos
presentan un descenso marcado en la hora 84 no comparable
con la baja de los linfocitos. Los eosindfilos estuvieron
comprometidos seriamente en la infeccidén ya que al empezar
el estudio la eosinofilia era marcada; después de la infec-
cidn decrecieron gradualmente a partir de la hora 486 (Fi-
‘gura 2) y desaparecieron después de la hora 98, La partici=-
pacidén de estas cé;ulas en la infeccidn es desconocida. Es~
tos hallazgos corroboran los de Gleiser et al (24) guienes
encontraron una marcada linfopenia en burros infectados con
virus de EEV, Nuestro estudio discrepa de los hallazgos de
Kissling et al (3l) quienes reportan primeramente una neu-
tropenia y luego ﬁna linfopenia, igualmente no mencionan
cambios en los eosindfilos lo cual se observd en nuestro

estudio.
OBSERVACIONES POST-MORTEM:

Patolozia Macroscépica. Una congestién cerebral fue obser-




[
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vada en la hora 192 coincidiendo con los sintomas encefili-

cos lo que nos hace suponer que los cambios vasculares y

el dafio cerebral produjeron el éxtasis de la corriente san-

guinea con la consiguiente congestidn cerebral.

Patologia Microscdpica. La degeneracidn hidrépica y la ne-

crosis focal observada en la gléndula adrenal, nos hace su-
poner que el proceso febril inducido por la multiplicacidn
viral y el dafio tisular, ocasionaria dafios celulares a ni-
vel de las mitocondrias, que por accidn continuada, ocasio-
naria la muerte celular (56). Lo aﬁterior coincide con lo
descrito por Gleiser et al (24} quicnes reportardn canbios
similares a los hallados en nuestro estudio en burros y dis-
crepan de los de Kissling et al (31) quienes no describen
cambios en glandulas adrenales de caballos infectados expe-

rimentalmente.

La infiltracidén neutroiilica y la necrosis celular de
cdlulas linfiticas en amigdala (Figura 5), nos hace suponer
que el virus selecciona las células del tejido linfoide, a
donde llegan por via linfitica o sanguinea, transportados
por macrdfagos o linfocitos, las que disponen de receptores
especificos una vez en el interior de las células los vi-
riones se multiplican y producen necrosis celulayr que con-

llevan a cambios inflamatorios lo gue produciria aflujos
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de neutrdfilos alrededor de los focos necrdticos (19, 41,

44).

Los cambios observados en el ganglio prescapular y
submandibular revelaron una vasculitis necrdtica con hi-
perplasia de células endoteliales, presencia de fibrina la
cual fué negativa a las coloraciones del 4dcido periddico y
de Weigert, infiltracidn neutrofilica abundante y necrosis
celular de células linfiticas; 1los mecanismos de agresidn
del virus en este Organoc ya fue descrito anteriormente. La
hiperplasia dé las células endoteliales en los vasos san-
guineos y la vasculitis necrdtica nos hace suponer la po-
sibilidad del crecimiento del virus en las células endote-
liales lo que ocasionaria la hiperplasia, y seguidamente
1z necrosis vascular (Figura 6), Lo anterior estaria de
acuerdo con lo reportado por Gleiser et al (24) quienes

describen cambios similares en los hallados por nosotros.

En el pincreas se observd desorganizacidén de la arqui-
tectura y necrosis focal (Figura 7) lo gque nos hace suponer
la accidn pantrdpica del virus, el cual actuaria sobre las
células pancreiiticas liberandose enzimas que originarian.

los focos de necrosis (53).

Los cambios observados en el bazo fueron poco signifi-

cativos reconociéndose solamente una depoblacidén de células
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linfdticas en los nddulos de Malpighi, y abundante hemosi-
derina. El mecanismo por el cual el virus de EEV no produce
cambios severosmen este Organo no es bien conocido. La de-
poblacidn de células iinféticas se explicaria co&o una de-
manda de células linfAticas, compesatoria a la linfopenia.
La hemosiderina explicaria la destruccién de globulos ro-
jos durante la infeccidn pero esto se observd también en
los testigos. Lo anterior esti de acuerdo con los reportes
de Gleiser et al (24) y Kissling et al (31) quienes solo
describen pérdida de células linfiticas, abundante hemosi-
derina y hemorragia la cual no fue reconocida en nuestro

estudio.

La metamorfosis grasa y la necrosis hepatica (Figuras
8 v 9) podrian ser explicadas por la accidn hepatotdxica
del virus que actuaria sobre el sistema respiratorio de los
hepatocitos, lo cual ocasionaria una disminucidn del ATP
produciendose la metamorfosis grasa, lo que llevaria pos-
teriormente a la necrosis de los hepatocitos (44, 53). Otra
posibilidad seria la hipoxia y desnutricidn con baja de pro-
teinas, que ocasionaria la acumulécién de grasa y haria més
vulnerable este Organc a la accidén del virus. Lo anterior
estaria parcialmente de acuerdo con Gleiser et al (24) quie-
nes encontraron necrosis hepatica en burros con infiltracidn

celular la cual no fue observada en nuestrp estudio. No se
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observdé degeneracidn albuminosa ni focos de hematopoyesis
como lo describen Kissling et al (31) en higado de caballos

infectados experimentalmente.

