Investigacion Clintea. N* 37 7-63. 1971,

DESARROLLC DEL VIRUS DE LA ENCEFALITIS EQUINA

VENEZOLANA EN EL TEJIDO MNERVIOSO DE RATONES
RECIEN NACIDOS., ULTRAESTRUCTURA E HISTOQUIMICA

— Dr. lorge Garcia Tamayo.
Laboratorin de Microscapia Electrdnica,

Servicio de Patologin.
Hospital General del Sur.
Maracaibo. Venezuels.



INTRODUCCION

La encefalitis equino venezaolana (EEV] fue reportada por pri-
mera vez por Kubes en el ano 1936, considerandela, en una pu-
blicacién del Ministerio de Agricultura y Crig, come wna peculior
epizootia de equines, la cual &l denoming, "'la peste loca de los
bestias”, describiende sus mohifestocianes cinicas y haciende in.
dicaciones sobre su tratomiento y prevencidn,

En 1938, se observé en Venezuelo lo primera epizoatia egui-
na de Iimportancia, y ese ano, Kubes y Rios' aislaron el wvirus
de la EEY. Lo primema sospecha de que lo EEV podia afectar o
los seres humanos fue reportoda por Gilyard®™, o iz de uno
epizootiv de CEV en Trinidod, el aic 1945 [n 1952 se produjo
una grove epidemio de EEV en El Espinal (Colombial, demosfran-
dose lo imporfancio de controlor epidemiolégicamente lo EEV,
para evitar brotes gue ofecton a los seres humanos®, Cosos de
encefalitis epidémica fueron denunciades en Maoracaibe y sus al-
rededores por Megrette en el ono 1959, y repertados en 19404,
describiéndose las monifestaciones clinicas y hemaotolégicas de
los poacientes afectodes. En 1862 cuando so preduje un brate
epidémico grave en la parte norte del Estado Zulia, precedido de
ura severg epizootia Bn equinos, se tuvo clorg conoccimiente de
la magnitud del problema que representa lo EEV en nuestra re-
gién* ¥

Ern lo actualidod se conocen con bosionte precision los os-
pectos epidemiolégicos de la EEV en la Guaojira y otros areos del
Estado Zulia; en los afos 1968 y 1949, se hon producide epi-
zootios en equines y brotes epidemicos de EEY, aumentondo los
conccimientos sobre la clinico, lo serolegio v la influencio de los
faoctores ambientales, tanto climatolégicos omo socio-econamicos,
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en lo aparicién y el desarrollo de los epidemios de la EEV. Sin
ernbarge, desde el punte de vista maorfelégico y particularmente
ultraestructural, los estudics sehre la EEV, son muy escasos. Se
han reportade, en publicaciones previas, estudios con el micros-
copio electrénico sobre lus alteraciones de células cultivadas in-
fectadas con el virus de la EEV® %, y sobre las modificaciones in-
ducidas por el virus de la EEV y por los Reowvirus en células eul-
tivadas®, Mussgoy y Welbel demostraren, por medis de la cola-
racion negativa y el sombreado, lus carocteristicos ultraestruce
turales del virus de la EEV®. Sin emborgo, no se han reportado
estudios con el microscopio electrdnico sobre la estructura de te-
jidos onimales o humanos infectados con el virus de la EEV.

En este trabajo, presentamos los alteraciones ultraestructu-
roles del sistema nervicso de rotones recién nacides, inscula-
dos introcerebralmente con uno suspensién de la cepa Guaiira
del virus de la EEV., Demostraremos lo presencia de las particu-
las virales y tratoremos de exponer una secuencio que explique
lo manera como se desarrolla el wvirus v cudles son sus efectos
en las células del sistema nervioso. Igualmente, estudiaremos la
actividad de la enzima fosfatosa Gcida en el tejido nervieso de
les ratones inoculados, discutiendo los resultados histoquimicos
a nivel uliroestructural y lo relocién entre estos y las alteracio-
nes submicroscopicas y funcionales inducidas en las células ner-
viosas por el virus de la EEV,

MATERIAL Y METODO

Se estudié el tejido nervioso de 16 rafones recién nacidos,
doce de los cuales fueron inoculodos introcerebralmente con una
suspension de virus de la EEV de lo cepo Guaijira, y los 4 restan-
tes fueron utilizades como control. Los ratones y las virus de le
EEV, fueron facilitados por el Dr. G. Bergold del Departomento
de Virologio del Institute Venezolana de Investigociones Cienti-
ficas (IVIC]. Se inocularon 0,02 cc. de una dilucién 10,

Los ratones fueron sacrificades peor decapitacién, algunes 16
¥ 24 horas después de la inoculacién y ofros entre 30 y 48 horas,
cuandeo los signes de infeccidn eran evidentes. Se tomaron mues-
tras de cerebro y cerebelo las cuales se fijaron en glutaraldehide
al 3% en solucién requlodera de fosfote de sodio a pH 7.2 vy



a 4°C, En olgunos rotenes se procticaren estudios de histoguimica
aplicada ol micrescopio electrénico, procediéndose a fijor &l mo-
teriol en glutoraldehide al 6,25% en sclucidén regulodora de
cacodilato, 0,067M a pH 7.2 v a 4°C, durante 3 o 4 horas; el pro-
cedimiento utilizaodo en lo preparcacién de este material se des-
cribird  posteriormente.

Loz muestros fijodas en glutoraldehide al 3% fueron seccio-
nados en perquefos frozos menares de un milimetro de diGmetro
y se lovaron en selucién reguladera de fosfote de sedio o pH
7.2 y o 4C, duronte 24 horas. Se fijé el moterial con tetradxido de
osmio al 29% durante tres horos, se deshidraté en acetona o
concentraciones crecientes y se incluyé en Araldita polimerizéan-
dose en estufa a 40°C durante 48 horos. los bloques obtenidos
se cortaron en un ultramicrotomo Porter Blum MT-2 utilizando un
cuchille de diamonte, y se tifieron con acetate de wranile y citrato
de plomo, El moterial se exomind en un microscopio electrdnico
JEM 7A, utilizands una aceleracién de voltaje de B0 Kv.

Para el estudio histoquimico se utilizé el métods de Gomaori
para fosfatase écide® con algunos modificaciones, adoptadas de
acuerdo con los procedimientos técnicos empleados en el Depar-
tamente de Micrebiologio del IVIC, El material fijodo durante
3 a 4 horas en glutaraldehido, fue lavads en solucién reguladera
de cacodilate 0,1M o 4%C que contenia 7,5 grames de socarosa,
y seccionado en un criostato, haciéndose cortes por congelacién
de 50 micras de espesor. Los cortes fueron flotados en solucién
de cacodilato a 4°C y se incubaron en un medio de Gomori parg
fosfotaso aeida o 379C durante R0 minutes. E| medic de Gomo-
ri se prepard utilizando beta glicerofosfato de sodio al 29, buffer
acetato 0,1M con pH 5,2 y acetato de plomo; cuande se eviden-
it precipitode se filtré el medio antes de proceder o lg incuba-
cidn,

Algunas muestras se incubaren en un medie de Gomeri,
idéntico al descrito, pero sin el substrato beta glicerofosfate v
este material se utilizé para controlor lo reaccién histoquimica. Las
muestras incubadas fueron lavadas en buffer ocetate 0,1M o pH
5,2 durante | minuto y posteriormente se frataron brevementes con
fcido acético ol 2% para pasor de nueve o lo solucion regula-
dore de ocetato de pH 52, los muestras se fijoron en tetradxi-



do de osmio y se deshidrataren e incluyeron de acuerde con el
procedimients descrito previamente,

RESULTADOS

El estudio del material de los ratones inoculados, revels va-
riaciones importantes dependiendo del tiemps transcurrido entre
lo inoculacién y lo muerte de los animales. En los rotones sacri-
ficados 16 horas después de lo inoculacién, se observaron esca-
sas medificaciones del tejido nervicso; algunas neurongs mos-
traban hipertrofia del compleje de Golgi, netdndose en acasiones
masas pequenos y mal limitades formados por material granu-
lar en el citoplasma de células nerviosas sin mayores alteracio-
nes (Fig, 9. Los astrocitos presentaban hinchamients discreto de
los piocesos pedales, particularmente notorio alrededor de los
vasos sanguineos. En uno de los cortes se observaron dos par-
ticulas redondeadas, de 45 milimicros de didmetro, con un centro
mds denso de 35 milimicras, ubicodas en la luz de un vaso san-
guines.

En el maoterial de los ratones sacrificados 24 horas o de 30
a 48 horas después de la inoculacién, las alteraciones del fejide
nervioso fueron mas conspicuas. Las células gliales, en general
se mostraron hinchodos y en ocosiones se observd un gumento
de lts porticulas de glicogeno beta en el citoplasma de les as-
trocitos en forma dispersa ¢ en grupo, rodeadas por una mem-
brana,

las células nerviosas de los ratones inoculados mestraron
dilatacidn de lo cisterna del reticulo endoplosmdtico en la pri-
mera etapa de la infeccidn (Fig. 5), notandose céma postericr-
menfe los ribosomas disminuian en ndmero y los polirribosomas
se disgregoban, dandole a lo célula una apariencia vacia (Fig. 14).
Algunes ribosomas se organizaban con disposicién helicoidal.

El oparato de Golgi sufrié combios notables desde las pri-
meras etapas de lo infeccion. En los muestras de 16 o 24 horas
después de la inoculacién, se puede oprecior una proliferacién
de sus vesiculas y aumento del nimero de sus cisternas y va-
cuslas [Fig. 1). En los células nerviosos del material obtenide
entre 30 y 48 horos después de lo inoculacion, les complejos de
Golgi se observaron muy aumentodos de tamafio, tomando un
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Fig., L. CéHula nerviosa de un ratim inocolado 24 horas antes cob
una suspensién de virns de EEV. Se observan varios complejos de
Golgl (G). Alrededor del ndcles (N) se ve la clsterna perinoclear co-
municindose con ¢l reticole endoplasmatico (flecha). 55.200 X.



2, Terminal sindptico con vesiculns y nourctdbulos de apa-

Fig.

riencla Irregular y politdrica. Las flechas sefialan vesicolas sindpticas

(listendidas. 60000 X.



Fig. 3. Mitocondria con sus crestas hinchadas con aspeeto de ve-
sirnlas; In flechs sefisla la doble wembrana y parte de une cresta
que ha conservado so apariencia usual, La flecha en cruz sefiala o una
particulas precursora del viros de s EEV situads en el eltoplasma,
entre dos vesiculas revestidas por ribosomas, 106.250 X.

Fig. 4. Leuwcocito polimorfonpelear con dos vacoolas eitoplasmiti-
eas goe eontlenen membranas (flechas). Se ve el ndeles (N) y gri-
nulos en su citoplasma. Alrededor del leucocito se ven algunas par-
ticulas virales libres en el plasma (flecha en cruzm). 200000 3.



Fig. 5. Complejo de Golgl (G) mostrando algunas cisternas mis
estrechas, semicirenlares, con varias partienlas precursoras adheridas
a sus membranas (flechas). También se observan algunas particulas
virales maduras (flechas en cruz) dentro de vesicolas y cisternoas.
Alrededor del nicleo (N} se ve dilatacidn de la cisterna perinnelear
(ep) ¥ del reticnlo endoplasmétioo (re). 60.000 X.



Fig. 6. Complejo de Golgi (G) con proliterncién de sus cisternas

tubulares, algunas dispuestas en forma de anille. 8¢ ven abundantes

precursores virales libres en el eltoplasma (fechas) y adheridos a las
membranas de las cisternas. Un grupe de particulas virales maduras

ex sefinlado por la flecha en eruz. 80000 X.



aspecte tubular, con largas prolongaciones y cisternos de opa-
riencia enrollada o muy tortucsa (Figs. 5, &, 14, 15). Algunas de
estas cisternas se disponion en forma circular, uniéndese para
formar anillos de opariencia esférica, algunos de ellos limitades
en su interior y exterior por particulos redondas, de 28 o 30 mi-
limicras de digmefro (Figs. 14 y 15),

Algunos células nerviosas mestraban marcada  vacualiza-
cibn del citoplasma y otras, en aparente estado de necrosis, pre-
sentoban un aspecto granular con ructura de las membranas de
sus arganoides y masas esmiofilicas con abundontes ribosomas
en su citoplasma (Fig. 7). las mitocondrios presentaron ruptura
y wesiculizucidn de los erestas v en ocasiones figuras mielinicas
en lg matriz (Figs. 3, 5, 23). Se observoron olgunos sinopsis con
vesiculas olargodas o poligdricas y dilatacién del terminal pre-
sinaptico [Fig. 2).

En lo luz de los vasos sanguineos de los rotones se halla-
ron particulas semejantes, pero rodeadas por un halo claro y me-
dian 45 milimicras de didmetro (Figs. 4, 17, 18). Estas particulas,
con el aspecto gue coracterize o los nucleoides y envolturas vira-
les, meostraban en su superficie proyecciones de aspecto borrose
las cuales median entre 15 y 20 milimicras [Figs. 17, 19). lo
envoltura de las porticulas estoba formada por una estructura
semejante a la llamoda unided de membrana y tenic un espesor
aproximado de 100 Angstroms.

Con frecuencia se vieron en el citoplasma de las ceélulas ner-
viosas masas de material granular, sin limites precisos, similares
a la cromating, notandose en la periferio lo presencia de particu-
lus redondeadas de 28 a 30 milimicras, algunas densas, otras con
la parte central algo més clara, pero en general de estructure
granular, v los cuales parecion nocer por condensocidn del mo-
terial granular (Figs. 10, 11, 12), Particulas similares en forma y
tamafo se vieron aislados en el citoplasma de los células nervio-
sas [Figs, 3, 6, B, 14, 14}, o con mayor frecuencia, adheridos o
las membranas del reticule endoplosmatico del aporate de Golgi
v da vesiculas v vacuolas presentes en el citoplasma (Figs. 5, 6. 8,
14, 15}

A menudp se wvieron particulos penetrdndo en la luz de
los cisternas y vesiculas del complejo de Golai o en los vacuslas
citoplasméticas (Figs, 14, 15). Este mecanismo paorecio cumplirse
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Fig. 7. Célula nerviesa con aspecto necrdtico mestrands grupoes
de ribosomas ¥ materinl denso con aspecto de grinulos cromatinicos
(flechas), Se ven algunas mitocondriss (M) y dilatacion de vesiculas
del reticolo endoplasmético granular (V). 60.000 X,



Fig. 8 Particulas precursoras libres en el citoplasma  (flechas)
y adheridas a una clsterna elreular. Se nodan eseasos polisomas (p)
en el citoplasma. 106250 X,

Fig. 8. Citoplusma de una oflola nerviosa en un ratin inceulado
16 horas antes con viras de EEY, La flecha sefiala una peqeefis fdrea
formada por material granular; se ven abundantes ribosomas y dos
mitocondrias (M), 60000 X.



Fig. 10. Las flechas sefialan particulss precursoras que parecen
nacer én uns mass de viroplasma en b vecindad del aparato de Golgi
(). Las flechas en cruz sefialan proyecciones vesicolares de la mem-
brans plasmdtica, 106.250 X.



Fig, 11. Masa de viroplasma y particunlas precorsoras (flechas).

145500 X.



Fig. 1. Dos masas de viroplasma con particulas precursorns. Las
flechas sefialan particols virales maduras en o interior de una vacuo-
la, B¢ ven ribosoinns (r) y polirribosomas (pr). 106.250 X.

Flg. 13. Particalas del virus de lo EEV en el espacio periaxdnico.
Axin (Ax); vainn de mieling (flechns). 106.256 X,



Fig, 14. Porticulas precursoras adberidas o s membrana de eis-
ternas tubutares de forma elreular, situndas en la vecindad del com-
plejo de Golgi (G) ¥ del nficles (N). Las flechas sefialan algunas par-
ticulns precursoras en ¢ citoplasma. En el recondro del extremo su-
porior S8 observa con mayor swnente uns de las cisternss en anille,
en la cual una particula precursora penetra haein su luz por gema-
cidn (flecha). 55200 X, Recuadro: 106230 X,



Tortunsas cisternas del complejo de Golgi mostrando par-
tieulns precursoras adheridas s su membrana (flechas) v penetrando

en su luz para transformarse en partionlas virples (flechas en cruz).

106,250 X.

15.
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Fig. 16. Particulas del virus de la EEV en el espacio intereelular.
En la parte inferior de la fotografia se ve una particuls viral saliendo
por gennclin de la wembrana plasmdtica. En el citoplasma se ve una

partienla precursora (flecha), una witocondria (M) ¥ vacuolas (V).
106.250 X,



por la incorporacién de la membrana de los cisternas o vacuolos
en la superficie de las particulas, de manera gue estas, al pene-
trar en los espocios del sisterna vacuolar, se rodean de una en-
voltura de oproximadamente 10 milimicras de espesor.

Las particulas de 28 a 30 milimicras también se vieren adhe-
ridas o lo membrana plosmética, y en ocasiones saliendo por ge-
macién de los células, adauiriends al hacerle una envoltura for-
maoda por lo membrana celular (Fig. 14]. Algunos célulos mos-
traron en su membrona proyecciones en forma de vesiculas ho-
ciendo prominencia hacia el espacio intersticial (Figs. 10 y 26}

Alrededor de algunas vainas mielinicas se vieron grupes de
particulas de 45 milimicras de digmetro [Fig. 13]. En ocasiones
estas mastroron organizecidn paracristaling,

Las porticulas virales maduros observados en cortes ultrafi-
nas mosiroron uno forma ligeromente ovalado: el cenfro de las
particulos mostré con frecuencio una zono més claro y el holo
que las rodea presenta en su superficie pequefios proyecciones
de contornos borrosas (Figs. 17 v 19

El estudio del materiol procesade para demostrar lo presen-
cio de fosfatoso dcida en los ratones usados como control, de-
maostré precipitades de plomo en el oparate de Goelgi v en los
lisosomaos de algunos células nerviesas. En los ratones inocula-
dos se notd un aumento de los depésitos de plome en las tor-
tuosas y complicodos cisternos del aparoto de Golgi y en los li-
sosomas (Figs, 20, 21, 22, 23). Algunos cisternas y vesiculos mos-
traban particulas adheridos o sus membranos v en lo luz de ellas
se vieron precipitados de plome, en ocasiones en formo de pe-
guefios cristales o grénulos (Figs. 20, 21). Con frecuencia se ob-
servaron neuronaos con depdsitos de plomo en forma de cristales
en las cisternos del reticule endoplasmético v en lo cisterna pe-
rinuclear; estos neuronas también mostraban signos de actividod
de fosfatasa dcido en el aparcte de Golgi v en los lisosomos
[Figs. 24, 25). Algunos neuronos de citoplosma osmiofilice v
granular con opariencia necrética, mostrabon precipitacién en
granos de plomo, o Greas extensas cubiertas por un precipitado
de plomo mas fino.
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Fig. 17. Particula viral en In Joz de on vaso sanguineo, Se obser-
van con claridad las proyecclones en la superficie de la envoltura viral
(flechas). En ¢l endotelio (E) no se notan alteraciones. En el extremo
superior [zguierdo s ve la milsma particola con mayoer aomento, no-
tindose mejor la zona licida en el centro del nocleccdpside. 162,500 X
Recoadro: 487500 X,



Fig. 18. Particulas virales en la Juz de un vase sangoineo. En el
endotelio (B) se ven vesicnlas de plnocitosis, 106.250 X,

Fig. 1%, Particulas del virus de la EEV, en las cosles se ve con
claridad la Jucidex central del nueleocipsido y las proyecclones en la
superficie de ln envoltura (flecha). 250.000 X.



Fig. 20. Microfotografia electriniea que demuesira la actividad de
fostatasa dcida en el citoplasma de ona célula nerviosa. Se ven depi-
sitos de acetato de plome entre numerosas particulas precursoras y
particulas virales, Método de Gomori y tincddn con acefato de uranile.
106260 X,
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Figs. 21 y 22, Particolas precursoras y virus de la EEV én vaeno-

lns ¥ visternas del complejo de Golgi (G). Se nota el exngerado desa-
rrollo de las cisternas tubolares en las gque se depositan Ios cristales
de plomo que marcan In actividad de ln fosfatasa dcida. G0.000 X,
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Fig. 23 Tortuosas clsternas del eomplejo de Golgi mosirandoe acti-
vidad de fosfatasa deida, En algunas dreas dilatadas se ven particulas
virales (flechas en crug), v en el citoplasmg, las flechas sefialan las
particulas precursoras. G0.000 X

Fig. 24. Las fechas sefinlan los depdsitos de acetuto de plomo en
lns  clsternns  del reticulo  endoplasonitico rugoso de una neurona.
G000 X,
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Fig. 25. Cisternas el reticulo endoplasmético rugose, mostrando

cristales de acetato de plome que marcan la actividad de ln enzima
fosfatasa deida. 60000 X,

Fig. 26, Célula nerviosa con actividad de fosfatasa fcids demos-
trada en In clsterns perinuclear (flecha en erue), La cromating en el
interior del nficles (N) estd organizada en masas que se adhleren
a Ia membrana nuclear. En la superficie de la membrana plasnitica

B¢ Vel proyecciones vesiculosas hacia el espacio intereelular (flecha).
G6.000 X.



DISCUSION
Alteraciones ultraestructurales e histoguimicas del tejido nerviose.

Al estudiar las alteracionaes del tejide nervioso en los ratones
inoculados con el virus de lo EEV, discutiremos en primer lugar
el significade de los hallozgoes en los célulos gliales y en los neu-
ronas, especialments los cambios observades en alguncs estruc-
turas celulores, tales como mitocondrias, ribosomas, oparato de
Golgi y wvacuolas citoplasmaticas. Posteriormente examinaremos
los resultados histoguimicos discutiendo el papel del virus de lo
EEV en lo aoctividod de la enzima fosfotasa acida o nivel del
sistema wacuolar citoplasmatice y de los lisosomas,

la presencia de astrocitos con citoplasma hinchado y vacio
fue un hallazge constante, observandose distension de los pro-
cesos pedales alrededor de los wosos sanguineos y frecuentes
particulas de glicdgens beta en el citoplasma, algunas de ellas
agrupadas dentro de vesiculas, Se ho repertado aumento del gli-
chgeno en la astroglia, en heridas penetrantes® e irradiacién del
cerebro* y en la vecindad de tumares cerebrales™; nosotros lo
hemos repartodo también en el tejido nerviose de equinos gue
presentabon signos clinicos e histopotolégices de encefalitis (Re-
sultados presentados en el VIl Congreso Lotinoomericono de Po-
telogio. Buenas Aires, Argenting, 1969), Recientemente se ha de-
mostrade histoquimicamente, que en los astrocitos de menos con
asfixia intrautering inducida experimentalmente, se observaba au-
mento de granules de glicdgeno en el citoplasma®™; este hallazgo
se ha relacionode con clteraciones en los mecanismos enzimé-
ticos de las neuronas, especificamente con la disminucién de al-
gunas enzimas respiraterios.