La degeneracidén hidrdépica y la necrosis tubular exten-
sa encontradas en rifién (Figura 10), pueden explicarse por
el fendmeno febril inducido por el virus, 1o que ocasiona-
ria la degeneracidn hidrépica y la necrosis de las células

de revestimiento de los tubulos contorneados proximales (33).

Los cambios de deceneracidn hidrépica.y albuminosa, in-
filtracién neutrofilica en las trabéculas conjuntivas y de-
sorganizacidén de la arquitectura (Figuras 11 y 12) en la
glindula sublingual, podrian explicarse por la accidn pan-~
tropica del virus produciendo como otros virus cambios de-
generativos en esta glandula (56). Kissling et al (31) no
reportan estos cambios observados por nosotros en nuestro

estudio.
 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC):

Ninguna lesién microscépica fué observada en los ani-
males sacrificados los cinco primeros dias con excepcidn
de un solo caso de la hora 92 en la cual se observd un pe-
quefio foco de polimorfonucleares neutrdfilos. Lo anterior

nos hace suponer que el virus de EEV no es esencialmente
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-neurotrdpico, puesto gue las lesiones fueron reconocidas
en fase avanzada de la infeccién, lo que nos indica que
probablemente la barrera hematoencefdlica obra como un meca-
nismo defensivo en los estados iniciales de la infeccidn
(20, 28). Contrarioc a nues{ros hallazgos, Kissling et al (31)
describieron lesiones hemorrigicas, y moderada infiltracidn
neutrofilica en animales sin sintomas de encefalomielitis,
lo cual no fué observado en nuestro estudic. Lo anterior
nos haria suponer que el indculo empleado en nuestro estu~
dio fue relativamente poco para producir tempranamente es-~
tos cambios, en contraposicidn a la dosis empleadas por

los autores arriba mencionados.

El primer cambio observado, se reconoéié el dia 4
post~inoculacidn en la regidn del puente en un solo animal,
consistente en un pequeilo foco de infiltracidn de polimor-
fonucleares neutrdfilos. Las lesiones se hicieron mis no-
torias a partir del dia 6 con reaccidn de las células de
oligodendroglia y satelitosis; el dia 7 PI los cambios se
acentuaron especialmente en la corteza cerebral y en nenor
grado én el puente, corpus fornicis, putamen, tidlamo e hi~
pocampo, consistentes en gliosis focal {(Figura 14) y difusa,
reaccidn linfocitaria perivascular, infiltracidn focal di-
fusa de neutr6filos y linfocitos (Figura 13), Las lesiones

progresaron en el dia 8 post~-inoculacidn siendo los cambios
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mis marcados en la corteza cerebral donde se observé necro-
sis neuronal focal (Figura 15). La satelitosis se debe a
cambios hipdxicos por baja en la concentracibn de oxigeno

lo gue induce a cambios degenerativos.

La presencia de las células de oligodendroglia tanto
focal como difusa nos indican la participacidn que estas
células como mecanismo defensive tienen, ya gue obran como
macrdfagos en presencia de un estimulo en un intento defen-
sivo. La marginacidn leucocitaria de tipo linfocitario se
explica como un cambio en la distribucidén de los elementos
figurados de la sangre y es caracteristico de muchos pro-
cesos virales, tales como la Rabia, la Encefalomieltis Por-

cina y la Enfermedad de Borna entre otras.

El fendmeno de la necrosis neuronal, se explicaria por
la entrada del virus procedente de la_corriente sanguinea
a través de las células endoteliales, siendo el sitio me-
nos probable la zona de permeabilidad capilar. Una vez en
el tejido nervioso, el virus hace seleccidén por las neuro-
nas y células de nicroglia donde parecen haber receptores
especificos que las hacen mis susceptibles que cualguiera
otras. El virus ingresa por viropexis a las c¢élulas nervio-
sas donde utiliza el mecanismo bioguimico de la célula para

replicarse produciendo un efecto citocida en éstas, libran-



dose mediadores quimicos que atraen células inflamatorias
de tipo polimorfonuclear neutréfilo, o quizis el dafio ce-

-

lular se deba a una respuesta de tipo inmunitario (29, 39,
69). Gleiser et al (24) reconocieron lesiones mis severas
en el tilamec y cerebro medio v en menos intensidad en la
corteza cerebral 1o cual -esti en desacuerdo con nuestro
~estudio puesto gue la severidad de las lesiones fueron ha-
lladas en la corteza cerebral., Igualmente Kissling et al (31)
no describen diferencias significativas en diferentes areas
del cerebro lo que.discrepa de nuestros hallazgos. Los ha-
llazgos de Roberts et al (52) estin parcialmente de acuer-
do con nuestiro estudio a pesar de que este estudio fue de
~un brote natural no conociéndose la cantidad inoculada y

1a secuencia de la infeccidn, encontrindose lesiones mis

severas gue en nuestro estudio.