En los ratones recién nacidos inoculados con el virus de la
EEV, el aumento del glicogeno en los célulos gliales no es tan
marcado tomo el observado en equinos con encefalitis [Garcia
Tamayo, J, Resultades no publicades). Es muy probable que en
ombos casos la infeccion viral provogue la inhibicién de la sin-
tesis proteica de las neuronas y aumente su actividod proteolitica,
glterande algunos de los sistemaos enziméticos que regulan el me-
tabelismo de lo glucosa y provocando los depésitos de glicégeno
descritos. Al discutir lo octividod de lo fosfatasa dcida en los
neuronas de los rotones inoculodos, mencionaremos algunos os-
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pectos ultraestructurales e histoquimicos relacionados con las po-
sibles alteraciones metabdlicas inducidas per el virus de la EEV
en las células nerviosos,

los cambios cbservades en las mitocondrios de las células
nerviosas, varigron de acuerde al tiempo de inoculacién y de cé-
lule o célulg; fueran mas marcados en los rafones sacrificados
35 y 48 horas después de la inoculocién y en particular, en las
células nerviosas que mostrabon particulas virales en su citoplas-
mo. Estos hollozges coinciden en parte con las observaciones he-
chas por Mofez Montiel® sobre la opariencia de las mitacondrias
en células cultivados infectadas con el virus de o EEV, las cuales
o pesar de su evidente resistencia fisico, se mosfraban alteradas,
posiblemente debide al dafo celular en la etapa final de la in-
feccion, Los cambios en lo estructura de las mitocendrias, al igual
que los observados en los ribesomas, representan una evidencia
marfologica de lo accidn del virus de lo EEV sobre las células
nerviosas y van o reflejer el desequilibrio existente en los diver-
505 sisternas metabolicos del tejido nervioss, como consecuencia de
la infeccién viral.

Es conveniente hacer olgunas consideraciones sobre lo sinte-
sis de los dcides nucleicos y de las proteinas de las células ner-
viosas, y brevemente, revisar lo relacién existente entre estas fun-
ciones, la ultraestructura celular y los medificaciones inducidas
por la infeccién viral. El estudio de estos aspectos reviste gran in-
terés, no solomente por la impartancia que tiene el metabolisme
proteico en el tejido nerviose, sino también porque algunos de los
conceptos expuestos servirdn de bose pora interpretar posterior-
mente los resultados histoquimicos,

Normalmente, el ARN celular se sintetizo en moldes de ADN
a nivel del niclec”. Se sabe que en los infecciones producidas por
virus ARN, el ADN celular no inferviene en lo sintesis del ARN
viral, de modo que el ARN viral no transfiers su informacién al
ADN celular, actuando él mismo como molde para la sintesis del
acido nucleico y proteina viral®. A pesar de los conocimientos que
en la actualidad existen sobre la formacién de ARN viral, es poco
lo que se sabe sobre los meconismos por los cuales los virus
ARM olteran los sistemas celulares. Tompoco se conoce con clari-
dad cémo se desarrollan lo mayer parte de los virus ARN; algu-
nos virus, como los del mosaico del tabaco, parecen ensamblarse
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por un proceso similar a la cristalizacion®®; los mixovirus han sido
exhaustivamente estudiados, pero su sintesis difiere en ospectos
fundamentales con la de otros virus ARN®: entre los arbovirus
del grupe antigénico A, los estudios con el microscopio electrd-
nico sobre el desarrollo de sus particulas son en parte contradic-
torios® ®, no existiendo un concepto cloro sobre el papel de los
llamadas particulas precursoros en la replicacién viral, Se sobe
que algunos virus que poseen ARN provocan una disminucién de
la sintesis del ARM celular®’; este fendmenco es producido por un
procesn de interferencio con la polimerasa-ARN dependiente del
ADM celular, mecanisme este semejonte a la accidn del Actinomi.
cin D sobre la sintesis del ARN nucleslar®. En lo gue se refiere o
la sintesis proteica, también se sobe que esta se detiene en las
células, poco tiempo después de lg infeccidn viral'™ y al porecer,
este fendmeno no depende exclusivamente de la inhibicién de lo
sintesis del ARM celular inducida por el wvirus™, Al inhibirse la
sintesis de las proteings, disminuye el nimero de polisomas vy
posteriormente, cuando se estd sintetizande el ARN viral, se pro-
duce un oumento de les polisomas, los cuales ya contienen pro-
teinos formados bajo el contral viral®.

La disminucién del ndmero de polisomas en las célulos que
presentaban abundantes particulas virales, ha sido observada con
marcada frecuencia en nuestros rotones inoculades, pudiende a-
preciarse también, cdmo aumentaba el ndmero de ribosomaos en
olgunas células gque meostraban un aspecto muy olterade, ad-
quiriende los ribesemos lo ferma de racimos o de éreas extensas
con apariencia multigranular. Grimley™ ho llamade lo atencién
sobre los ogregadas de ribosomas en célulos con infeccién avan-
zada por el virus Semliki Forest (SFV), afirmando que estos deben
representar morfalégicamente &l aumento de la sintesis directa-
mente inducida por el virus. Estos hallazgos estdn de ecuerdo con
nuestras observaciones ultraestructurales v con los conceptos emi-
tidos previomente sobre el comportamiento de los unidodes for-
madoras de proteina en las celulas ofectadas per el virug ARN.

la organizacién helicoidal de los ribosomas, descrita por
nosotros en las células nerviosas de los ratenes inocculados con el
virus de la EEV, se ha reportado previomente en algunos tejidos
animales* " y vegetales™, y se ho relacionade con la fermacidn
de un ARMm especial, ! cwol hobrio sufrido uno modificocion
transitoria®® 7', También hemos observade polisomas con organi-
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zacién helicoidal en el tejide nerviose de rotones recién nacidos
inoculades introcersbralmente con una suspensidn de virus Mo-
riva (Walder, R. y Garcia Tamayo, J. Resultades ne publicades).
Se han descrito polisomas helicoidales en el citoplasma de célu-
las cultivadas™, sugiriende gue este fenémenc puede producirse
sin que medien factores de indole anarmal; sin embargo, la simili-
tud de los polisomas helicoidales encontrados por nosotros en las
células nerviosas de rotones inoculados con dos virus diferentes,
y la aparente relacion entre los polisomas y las particulas virales
o los masos de vireplasma, nos llevan a pensar que en los ra-
tones inoculades con el virus de la EEV, es este virus el responsa-
ble de la formacién de los polisomas helicoidales y que posible-
mente estas estructuras estén relacionados con la sintesis de pro-
teinas y de ARN de notuialeza wviral

En general, lo dilatacién del reticulo endoplasmético, la for-
macién de vesiculos en el citoplasma y lo presencia de grandes y
tortuosos complejos de Golgi, estuvieron siempre prasentes en las
células nerviosos de los ratones inoculados, Lo complejidad de la
estructura del aparatg de Golgi, lo preliferocién aporente de sus
cisternas y vesiculas y la dilatacién del reticule endoplasmdtico,

ya habion sido demostradas en células cultivadas infectadas con
el virus de la EEV,

la mayorio de fos investigodores consideran gue los vacuo-
las o vesiculos que van a servir de base para la replicacién de
los arbovirus del grupo antigénice A, provienen de las membranas
del complejo de Golgi® ***; sin embargoe, na se ha reportado una
confirmacion morfolégica precisa sobre el sitic de ensamblaje de
los particulas virales. Algunos estudios con el microscopio elec-
trénico muestran particulos precursoras que parecen migrar desde
las membranas o través del citoplasma, para salir al exterior™,
otros las muestran en lo periferia de los vesiculas, pareciends en
ccasiones penetrar al inerior de ellas' ¥ 4. corrientements la for-
mocién de particulas vircles maduras se deseribe en el momento
de producirse lo adquisicién, per parte del nuclesccapsido wviral,
de una enveltura derivada de la membrana celular ¥4 Estas
interpretociones sobre la formacién de particulas virales, se refie-
ren primariamente a lo parte final del ensamblaje, es decir, o lo
formocién de la envoltura pora el precursor viral. En este fend-
meno no se ha logrado demostrar con el microscopio electrénieca,
la participacién del aparato de Golgi y de sus membranas, ni se
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ha podide visualizar ninguno relacién merfolégica entre el com-
plejo de Golgi y los nucleocdpsidos virales. Muestros hallozgos
hablan de une decisiva e importante participocién del complejo
de Golgi en la formacién de lo envoltura de las particulas vira-
les, demostrando con claridad una secuencio, que probablemente
es comin para todos los orbovirus del grupe A en lo cuol se
presentan las particulas precursoras penetrando en el interior de
las cisternas del sistema vocwolar citeplasmético, tanfo del re-
ticulo endoplasmético como del compleje de Golgi v en vacuclos
citoplasméaticas, incorporGndose la membrana de esfos astructu-
ras para formar la envelturg viral, Estes aspectos serdn discuti-
dos con mayores detalles al estudior el desarrolle de los particu-
las del virus de la EEV,

En algunos células nerviosas de los rotones inoculodos, he-
mos descrito proyecciones en lo superficie de la membrana plas-
mética, en formo de vesiculizaciones focales, situadas en ocasio-
nes en lo vecindad dal complejo de Gelgi, v de grupes de particu-
las precursoras. Estas vesiculas son similares o los deseritas en
las vacuclas citopéticas tipe CPV |b, en las células infectadas
con el virus Semliki Forest, cuyas membrands son senaladas por
la auterradiegrafia como sitios de replicacién®™. Lo presencia de
estas proyecciones en la superficie de lo membrona plasmatica
coincide morfolégicamente con lo interpretacién de Grimley sobre
la relacién entre las vacuolas CPV tipa Ib y la membrana celular,
proponiéndose que ambas puedan ser sitios de replicacién viral™.

También hemos cbservado en el citoplasma de algunos cé-
lulas nerviosas, vacuclos similares o las llomadas vacuslas cito-
paticas, tipo la, Ib, lc, descritos en células de embrién de pollo
cultivadas, infectadas con el virus Semliki Forest™ *. Este tipo de
vacuelas con proyecciones vesiculizadas en su membranag, las he-
mos visto en los neuronas de los ratones socrificades dieciséis
horas después de la inoculacién infracerebral con el virus de lo
EEV; sin embargo, en el fejido nerviosg su presencia es ocasional,
observandose en algunas eporfunidades en los leucocites polimar-
fonucleares que infiltran el tejide cerebral. En este tipe de va-
cuolas, no hemos observado particulas virales.

Estudios de outorradiogrofio v de microscopia electronica han
sefnlado o los vacuolas citopdticas tipo |, observadaos en las cé-
lulas cultivadas infectodos con el virus Semliki Forest, como los
sitios mas primitives en la formaocién del ARN viral?; estas va-

— 88—



cuclos, que comienzan a hacerse visibles en los célulos cultiva-
das poco después de la ineculacidén del virus, han side compara-
das con los cuerpos globulares descritos por Yozusumi en la en-
cefalitis joponesa®. Se ha propuesto que las vesiculas contenidas
en loz vaocuelas citoplasméticos constituirion los envoliuras de
particulas virales incompletas’, Sa ha sugeride también que las
vacuolas citopéticas son producidas por fogecitesis®, y o pesar
de hoberse destacodo su asociocién con el complejo de Golgi y
el sistema lisosdmico, existen estudios con medios de contraste
gue sugieren que, al menos lo mayor parte de ellas, no son pro-
ducidas por este mecanismo®,

Mosotros hemos chservade en los ratones recién nocidos ine-
culados con el virus de la EEV, vacuolas tipo CPV | en las células
hepéticas, en las del sistema reticuloendotelial, en los macréfa-
gos y leucocitos polimorfonucleares; su presencia ocosionol, aun-
gue mas frecuente que en el tejido nervioso, no parece tener gran
relacién econ los vacuolos que contiensn particulas virales, sino
gue por el contrario, histoguimicomente algunas de ellas hon maos-
trado octividad de fosfotaso Gcida y morfolégicaments estén re-
lacionadas con los sistemos celulores envuelies en los fendmencs
de fagocitosis y digestién celular [Garcia Tamayo, J. Resultados
no publicados). No debe escapar a nuestra atencién el hecho de
gue los estudios realizados con el virus Semliki Forest, se han ile-
vado a cabo en célulos del sisiema nervicso de los ratones,

MNegrette™ ha llamade o atencién sobre lo vacuslizacidn ab-
servada en los leucocitos de frotis sanguineos de paocienfes con
enfermedades virales, sugiriende |la posibilidod de que las va-
cuolas representan una olteracién de los leucacitos provecada por
la accién directa de los virus, e indicande la importancio del exa-
men hematclégico cuidodoso en los ofecciones virales. Lo va-
cuolizacion del citoplasma de las células sanguineas descrita en
pacientes con EEV*, podria correspender g estructuras vesiculares,
semejantes o las que hemos observado en las célulos sanguineas
y del sistema reticuloendotelial de los ratones recién nacides ino-
culades con el virus de la EEV. Al comentar sobre el posible ori-
gen de estas vacuclas hemos indicade su probable relacién con
el aparate lisosdmico v con los mecanismos de fagocitosis y auto-
fagia; sin embaorgo, es indudable que ellas estdn relacionadas con
la infeccidn viral, pues no se observan en los animales utilizades
como control, Queda siempre sujeta o discusidn la relacidén exis-
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tente entre los virus de la EEV y las vacuclas de las células san-
guineas; si estas son parte de los mecanismas celulares envuel-
tos en la replicacién viral como sugiere Negrette®, o si son produ-
cidas por un incremente de lo fogocifosis come consecuencio de
la infeccién wvinal,

En las células nerviosas de los ratones inoculodes con el
virus de |o EEV, se vieron estructuras vesiculosas y vacuolas re-
dondeadas que contenfon vesiculos pequefos o distendidas, las
cuales guardaban ligera semejonza con los cuerpos globulares
de lo encefalitis joponesa™; en olgunas células nerviosas estas
estructuras porecion originorse por hinchomiento de los crestas
de las mitocondrios, Algunos sinopsis mostroron vesiculos olorga-
das de formas péliédricas o irregulares, similares a los descritas
en ciertas condiciones potolégicas del sistema nerviose™ 4 estas
sinapsis de aspecto alterado, fusron observodas primariamente
en las muestras provenientes de los rofones sacrificades 16 y 24
horas después de le inoculacién,

Otro hallazgo frecuente fue el de neuronas degenerodas, con
citoplasma osmicfilico y gronulor, con mosas de cromatina y gru-
pos de ribesomas, e con vacuelizacién marcodo del citoplasma;
en general, la aporiencia de estas células fue similar o la repor-
tadao en célulos necrédticas, en otras infecciones con arbovirus del
grupe A® %, Lo aoctividod de fosfatasa écida en estas células al-
teradas fue muy intensa, en ocosiones cubriends en forma de gra-
nules irregulares todo el citoplasma.

Resulta interesante la observacitn de frecuentes particulas
del wirus de la EEV, en espocios alrededor de los vainos de mie-
lina de los axones, Un hollozgs similar ho side reportade por
Yozusumi en el tejido nervieso de rotones infectados con el virus
de lo encefolitis jopenesa B¥, chservindose los particulas en el
oxoplasma y en el espacio intersticial perioxénico, Se podria es-
pecular sobre esta lecalizacién del virus y las rutas que este pue-
de seguir en su diseminacién e invasion del fejido nervioso cuan-
do se liberan las porticulas de los célulos infectadas. Nosotros no
chservamos particulas virales en el axoplasma, pere si se vieron
con mucha frecuencia en lo periferio de los vainos de mielina, Es
intaresante destacar el hecho de gue estos hallorgos fueron obser-
vodes sclomente en algunos rotones socrificodes entre 38 y 48
heras después de la insculacidn con el virus de la EEV, no pu-
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diendo precisarse todavia, si existe alguna relacién entre el area
del tejido nervioso exominado y las particulas virales periaxé-
nicas. Es muy probable que los espacios intercelulares, en la peri-
feria de las vainas de mielina puedan ser una via utilizada per
el virus para invadir el sistema nervioso.

Antes de pasor a discutir la actividod de la fosfatasa &cida
en las cisternas y vacuolas del aparato de Golgi y en ofras zonas
del sistemao citoplasmatico de membronas en las neuronas de los
ratones inoculades, es impertante mencionar algunes conceptos
elementoles sobre esto enzima,

Lo fosfotasa dcide es una enzima hidrolitica que octéo en
un pH bajo v la cual porece originarse a nivel de los ribosomas',
migrande desde alli, a través de las cistarnas del reticulo endo-
plasmatico para concentrorse en el aparato de Golgi' 2, de sus
cisternas y vacvolas se desprenden peguenas vesiculos que van
a llevar la enzima hasta los lisosomas'™ *, Esta hipdtesis es
aceptoda como corrects por lo mayoria de les investigadores,
¥ &5 necesario tenerlo presente al discutir el significade de lo
localizacién ultraestructural de los depdsites de plome, que utili-
zando el método de Gomeri, marcan los sitios de actividad enzi-
matica en las células,

En estudios de histoguimico aplicada a lo microscopia elec-
trénica reclizados en lo Universidod de Wisconsin durante las
anos 1966 y 1967, reportames lo actividod de la fosfatasa dcida
en los célules de| alvéslo pulmonar del acure™, pudiendo cons-
tatar lo efectividod del métode de Goemori en otros tejidos de
animales de experimentocién; algunos de estos experimentos se
efectuaron en acures sometidos o condiciones anormales, tales
como ayune (Garcia Tamayo, J. y Valdivia, E. Resultades no pu-
blicades), hipexia crénica™, intoxicacién con etionina™ y con CCI,™.
Estos estudios sobre la localizacién de la fosfatase écida en con-
diciones normales y potolégicas, v olgunos trabajos de investi-
gacién en histoquimica aplicada al microscopio electrénico que
se realizan actualmente en nuestra loboratoric (Vallejos Escobar,
R. E. Comunicacion personal), nes permiten hocer algunas consi-
deraciones sobre el significade de los resultados obtenides con
el métode de Gomori, en los ratones incculades con el virus de
la EEV.
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Lo actividod de lo fosfataso Goide fue demostrada en las
cisternas del reticule endoplasmético y con mayer intensidad en
el complejo de Golgi y en los lisosomos de numerosas neuronas
de los ratones inoculades, La presencia de precipitade de plomo
en el aporato de Golgi fue constante y siempre lo reaccién fue
intensomente positiva, ol igual que en algunos lisosomas y en
células completomente degeneradas. Lo positividod de la activi-
dad de fosfatasa éacida en los cisternas del reticulo endoplos-
matico es un hecho de mucha significacién. Por el contrario, no
se observd en onimales utilizades como contrel, ni conocemos
reportes previos que muestren una positividad tan marcoda pare
la fosfatasa acida como la cbservada por nosotros en esta loca-
lizacién, Conviene preguntarse hasta qué punto es posible ubi-
car los sitios de actividad de la enzimo bosandese en lo lecali-
zocion de los depésitos de plome; normaolmente estos parecen
estar situadas en el espacio libre de los cisternas, y en ocasiones
se ohservan adherides a las membranas del complejo de Golgi.
Con frecuencio se vieron depdsitos de plome en los membranas
de cisternas y vocuelas, o lus cuales estoban adheridas particu-
las virales precurseras, noténdese cédmo algunos particulas vira-
les maduras, recién formadas por lo incorporacién de las mem-
branas del aparato de Gelgl en el nucleccapside viral, mestraban
pequefios depésitos de plomo en su superficie. 5i bien es cierto
gue estos detalles cdeben ohservarse con mucha coutela, consi-
derando siempre lo posibilidod de estar en presencio de artifi-
cios, tan frecuentes al utilizar el métode de Gemori aplicado al
microscopio electrénice, o ausencio del precipitado en otros zo-
nos y lo nitida y constante localizacidn uliraestructural de la
reaccién, nos permite ofirmar que los depdsitos de plomo en las
células de los ratones estdn marcondo con precision los sitios
de actividad de la enzima,

En este asiudio hamos gplicodo una varionte del método de
Gomori, utilizando beta glicerofosfato de sodio como substrato
con ocetoto de plome para marcar los sitios de actividad de la
enzimad, ¥ con acetato y cacodilate comg soluciones amortigua-
doros. Las muestras obtenidas sin precipitado visible, se proce-
suron sin las dificultodes técnicas que hemos podide observor
utilizando el medio de Gomori preparade con nitrato de plomeo
y tris-maleata como sclucién omortiguadora (Garcia Tomaye, .
y Valdivia, E. Universidad de Winconsin, Dep. de Patologio. Re-
sultades no publicades).
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Otros aspectos interesantes de los hallozgos histoquimicos
son: la exogerado octividad de lo fosfatasa acida en los tor-
tunsos complejos de Golgi, si se comparon los rotenes inoculados
con los controles, y lo presencia de depdsitos de plomo en las
cisternas del reticule endoplasmético y en las cisternas perinu-
cleares. Estos hallazgos senalan que, en las células nerviosas
afectadas por el virus de la EEV, se produce un aumento de la
actividod de la fosfatasa écida, el cual muy probablemente estd
relacionado con los funciones del sistema lisosémico como res-
puesta a la alteracién de lo homeostasis celular™., Paralelamente
ol oumente de la actividod de lo fosfatase Gcida, debe produ-
tirse un incremento de otras enzimas hidroliticas Gcidos del sis-
tema lisosémice. Lo octividod de la fosfotasa dcida debe pro-
ducirse como respuesta a cambios inicos a nivel de las cito-
membranas’®, los cuales disminvirian el pH celular, focilitando
la occién de las enzimos hidroliticas acidas™ *, Pera debemos
preguntarnas si puede considerarse al virus de la EEV, como un
factor capaz de promover un incremento en la produccion de la
enzima fosfotasa éGcido en los célulos ofectadas. Es impertante
recordar que el AEN viral dirige lo sintesis de las proteinas, se
replica, y actla como mensajero estimulondo la produccion de
enzimos por los células®
virales estdn sintetizando proteinas y dcidos nucleicos wvirales, y
la fosfatasa dcido es uno proteina que se origina o nivel de los
ribosernas; de tal mode gue puede plantearse el interrogante de
si es esta enzimo formodo en exceso por occion directa del virus
sobre las membranas del complejo de Galgi, o si el cumento
de su actividad en los célulos invadidas por el virus es solomen-
te la respuesta reoctiva del sistema lisosdmico de células en los
cuales se estd implantande un nueve contral de su cddigo ge-
nétics y de su metdbolisme proteico, alterandose sus sistemas
y llevandalas progresivamente hacia la muerte.

. Las células gue muestran particulas

El efecto de lo infeccion wviral sobre el sisterna lisosdmico v
sobre lo actividod de lo fosfotasa dcida, ho side estudiado por
Allison y Mallucel' en célulaos Hela infectados con adenovirus vy
células de embrién de pollo infectadas con virus de la enferme-
dod de Mewcastle, determinandose que en estas infecciones se
producia lo liberocién de enzimas lisosémicas como consecuen-
cia de la infeccidn wviral. Malluci v Allison®® consideraron la des-
carga de fosfotaso dcido en los fogosomas como un mecanismo
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celular implicado en la destruccién viral por atague a la enval-
tura proteica, El hallozge de un oumento progresive de lo fos-
fatasa dcida, desoxirribanudeasa deida y ribonucleasa édcida en
los frocciones solubles cbtenidos por centrifugacion en células
de embrign de pollo infectadas con el virus “Fowl plague™,
contribuye o sostener nuestros observaciones sobre el incremento
de lo actividad de la fosfataso Gcida observado con el micros-
copio electrénico en las neuranas de los ratones inoculados con

el virus de lo EEV.