En el cerebelo, la distribucidn de las lesiones y el
grado de estas fue menor gue en el cerebro observandose en
el dia 7 post-inoculacidn infiltracidn focal de polimorfo-
nucleares neutréfilos. Las lesiones progresaron el dia 8 PI
presentandose mayor intensidad en la respuesta inflamatoria
consistentes en infiltracidn neutrofilica, reaccidén linfo-
citaria perivascular y necrosis de las células de Purkinje
(Figura 16). Los mecanismos por los cuales se suceden estos

cambios ya fueron discutidos.

e
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Los segmentos cervical, toraxico, lumbar y sacro de
la médula espinal revelaron pocos cambios consistentes en

gliosis ¥ satelitosis observdndose en un solo caso reaccidn
inflamatofia de polimorfonucleares neutrdfilcs ei dia 7
post~inoculacidén alrededor de neuronas y vasos sanguineos,
El mecanismo por el cual el virus no lesiona mis esta par-
te del sistema nervioso central (SNC) se puede invocar la
ausencia de receptores especificos en estas células, que

no es bien conocido, las hacen menos susceptibles que las
células del cerebro. Gleiser et al (24) describen lesiones

destructivas en la médula espinal lo cual no fué observado

en nuestro medio.

En los titulos consignados en la Tabla 3, de la vire-
mia en asnos incogulados con el virus de EEV, encontrames
una correlacidn con las lesiones histopatoldgicas ya que
estos se observaron primeramente en la hora'48 y progresa-
ron en intensidad en las horas siguientes coincidiendo con
una marcada elevacidn del virus en la sangré, 1o cual hace
suponer que a partir de una primera viremia en Organos lin-~
foides su nivel se mantiene elevado posiblemente por repli-
cacidn del virus en otros Srganos diferentes del sistema

linfatico.

La distribucidn de las lesiocnes por regiones anatdmicas



(Tabla 6) fueron inconstantes, puede asumirse que varios
factores influyen en esio entre los que podemos aducir
cantidad inoculada, edad del huésped y la susceptibilidad
del huésped frente a la infeccidn y la ausencia o presencia
de receptores especificos que hace mis vulnerables a las

diversas células del sistema nervioso central.
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RESUMEN

Un total dé 16 asnos fueron inoculados con 20 RAIPDLSO
de virus de encefalomielitis equina venezolana (EEV), via
subcutinea para estudios histopatoldgicos. La duracidn del
experimento fué de 8 dias, sacrificandose dos burros por

dia.

Clinicamente, se observd elevacidn de la temperatura
en fases tempranas de la infeccidn, y se mantuvo constante
hasta el dia de sacrificio de cada grupo. El virus, fué
recobrado inicialmente 24 horas después de la inoculacidn
obteniéndose titulos elevados durante la infeccidén. Los
valores hematocrito v de 1la hemoglobina, decrecieron en las
fases iniciales de la eniermedad. Una linfcopenia marcada se
observd durante la infeccidn, asi como una neutropenia re-
lativa y eosinopenia abscluta a partir de la hora 16 post-

inoculacién.

MacroscOpicamente se observd una congestidn cerebral

en los animales del Ultimo grupo.

Lesiones microscdpicas consistentes en infiltracidn
neutrofilica, vasculitis necrdtica con hiperplasia de célu-~
las endoteliales y necrosis de células linfaticas, fueron

observados en amigdala y el ganglio prescapular,

267
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En la glindula adrenal se observd degeneracidén hidré-
pica, y focos de necrosis en la zona fascicular. En el ba-
zo solamente se reconocid una depoblacidén de células lin-
fiticas. En el higado se observd una metamorfosié grasa en
la zona periacinar y focos de necrosis. El pincreas presen-
td desorganizacidén de la arquitectura y necrosis focal. En
el rifidn se observd degeneracidn hidrépica y necrosis de
los tubulos contorneados proximales de la corteza renal.
En glandula sublingual, se observd desorganizacién de la
argquitectura, degenéracién hidrdpica y albuminosa e infil-
tracidn de polimorfonucleares neutrdfilos en las trabécu-

las conjuntivas.

En el sistema nervioso se reconocieron cambios consis-
tentes en satelitosis, gliosis focal y difusa, reaccidn
linfocitaria perivascular, infiltracidén de polimorfonuclea-
res neutrdfilos, necrosis de neuronas y de células neuro-
gliales especialmente en la corteza cerebral, donde se ob-
servd la mayor intensidad de la respuesta inflamatoria y
en menor grado en el puente, corpus fornicis, putamen, ta-

lamo e hipocampo.

En el presente estudio se demuestran los canmnbios he-~
matoldgicos e histopatoldgicos en infeccidn experimental

del virus de la encefalomielitis equina venezolana (EEV)

o
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en asnos y se demuestra que las lesiones encontradas pro-
gresan en intensidad en relacidn al tiempo de exposicidn
al virus, la suéceptibilidad del animal y la cantidad ino-

culada.
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