Creemos necesario praseguir y omplior los estudios de histo-
guimica en lo infeccién con el virus de lo EEV, paro comprender
mejor las bases fisicoguimicas de las alteraciones celulores. Con-
sideramos que lo pressncio de odividad de fosfatoso acida en
la cisterno perinuclear y cisternas del reticulo endoplasmatico es
indicio de una produccién muy activa de esta enzima, lo cual
se traduce en los grandes depdsitos demostrades en el complejo
de Golgi y en los lisosomas.

Viremia y penetracion del virus en el sistema nervioso,

la maoyeoria de los rotones adultos son susceptibles a lo
ineculacién intracerebral con casi todos los arbovirus, pero son
poce afectades si la inoculacion se hace por otra vig; los ratones
recién nacidos, por el contrario, son muy susceptibles @ la inocu-
lacién de arbovirus por diferentes vias. Este hecho demuestro
lo existencia de una voriocién en lo permeabilidad selectiva de
los vasos del sistema nervioso de los ratenes, en relacién con la
penetracion viral. Probablemente los ratones recién nacides po-
seen un endofelic mas inmadure, sin membrona basal, més fa-
cilmente permeable o las particulas virales inoculodas por cual-
guier ruta, en tanto que en los ratenes adultes prevalece la se-
lectividod de lo barrera hemaotoancefélica, Llos virus presentes en
la sangre circulante pueden penetrar al sistema nerviose atrave-
sando la paored voscular y por le tants, salvondo fo llomado
barrera hematoencefdlica, pero existe otra peosibilidad de alcan-
zar el tejido nervioso y esta es, a fravés de los troctos olfato-
rios'®, especialmente en lo etopo de la viremia coracterizada por
lo presencia de los virus en las secreciones nasoles,

En lo EEV, lo viremia es masiva®™ ™ y lg penetracidn del
virus al sistema nervioso debe ocurrir o través de la barrera he-
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matoencefdlica; lo presencia de los virus de lo EEV en los secre-
ciones nasoles de algunos enfermos™, sugiere lo posibilidod de
gue el virus penetre al sistemo nervioso por la via de los tractos
olfaterios. Lo presencia de abundontes particulas virales en la
periferia de oxones mielinicos en los corfes de los rotones socri-
ficodes 38 o 48 horos después de lo inoculacién, contribuyen o
sosterer |o hipotesis de propogocion de los wvirus por lo via
neurctrépica,

Kissling'?, reparté una oltisima tasa de wvirus en lo songre
de caballes infectados con EEV, indicando el porqué esta enfer-
medad es fon fécil de diseminar, cuando se hacen presentes gran
nimero de mosquitas en el curse de uno epizootio equina, Tasker
y col.”?, demostraron que dos horas después de la inoculacion
intraperitonenl del virus de la EEV en los ratones, éste se encuen-
tra presente en la sangre y anfes de seis horas se puede aislor
de numerosos tejidas; en este estudio, la rapidez de la multipli-
cocién v la elevada viremia, sugerian la posibilidad de que les
virus se acumularan duronte su desarrollo en drganos muy vas-
cularizades comeo los pulmones, higoda y rifones; destocndose
también las alteraciones y lo alta taso de virus presente en los
érganos linfaticos, como indice de lo reaccién del tejido linfoi-
de en la EEV, Estudios sobre lg histopotologio en diferentes es-
pecies animales?” ®, han considerado que la denominacidn de
encefalitis para el cuadro clinico patolégico provecade por el
virus de la EEV, no es del teda correcto. Lo ofectacién del tejido
linfoide en la EEV porece ser un heche constante™; olgunas espe-
cies onimales presentan necrosis de los glanglies linfaticos o de
la médula ésea, en tanto que en otras, predomina o meninge-
encefalitis o encéfalomielitis. Los estudios histopatoldgicos tam-
bién coinciden en mostrar alteraciones de lo pored de los voasos
sanguiness® ¥, Igualmente, los hallazges anatomopatoldgicos
de los cases humanos reporfados por Wenger®™ "' muestran alte-
raciones wvasculares, con hiperemio y cambios inflamatorios en
olgunes érganes, particularmente en el pulmén, El estudio histo-
légico del pulmén en nuestras ratones recién nacides, inoculados
con el virus de lo EEV, también ha demostrado signos de neu-
monitis; ultraestructuralmente, los particulas virales en el pulmén
gon muy numercsos [Goicio Tomoyo, J. Resultodos no publico-
dos|. Lo presencic de groves malformaociones cerebrales en fetos
nocidos de madres que hobion podecido de encefalitis duronte
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el embaraza, también fueron reportades por Wenger® v son una
svidencio de lo infeccién viral transplacentaria durante lo severo
fase de viremio que coracteriza la EEV, En los seres humanos, se
hao demostrade que lo viremio en lo EEV es corto, desoparecien-
do el wvirug de lo sangre después del tercer dia de la infeccion,
posiblemente por lo opaoricion  de anticuerpos  neutrelizantes
ezpecificas'?,

La presencia de particulas virales en el interior de los vases
sanguiness es un hecho muy significative, por lo poco corriente
que resulta el hallozgo de un virus en el medio extracelular, y
en este coso, en un medio aislode de los células nerviosas por
el endotelio vascular, No conocemos reportes previos de esta lo-
calizacién en |os infecciones provecadas por los arbovirus, y con-
sideramos gue los poarticulas viroles observaidas en lo luz vascu-
lar, deben estar directamente relacionadas con lo masiva viremia
que s sabe existe en los cases de la EEV. Lo misma opinidn es
sostenido por Llascano, quien ha observado los particulas del
wirus Aura en la luz de voses sanguinees [Loscane, E. F. Comu-
nicacién personal]. Alguncs estudios han pretendide demostrar
la importancio de las alterociones submicroscopicas de los en-
dotelios en lo paotogénesis de los ofecciones virales; pero, ante
la presencia de lesiones endeteliales en el sistema nervieso, per-
siste lo duda de que si éstas son, o no, posteriores al dafio celu-
lar perivascular. Estudios con el virus Sindbis®™, parecen indicar
gue éste es capoz de multiplicarse en el endotelic de los peque-
fios vases cerebrales, antes de penetrar al sistema nervioso. Nos-
otros no observamos alfercciones endoteliales en el tejide ner-
vieso de los ratones inoculodos. A pesar de verse con frecuencia
particulas virales en la luz vascular, estas particulas no pudieron
identificarse en la superficie, ni penetrando o través de las mem-
branas de las células endoteliales.

Desarrollo de las particulas virales.

El materiol genético de los orbovirug estd constituids por
maoléculas de ARM, los cuales ol penetror en las células se locali-
zan y se multiplican en el citoplosmo®. Paro cnalizar detenida-
mente el desarrallo de los virus de lo EEY en el cerebro de [os
ratones inoculados, es necesario discutir los resultades de algu-
nos trabaojos en los cuales se propone una interpretacion ultra-
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estructural para explicar la monera como se torman las particu-
las virales de diferentes arbovirus y de este mode, exominor en
detalle el proceso de snsomblaje de los particulas del virus de
o EEV.

Debemos recordor que los arbovirus, que invaden las célu-
los por mecanismos poco conocidos, comienzan o hocerse visi-
bles después de la fase de eclipse. Estudios con el microscopio
electrénico, han mostrade particulas  precursoros  de  los
virus en célulos infectados con diferentes arbovirus del gru-
po ARH IS, gin embargo, aln no se conoce con cerfeza
cudl es el popel de estas particulas en el proceso de sintesis y
replicacién viral. Los primeres reportes sobre lo ultraestructura
del virus de lo encefalitis equina del Oeste [EEO]" y de la ence-
falitis equina venezolanc™, mostraron nucleccdpsides redondea-
dos, considerados como precursores de las particulos virales, si-
tuados en la periferio de vacuelas o libres en el citoplasma de
los células cultivados infectadas con los virus, observandose tom-
bién particulas virales maduras en el interior de vacuolos cite-
plasméticas; sin embargo, lo interpretacién sobre el origen de
los particulas virales fue contradictoria. Morgan® indicaba, gue
las particulas precursoros del virus de la EEQ parecen cruzar la
membrana de los vacuelas y penetrar en la luz, adquiriends ol
hacerla unc cubierta periférica; pero, a pesar de lo légico de
esa secuencia, y de la presencia de particulas virales madures
dentro de los wvocuolas, no se observabon muchos formas de
transicion, Mussgay y Weibel® describieron los particulas del
virus de la EEV con el microscopio electrdnico en los células KB
cultivadas, proponienda que los wirus moduran en las membra-
nas citoplosmaticas y von desprendiendose, migronda o trovés
del citoplasma hacio la superficie de lo célula, donde se liberan,
Nifiez Montiel® también describio los parficulas del virus de lo
EEV en el citoplosmo vocuolizado de célulos cultivadas infecto-
dos con ese virus, pero no emitid comentarios sobre el posible
origen de las porticulos observodaos alrededor y denfro de los
vacuolas. Recientemente’ el desarrollo del virus de lo EEV ha sido
estudiade en célulos cultivadas, demostrondose la maduracion
de los wirus en la membrana externa de las células y en la mem-
brana de las vacuelas citoplasmdticas.

Estudios con el virus Semliki Forest '*, han demostrodo con
claridad lo manere come los particulos precursoras de ese arbo-
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virus del grupo A, adquieren la enveltura o nivel de la membra-
na plosmética y solen ol exterior de lo célula por un mecanismao
semejante a la gemocién; aungue se describen ecosionalmente
particulos virales maduras dentro de las vacuslas citoplasmat-
cas, no se pudo observar lo penetrocién de los precursores del
virus al interior de los vacuclas, Estudios més detollados sobre
el desarrolle del virus Semliki Forest, han aclarade mas, el obs-
cure problema de la formocion de los particulos virales en los
arbaovirus, En |la referente a lo penefracion de las porticulas vira-
les en el interior de las wvocuclos Erlandsen'® hoce los mismas
observacianes senaladas por Margon y colaboradores, indicande
que si bien las porticulas del wvirus Semliki Forest parecen cruzar
la membrana vy al hacerle incorparan una cubierta periférica, aste
debe ser un proceso muy radpido, si es gue en realidad existe,
ya que se ven escasos formaos de transicidn, En este estudie’,
tombién se propone lg hipdtesiz del desarrolle de los parficulos
vireles moduras en el interior de los vocuolas, sin contacto con
la membrano periférico; esta ideo confrasta con lo constante
ousencia de paorticulas precursoras en lo luz de las vacuolas
citoplasmaticas.

Posteriormente, Grimley” estudia exhoustivamente la forma-
cion de vacuolos en célulos de embrién de pollo infectadas con
SFV y propone diferenciorlas en dos grupes: Vacuclas citepdticas
tipe | y tipo . Al discutir los olterociones de los células nervio-
sas nos referimos al origen y al significado de los vacuslas cito-
pbticas tipe | Sobre el mecanisme de penetracidn de los por-
ticulas virales en las vacuolos tipo ||, Grimley™ afirma, gue los
virus adguieren su envoltura en trénsite haocig lo luz de los vo-
cuolas, y considera que éstas se originan en las cisternos del
reticuls endoplasmético. Esta hipdtesis, relacianonde el reticulo
endoplasmétice con los vocuelos gue confienen particulas viro-
les, ha sido propuesta para otres arbovirush 7 2488 Tambign
Morgan*, al estudiar el desarrelle del virus de la EEQ en células
cultivadas, considerd lo posibilidod de que los vacuolas se ori-
ginaran del reticulo endoplosmético, pero rechozd éste come una
hipdtesis poco proboble. Recientemente Lascano y col.®, han mos-
trade por primera vez porticulas de un orbeovirus del grupe A,
en los cisternas del reticulo endoplasmdtico. Estudio con el mi-
croscopio electrénico sobre el desarrollo del virus Chikungunya®,
el cual pertenece ol grupo A de los orbovirus, han mostrads se-
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mejonzas enfre lo porte central de los particulas virales madu-
ras y los particulos precursoros, demestrande el proceso de en-
samblaje de los porticulos virales en la superficie celular por
medioc de anticuerpos marcados con ferriting. En lo referente o la
penetracién de los precursores del virus Chikungunya a través
de los membranas de los vacuolas, no se observé ninguna ima-
gen de gemacién, pero se supone que ésta debe ocurrir de una
manera similar a la propuesta por Morgan para el virus de
la EEQ.

Algunos estudios sobre el desarrclle del virus de la fiebre
amarilla® ?, han demostrado particulos viroles en cisternas del
reticulo endoplasmatico y en el citoplasma celular: no obstante
la clara visvalizacién de los virus, no se identificaron porticulas
precursoras, siendo este detalle comin a los arbovirus del grupe
B. Ilgualmente, en lo infeccion con virus de la encefalitis japo-
nesa™ ® ng se han observodo particulas precursoras, o pesar
de ser los hallazges ultroestructurales similares a los reportades
por Mergan® para el virus de la EEQ, proponiéndose también
un mecanismo de pinocitosis invertida para explicar la libera-
cion de los virus. Una excepcién entre los arbovirus del grupo
B, parece ser el virus Powassan', transmitido por la picadura
de garrapatas, y en cuya infeccién se han descrito porticulos
similares en tamafio o los llamados precursores virales,

Al resumir las hipdtesis que se han propuesto sobre el deso-
rrollo de las particulas virales en los arbovirus, observamos que
la mayoria de los estudios con el M.E. sugieren que los parficu-
las precursoras de los arbovirus del grupo A adquieren una cu-
bierta y se tronsforman en particulos virales maduras cuande
penetran en la luz de los vacuolas citoplasmaticas, El origen de
las vacuclas citoplasmdticas y su significade en relacién con la
replicacién viral son obscuros; si bien algunos outeres sugieren
la participocién del reticulo endoplosmético en su formacién, esta
relacién es mas oparente en los infecciones con orbovirus del

grupo B,

Nufiez Maontiel” llamé la atencién sobre el desarrolle del
complejo de Golgi en los célulos infectadas con el virus de lo
EEV, sefialando que este sistema de membranas y cisternas po-
siblemente estaba relocionado con la formacién de las vacuolas
y con lo replicacién de los virus. Loscano, estudiands otro ar-
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bovirus del grupe A, concluye en base o sus chservaciones con
gl M.E., que las membranos del oparate de Golgi deben partici-
par en el ensamblaje del virus Avra, y hoce hincopié en que
todavia no existe una clora demostracion del proceso de ensom-
blaje de las particulas virales en el interior de las células. Nues-
tros hallazgos confirmon la hipétesis de loscono, y muestron en
detalle las diferentes etapas de la penetracidn viral, tanto en
los vacuolas citoplasmaticos, como en los cisternas preliferadas
del complejo de Golgi.

los resultodos cbtenides inoculande introcerebralmente ro-
tones recién nacidos con el virus de |o EEV, sugieren que en el
citoplasma de las células nerviosos comienzan a aparecer mosas
de material reticulo-granular, generalmente en lo vecindad del
complejo de Golgi, y olrededor de ellas se van o formar las parti-
culas precursoras, para migrar hacia las membronas del reticulo
endoplasmatica v del aparoto de Golgi, adguiriende una cubier-
ta al penetrar al interior de las cisternas o vesiculas citoplosma-
ticas, o al salir de la célula otravesando lo membrana plasma-
tiea, Esta secuencia coincide en porte con los observaciones he-
chos por Morgan” scbre el desarrolio del virus de la EED, en
células cultivados; sin embarge, difiere considerablemente del
cancepto que sobre el desarrelle del virus de la EEV, se ho soste-
nide hasta el presente’, Hemos deserito porticulas con el aspecto
de estructuras redondas y oemiofilicos, en ocosiones con un cen-
tro méas licido, que miden entre 28 y 35 milimicras, las cuales
se disponen oisladas o en grupos, y ocasicnalmente formonde
conglomerados de apariencia cristaling, pero con mayor frecuen-
cia estos parficulos se vieron adheridos o los membranas del
reticulo endeplasmético y o los cisternos y vesiculos del comple-
jo de Golgi. Estructuras de forma y fomofo similares se han con-
siderado como nucleocdpsidos precursores en la formocion de
las particulas viraies maoduras en diferentes tipos de arbovirus
del grupa A:' !3. +1| 49, !!I

Hemos descrito también, masos reficulogranulares, con as-
pecta similar a la cromating nuclear o o las fermaciones granu-
lares inducidas por la puromicing en el citoplasma de las célulos
nerviosos de ratones™ v en los células de los ocnos pancredticos
de ratas* Lloas masos gronulares, deseritas en el citoplasma de
los ratones inoculados con el virus de lo EEV, se vieron con fre-
cuencig rodeodos por poriiculos precursoras; podriomos conside-



rar aceptable lo denominacién de viroplosma si suponemos que
este material granular es profeing viral, y dicha suposicién se
basario en el porecido entre las masas granulares v lo croma-
tina nuclear v en el hecho de que con frecuencia las paorticulas
precursoras parecen nocer por condensacién del material granu-
lor, Haollozgos similares han sido recientemente reportados en
célulos de embridn de poella infectados con el wvirus de la EEVE,

Estudios en células cultivadas de embrién de pollo infecta-
das con el virus Semliki Forest®™ han sugeride, que tanto lo pro-
teina viral como el Gcido ribonuclsico, e forman en las membra-
nas de esos células, En un trabaje mas reciente, Grimley y col®
sugieren, que la membrena plasmatica puede ser tombién el sitio
donde se efectio lg sintesis de proteing viral, y proponen que
las primeras etapas en lo sintesis del virus SF, se cumplen en
vocuelos citoplasmaticas. 5i tomaomes como base estos estudios,
los mases de viroplasmo y de particulas precursoras descritas por
Bykowsky® y por nosotros, deben corresponder a dreos de almoce-
namiento de particulas virales que han penetrade en los eélulas
y que se hacen visibles inmediatamente después de la fase de
eclipse; de manera gue lo maduracian de los particulos virales
se podria efectuar o nivel de lo membrona celular o en algunas
vacuolas cuonde los nuclesides incorporan la envoltura. Sin em-
barge, nosotres considerames muy prabable que los nuclecides
gue constituyen los porticulos precursoras del virus de la EEV,
esten formados por ARN y profeina viral y que tanto o proteina
como el ARN del virus de la EEV, podrion ser fobricados de los
masas de viroplasma descritas. Debe tombién plantearse |a posi-
bilidod de que los masos de viroplosma representen grandes
agrupaciones de ribosomas, proteings celulores y particulas pre-
cursoras en un estodo tordio de la infeccidn celular. Aunque no
puede subestimarse el hecho de que las células con mayor ecan-
tidad de virus y focos de viroplasma mestraron dispersién y dis-
minucién de los polirribosomas, consideramos poco probable que
las masas reticulogranulares representen un estadio tardio; BspE-
cialmente por presentar estos areos de viroplasma, aspecto en
ocosiones incipiente, sin parficulos precursoras, en el citoplasma
de las células nerviosas de los ratones sacrificados 16 horas des-
pués de la inoculacian,

Hemes propuesto que lus particulas precursoras pueden far-
marse en condenscciones de dcide ribonucleico y de proteina
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formadas bajo el control viral, en el citoplasma de las células
nerviosas y esto hipdtesis se apoyo en paorte en los estudios
recientermente reportados sobre el desarrollo del wirus Chikun-
gunya, utilizando lo técnica de autorradiografia, los cuales de-
mostraron la presencia de ARN viral en masas de viroplasma
observadas en el citoplasma celular™, Por ofra porte, es notorio
el parecido existente entre el viroplasma aseciodo o particulas
virales en la EEV y las inclusiones citoplasmaticos e intranuclea-
res observadas en las infecciones provocodaos por el virus de in-
clusién citomegélice®, herpes simple [Garcio Tomaye, J. Resulto-
dos presentados en la XIV Jornados de lo Sociedad Venezolona de
Anatomia Patolédgica. Morocay, Venezuela, 1968); v las inclusio-
nes citoplasmaticos producidas en las neuronos de ratones™, zo-
rros", perros v humonos por el virus de la rabio (Garcio Tamayo,
1. Resultados presentodos en el VIl Congreso Latinoamericano de
Patalegia y Il Congress Paonamericanc de la Academia Interna-
cicnal de Parclogio. Buenos Aires. 1959)

Recientemente se hon reportado particulos virales alrededor
de masas granulares y esmiofilicas, en el citoplasma de células
infectadas con el virus de lo fiebre de las garrapatas del Coelo-
rado, y del virus Chenuda®. Esta localizacién citeplasméatico de
las particulas precursoras, redeanda masas de material similar
a la cromating, habion sido descritas por Southan en células cul-
tivadas infectadas con el wirus West Nile y Guoaroo®, y recien-
temente se ha demostrado en el cerebro de rotones y en célulos
cultivadas infectadas con el virus Aurg, clasificodo en el grupo
A de los arbovirus?, y en células cultivadas de embrién de pollo
infectadas con el virus de la EEV". Exceptuando los trabajos que
mencionamos, no conocemos ofras publicaciones en los que se
describen masas de viroplasma en relacidn con particulas pre-
cursoras en los arbovirus del grupo A o B

los estudies realizados en cerebro de ratén y en células de
embrién de polle infectados con virus Aura, demostraron la pre-
sencia de formaciones tubulares dentro de los masas de material
electrandenso; en estos tubos parecen originarse los parficulos
virales precursoras (Lascane, E. Comunicacién personall. Hallaz-
gos similares han sido reportados por Bykovsky en la infeccién
con virus de EEV?, Formaciones tubulores similares a los descritas
en la infeccién de los virus Aura y EEV han sido reportodos en
las vacuolas citoplasmdticas de células HEp2'® y célulos de em-
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brien de peolle® inoculudas con el virus Semliki Forest: sin embar-
go, estos estructuras no han sidoe descritos en asociacién con
masas de viroplasma, MNosotros hemes tenido la oportunidad de
observar estructuras tubulares de apariencia muy similar o las
descritas  anteriormente, ubicadas en el citoplasma y algunas
veces en masas de material granular con aspecto de viroplasma,
en el cerebra de rotones recién nocidos inoculodes con una sus-
pensién de virus Nariva (Waolder, R, y Garcia Tamayo, J. Resul-
tados no publicodos),

Estructuras tubulares semejontes o los reportadas han sido
descritas en célulos infectadas con virus polioma®, herpes® vy
del sorompién™, no conociéndose su origen ni sus funciones, aun-
que se cree que estan relacionadas con el procese de ensamblaje
de los porticulos virales, Todos estos resultodos contribuyen a
destacar la relacién que parece existir entre los particulas pre-
cursoras y los areas de viroplasma encentrados en el citoplasma
de células infectadas con arbovirus del grupo A.

Si bien es cierto que los hallozgos descritos van o afionzar
la teoria propuesta sobre el desarrollo de los precursores del
virus de la EEV en maosos de viroplosmao, es preciso gue revise-
mos brevemente algunos estudies sebre lo replicacién del ARMN
viral para poder interprator mejor el significade de los llomados
precursores virales y sobre fodo para comprender mejor la rela-
cién que puede existir enfre los nucleocépsides, la alteracién de
los sistemas celulares y el proceso mismo del ensamblaje y de la
sintesis del virus de la EEV.

En les virus que contienen ARN se ha estudiado lo organi-
zacién molecular del dcide nucleico, determindndose lo existen-
tia de tres tipos diferentes’™ ARN de codena simple, ARN de
codena doble, v un tercer tipo, el cual ha sido descrito en wvirus
pequefics como polio', Semliki Forest™ y el virus de la encefali-
tis equina del Oeste™, Estos estudios hon progresade gracias a
investigaciones recientes realizados con bacteridfagos utilizando
isotopos rodioactives, con los cuales se ha demostrade lo exis-
tencio de un precursor de ARN de codena simple, el cual se ha
denominodo “replicative intermedicte” [R-1)"%. Se ha propuesfo
que este tercer tipo de molécula de ARN consiste en un nicleo
de cadena doble al cual estan adheridas “colos” de cadena sim-
ple (30b). Estudios con el microscopio electrénico v por sedimen-
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tacién han aislade el ARN de codena simple que sedimenta mas
ripido y poses propiedades infectantes, el R-1 con cadena dable
y "colas” considerado come una formo precursora del ARM in-
fectante, y la forma de ARN que sedimenta mas lentamente, o
sea el de codena doble.

Entre los arbovirus del grupe A, se ha estudiade la repli-
cacién del ARN del virus Semliki Forest en fibroblostos de polio
marcados con uriding H3 y utilizando téenicas de centrifugacion
y fraccionomiento, se ho fratodo de determinor lo localizatién
citoplasmética de los diversos tipos de ARNY. Estos estudios
han demmastrado porticulas 140-S, resistentes a la occién de lo
ribonucleasa, que, ademds de proteing, contienen ARN viral [Unidad
40-5), pero sin poseer propiedades infecciosas, feniendo por consi-
guiente, gran similitud con las llamadas particulas precursoros. En
otras fracciones de ARN aislados se identificd una ferma 20-5,
la cual diferia considerablemente de las otras dos fracciones de
ARN aisladas (42-5 y 24-5). La forma 20-5 es la primera en ser
marcodo por el iséfopo en el proceso de sintesis viral y posible-
mente corresponde al llamado ‘replicative intermediate”, postu-
landose que el ARN viral debe inicialmente sintetizarse sobre las
estructuras de los unidodes aisladas en la forma 20-5° En estu-
dies recientes de centrifugacién diferencial se ha deferminade
que el R-l del virus SF, se puede oislar de los polirribosomas gue
estdn produciende proteing viral' y de los membranas™, Estos
hallozges corroboran la hipétesis propuesta para explicar los
primeros estadios en la formacién de las particulas virales en
las vocuolas citoplasmaticas CPV %%, En presencia de un inhi-
bidor de la sintesis proteica viral, la cyclohexamide, se provoco
un auments momentanes del ARM viral como consecuencia de la
incapacidad del virus para fermar particulos precursoros, per lo
cual, las vacuolas CPV-l redeadas de particulas viroles, no se
producen™, El hecho comprchado de gque lo unidad 140-5 gue
contiene ARM pertensciente g la fraccién 40-5, corresponde a las
estructuras conocidos come parficulos precursoras en las células
infectados con el virus Semliki Forest™ ™ ¥ gl igual que lo re-
ciente demostracién de ARN en los particulos del virus de la
EEQY, cantribuye a refaizar nuestra hipdtesis de que las particulas
precursoras del virus de la EEV deben contener ARN wiral.

Mosotros hemos considerade probable que los precursores
virales se originen en mosas ra’rfculcagrﬂnuiar&s de I-..-iru::u;::lh::srr'u:n;
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esta teorio parece no concordar con los hallazgos de Fried-
man® 2. 2 en o que se refiere a lo localizacién del Rl del ARM
en los membranas celulares en la etapa inicial de la replicacién
del virus Semliki Forest; sin embarge, existen apreciobles diferen-
cigs desde el punto de vista ultraestructural entre los células cul-
tivadas utilizados en los  estudics de Friedman™ . 2, Grim-
ley?, Acheson y Tamm?®, y ofros autores que han investigodo el
desarrollo del virus Semliki Forest”, y las células del tefido ner-
vioso de rofenes recién nacidos utilizados en nuestro experimen-
to con virus de EEV. Lo ausencia casl total de vacuolas CPV 1 en
las células nerviosas, la presencia de masas de viroplasma ro-
deados por particulas precursoras, y la participacién de lag cito-
membranas del aparate de Gelgi en el ensamblaje de la cépsula
de los precursores del virus, son algunos de los aspectes més
resaltantes de nuestros hallgzgos, los cuales difieren basicamente
de las observaciones reciizadas en célulus cultivodas infectadas
con SFVE 1815 v en general plantean interrogantes desde el pun-
to de vista ultroestructural, para otras infecciones preducidas per
aibovirus,

Hemos sefalodo el hecho de que recientemente se han repar-
tado masas de viroplasma en el citoplasma de células infectadas
con el virus de la fiebre de los garropotas del Colorade, el virus
Chenuda®', Chikungunya® y Aura®; comparando estos estudios con
nuestras observaciones con el microscopio electrénico en el tejido
nervigso de rotones inoculades con el virus de la EEV, notamos
gran similitud entre los células nerviosas de los rotones noculados
con el virus Aura® y con el virus de la EEV. Igualmente lo ob-
servado con el M.E, en otios tejidos fuera del sistema nervioso de
nuestros ratones inoculados con el virus de la EEV (Garcia Tama-
yo, J. Resultados no publicados), son similares a las alteraciones
ultraestructurales sistemdticas observadas por Lascano y col® en
la infeccion con el virus Aura (Lascans, EF, Comunicacion perso-
nall. Estos estudios y nuestros resultados, parecen indicar gue la
secuencia inicial propuesta poro explicar el desarrollo del virus
de lo EEV es correcta, y probablemente existe en los tejidos de
animales infectados con otros arbovirus del grupe A.

Lo farmacién de los particulas virales maduras se completa-
rie o nivel de los membranas celulares, con lo incorporacién per
poarte de los virus, de sus proteinas con algunos antigenos especi-
ficos™, localizadas a nivel de las membranas celulares vy los cuales
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se visuolizon con el M.E. presentondo proyecciones peguenos en lo
superficie de los porticulos virales*: *. Lo liberocian de los particu-
log viroles también se puede explicar interpretando en los microfo-
tografios electrénicas los secuencias ultraestructurales reportadas.
Pudimos cpreciar gemacién en la superficie de la membrona celu-
lar ¥ en las citomembranas, con incorporacidn por parte de las par-
ticulas precursoras, de la unidad de membrana, saliends al espacio
intersticial. Este fendmeng ha sido demostrado en ofros arbovirus
del grupo A% Y, Algunas particulas virales parecen abandonar
las células, cuondo éstos se encuentran muy olteradas, por rupturg
de los estructuras introcelulares v disoeiccidn del citoplasma vy de la
membrana plasmatica; ofras células mostraron  ocasionalmente,
vacuolas conteniendo particulos virales las cuales perecian salir
de las células por ruptura de la pared de las vacuolos. Este meca-
nisma de liberacién de los virus es semejante a una pinocitesis in-

vertida y ho side propuesta per Mergon en la Infeccién con virus
de |la EEOY,

En lo concerniente al tamafio y o la ferma de las particulas
del virus de la EEV, nuestres hallazgos coinciden con las descripcio-
nes previas de los particulas precursoras y moduros del virus de
la EEW® . 5,

RESUMEN

Se estudié la estructura del tejido nervioss de ratones recién
nacidos inoculados con el virus de fa EEV.

Las células gliales mostraren hinchamiento y aumento del glu-
cdgens; las neuronos presentaron clterociones en la estructura de
las mitacondrias y en la erganizacidn de los ribosemas; el complejo
de Golgi presentd gran desarrollo y tortuosidad de sus cisternaos.
Lo actividad de fosfotoso dcida en lo cisterno perinuclear y en el
retieulsendoplasmatico granular, sugiere un aumento de produccidn
de esta enzima en los neurenas invadidas por el virus de la EEV.

Se estudid la lecalizacién de los particulas virales en relocidn
con la viremia y diseminacién de |a infeccién, destocondose o pre-
sencio de particulas virales en la luz de los vosos sanguineos y
olrededor de los voinogs de mieling de algunos axones,
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El desarrollo de los particulos virales se compard con las ob-
servaciones hechas en otras arbovirosis, proponiéndose que los
precursores virales se ariginen en masas de vireplasma, desde
donde migran a través del citeplasma, hacia las cisternas y vacue-
los del complejo de Golgl o haocia la membrana plasmdatica, trans-
forméndose en porticulas virales maduras por gemacion.

SUMMARY

The ultrastructure of the CNS of newborn mice inoculated
with WEE virus was studied. Glial cells revealed swelling and
abundant glycogen in their cytoplasm; structural alterations in mi-
tochondrial and ribosomes are described; increased number of
tortuous cisterns in the Golgi complex was alse demaonstrated.

Acid phosphatase activity was found to be increased in the
cisterns and vacucles of the Golgi complex and in the lysosomes.
Acid phosphatase activity in the rough endoplasmic reticulum and
in the perinuclear cistern of some neurons appears to indicate
that there is and increased production of the enzyme by the in-
fected cells.

The relationship of virol porticles to viremio ond infection
ruotes was discussed, ond the presence of virus in the blood ves-
sels as well as around the myelin sheot of axons was considered
important. The mode of development of VEE viral particles was
investigated. Precursoer porticles appear to be found in masses of
viroplasm, migrating to the membrane of the Golgi cisterns and
vacucles or to the plasma membrone and being transformed into
mature viral particles by budding.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 — ABEDELWAHAR, K, 5.; ALMEIDA J. D; DOANA, F. W.;
McLEAN, D. M. “Powasan virus: Morphology and cytopathology''.
Can. Med, Ass. J. 00: 1068-1072. 1964,

2 — ACHESON, IN.; TAMM, I. “Replication of Semlikl Forest Virus:
An electron micreoscoplc study”. Virology., 32: 128-143. 1867,

— —



]

11

iz

13

14

16 -

17

18

ALLIBON, A. C.; MALLUCCI, L. "Histochemical studies of lyso-
somes and lysosomal enzymes in virus infected eel] ecultures”. J.
Exp. Med. 121: 463-477. 1BGS5.

AVILAN-ROVIRA, 1. “El brote de encefalitis eguina venezala-
na al norte del Estade Zulia a fines de 1962". Rev. Ven. San.
Asist. Soc. 20 (3): 231-321, 1984,

BARKA, T.;, ANDERSON, P. J. “Histechemistry: Theory, prac-
tice and bibliography'. Hoeber Med. Div. Harper & Row Publ
Chap. 8. Pags. 2I3-249, 1063,

BARUCH, HE. “Electron microscople study of spinal cord of
mice Infected with yellow fewer virus'. J. Ultr. Res. 5: 208-224,
1863,

EERGOLD, G. H.; WEIEBEL, J. "Demongiration of wyellow fe-
ver virus with the electron microscope". Virology. 1T: 554-562.
1962,

BYRKOVSREY, A, F\| YERSHOV, F. [,; ZHDANOV, V. M. “Mor-
phogenesis of Venezuelan equine encephalomyelitis wvirus”. J.
Virol. 4: 408.-504. 1080,

CABTILLO, C. E. "Informe sobre una reciente epidemia de en-
cefalitis equina venezolana en la zona norte del Estado Zolia™.
Rev, Ven. San, Asist. Soc. 29 (3): 325-353. 1964.

DALGRANO, L.; COS8, R A.; MARTIN, E. M. “Poliribosomes
in normal Krebs 2 ascitis tumor cells infected with encephalo-
myocarditis virus", Bioch. Biophys, Acts, 188; 316-328: 1047.
De DUVE, C. “The lyscsome concept”. Ciba Foundation Sym-
posium on Lysosomes. Edit. de Reuck A V.8, & Cameron, M. P.
Littie Brown & Co. Boston, 1063,

De DUVE, C. "From cytases to Ivsosomes". Fed. Proc, 23:
1045-1049, 18963,

DE ROBERTIS, E. I P.;, NOWINSKY, W. W.: SAEZ, F. A.
“Biologia Celular”, 8ta. Edicién. Edil. Bl Ateneo. Buenos Alres.
Cap. 17. Pdgs, 412, 1985,

DIERKS, R. E.; MURPHY, F. A; HARRISON, A. K. “Extra-
neural rabies virus infection™, Amer. J. Path. 54: 251-274. 1988,
DINMAN, B, D, “Mechanism of disease™. Pathologic Physiology.
Sodeman & Sodeman. 4th, edi, W, B. Saunders Co. (Edit.) Chap.
15. Pdags. 264-2T4. 1987,

ERLANDSON, R, A.; BABCOK, V, I; SOUTHAN, C. M.; BAI-
LEY, R. B, SHIPKEY, F. H. “Semliki Forest Virus in HEP2
cell cultures". J. Virol. 1 (5): 8886-1009. 1967,

FENICK, M. L. “The Influence of poliovirus infection on RNA
synthesis in mammalian cells”, Virology, 19: 241-249. 1863,
FOSSAERT, H. “Investigacidn de casos humanos de encefalitls

oquina wvenezolana, Diagndstico de laboratorio”., Rev. Ven. San.
Asist, Soe. 31 (Suplem. 3): B45-852. 1966,

— 58 —



19

20

a

27

31

a2

FRANKLIN, B. M.; BALTIMORE, D "Patterns of macromole-
cular synthesis in normal and virus infected mammallan cells"
Cold Spring Harbor Symposia Quant. Biel. 27: 137-188, 1862
FRIEDMAN, H. M.; BERESESKI, 1. K. "Cyvtoplasmic fraction
assoclated with Semliki Forest Virus ribonucleic aclid replioa-
tion”, J. Virol. 1: 374-383. 1967.

- FRIEDMAN, H. M. “Protein synthesis directed by an arbovirus”

J. Virol. 6: 26-32. 1865,

FRIEDMAN, R. M, “Replicative intermediate of an arbovirus”,
J. Virol. 6: 547-552. 1968.

FRIEDMAN, R. M.; GRIMLEY, P. M. “Inhibition of arboviris
assembly by Cyclohexamide'. J. Virol. 3: 202-200. 1069.
GAMBETTI, P.; GONATAS, N. K., FLEXNER, L. B. “The fine
structure of Purcomycin-nduced changes in mice entorbinal cor-
tex”. J. Cell. Biol. 36: 378-390. 1865,

GARCIA TAMAYO, J; VALDIVIA, E. “Acid phosphatase ac-
tivity in the gramular pneumocyte”. Amer. J. Path. Scient, Proec.
S0(6): 47a. 1567,

GILYARD, R. T. "A clinical study of Venezuelan virus eguine
encephalomyelitis in Trinidad. B. W. L" J. Amer. Vet Mead.
Amse. 106: 267, 1845,

GLEISER, C. A, GOCHENOUR, W. 8: BERGE, T. O.; TI.
GERTT, W. D. “The comparative pathology of experimental Ve-
nezuelan eguine encephalomyelitis infection in different animal
hosts', J. Inf, Dis, 110: 80-87. 1962,

GONATAS, N. K; GOLDENSHON, E, 8. "Unusual neccortical
presynaptic terminals in a patient with convulsions, mental re-
tardation and cortical blindness: An electron microscopic study”.
J. MWeuaropath, Exper. Neurol. 2¢: 538-062. 1965,

GONATAS, N. K.; ANDERBON, W.; EVANGELISTA, I “Tha
contribution of altered synapsis in senile plagque: An electron
microseopic study in Alzheimer's dementia”, J. Neuropath, Ex-
per, Meurol, 25: 25-30, 1068,

GOODHEART, C. R. “An introduction to Virology', W, B. Saun-
ders Co, (Edit), Chap. 11. a) Pags. 199-288. b} Pags. 208-215.
1863

CRAMBOULAN, N.; FRANKLIN, R. M. "Replication of bacte-
riophage ribonucleic acid; analysis of the ultraestructure of the
replicative form and the replicative intermediate of bacterio-
phage B 17", J. Virol. 27 128-148. 1B68.

GRIMLEY, P. H.; EERESESKY, I K.; FRIEDMAN, R. M. “Cy-
toplasmle structures associated with an arbovirus infection. Loc-
el of wviral ribomucleic acid synthesis™. J. Virol. 2: 1326-1338,
1848,

43 — HIGASHI, N,; MATSUMOTO, A.; TABATA, K., NAGAMOTO,

Y. “Hlectron microscopic study of development of Chikungun-

— 59



24 —

35 —

[ —

37 —

a8 —

40 —

41 —

42 —

43 —

44 —

45 —

47 —

48 —

¥a virus in green monkey stabla (VERO) ecells". Virology 33:
GO-68, 1.867.

HIGABHI, H. "Virology I". Proceedings of the First Internatio-
nal Congress for Virology. J. L. Melnlck, editor. Bassl. Pag. 49.
1068,

HOWE, C.; MORGAN, C.; De VAUX 8T. CYR, C.: HSU, K. C.;
ROSBE, H. M. “Morphogenesis of type 2 parainfluenza virus exa-
mined by light and electrom microscopy’, J. Viral, 1: 215-237.
1967,
JENSE, W. A. “Cotton embryogenesis”, J, Cell Blol. 86: 403-406,
1968,

JENBON, B. A,; ROEIN, E. R.; WENDE, R. D.: MELNICK,
J. L. A comparative light and electron microscople study of
rabies and Hsrt Park virus encephalitis”. Exper. Mol. Path. T:
1-10. 1867.

JOHNSON, R, T. “Virus invasion of the centra] nervous system”,
Amer, J. Path. 46: 925-343, 1965,

RISSLING, R, E,; CHAMBERLAIN, R. W.; NELSON, D. E.:
STAMM, D. D “Venezuelan equine encephalomyelitis in horses”.
Amer. J. Hyg. 63: 274-287. 1968,

KLUG, A.; CASPAR, D. L. D, “The structure of small viru-
ges". Adv. Virus, Hes. 7: 225-325. 1680,

KUEES, V.; RIOS, V. A, "“The causative agent of equine ence-
phalomyelitis In Venexuela”. Science. B0: 20, 1989

LABCANO, E. F.; BERRIA, M. L; BARRERA-ORO, J. .
“Morphogenesis of Aura virug", J. Vieol. 4: 271-282, 1060.
LODISH, H, F.; ZINDER, N. J. “Replication of the RNA bac-
terlophage { 2", Science. 152: 372-377. 1066,

LONGNECKER, D. 5; BHINOSUKA, H.: FARBER, E. “Maole-
cular pathology of in vive inhibition of protein synthesiz”. Amer.
J. Path, 52: 891-915. 1068,

MALLUCCI, L.; ALLISON, A. C. "Lysosomal enzymes in cells
infected with eytopathic and non-cytopathic viruses”. J. Exp.
Med, 121: 477-4B5, 1085,

MARTIN, A. M.; KURTE B, M. “Cytomegalic inclusion disea-
sa", Arch. Path. B2: 27-34. 1968,

MAXWELL, D. 8.; KRUGER, L. “The fine structure of astro-
cytes in the cerebral cortex and their response to focal injury
produced by heavy ionizing particles™. J. Cell Biol. 25: 141-157.
1865,

MONNERON, A. “Experimental induction of helieal polysomes
in adult rat liver'. Lab. Invest. 20: 175-183 1969.

MORGAN, C.; HOWE, C.; ROSE, H. M. “Structure and develop-
ment of viruses as observed in the electron microscope. V.

— 60—



ap —

4 |

82 —

53

54

57

&1

B2

&3

B4

Western equine encephalomyelitis virus". J. Exper. Med. 113:
215-234, 1961,

MOSSOWOSKY, M. J.; LONG, D. M,; MYERS, R. E.; DE CURT,
H. R, KIATZOD, I “Barly histochemical changes in perinatal as-
phyxia”. J. Neuropath. Exper. Neurol. 27: 500-576. 1B63.
MURPHY, F. H.; COLEMAN, P, H.; HARRIZSON, A. K.; GARY,
G. W. "Colorado tick fever virus: An electron microscopic stu-
dy”. Virology. 35: 28-40. 1068,

MUSSGAY, M.; WEIEEL, J. “Electron microgcopic and. biolo-
glical studies on the growth of Venezuelan equine encephalitis
viruz in KB ecells'. Virology. 16: 52-52. 1962

MUSSGAY, M., WEIBEL, J. "Electron microscopic demonstra-
tion of purified Venezuelan equine encephalitis virus". Virolo-
gy. 19: 108-112. 1863.

NEGRETTE, A, "Encefalitis epidémica”. Invest. Clin. N* 1
12-34. 1860.

NEGRETTE, A. "Encefalitis eguina venezolana. Leucocitos va-
cuolados”. Imvest, Clin. N+ 26: 97-107. 1968.

NOVIKOFF, A, B,; ESSNER, E.; QUINTANA, N. “Golgl ap-
paratus and lysosomes", Fed. Proe. 23 (II): 1010-1022, 1064,
NUREZ MONTIEL, O.; MUSSGAY, M.; WEIBEL, J. “Citopa-
tologia de la infeccidn con Reovirus ¥ virus de la EEV en cé-
lulas cultivadas™. Rev. Latinoamer. Anat. Patel. 6: 1-17. 1862,
OKSCHE, A, “Der histochemiseh nachweisbhane Glycogenaufbau
undabbau in den Astrocyten und Ependymzellen als Beispiel
giner Funktions . abhangigen Stoffwecheselaktivitat der Neuro-
glia", B Zellforsh. 54: 307-319. 19659,

OTA, £ "Electron microscope study of the development of Ja-
panese B encephalitis virus in porcine kidney stable (P.5.)
eells”. Virclogy. 25: 3T2-378. 1985.

PRIER, J. E. “Basic Medical Virclogy'. The Williams & Wil-
kins Co. Baltimore. Chp. 13. Pigs. 355-363. 1966.

RAMSEY, H. J. “Altered syvnaptic terminals in cortex near tu-
mors”’. Amer. J. Path. 51: 1083-1108. 18967,

ROBIN, E. R.; JENSON, A. B, PHILIPS, C. A,; MELNICK,
J. L. "Herpes simplex virus hepatitis in mice. An electron mi-
croscopic study", Exper, Meol, Path, 8: 34-48. 1068,

SAN MARTIN-BAREERI, C.; GROOT, H.; OS0ORNO-MESA, E.
“Human epidem'c in Colombia caused by the Venezpelan equi-
ne encephalomyelitis virus". Am. J, Trop. Med. Hyg. 3: 283-283,
1854

SHIMIZU, M., HAMURO, ¥, “"Deposition of glycogen and chan-
ges in some enzymes In brain wounds'. Nature 4: T47-T48. 1B6B.
SIMPEON, R. W.; HAUSER, H. E. “Basit structire of group
A arbovirus straing Middelburg, Sindbis and Semliki Forest exa-

] —



65 —

5 —

B —

0 —

1l —

79 —

6 —

7 —

18 —

78—

mined by negative staining". Virology. 34: 358-381. 1968,
SIMPEON, R. W.; HAURER, R. E. “Structural differences of
group A arbovirus based on nuclesid morphology in ultrathin
sections”. Virology. 34: 568-5370. 1068,

SMITH, D. T.;, CONNAT, N, F., OVERMAN, J. R. "Zinsorr
Microbiology”. 13th. Edit. Appleton Century Crotts Div. Mere-
dith Pub. Co. New York, Chap, 62, Pdgs. 881-806. 1964,
SOUTHAN, C. M.; SBHIPFKEY, F. H.; BABOCK, B. I.; BAILEY,
R. B, ERLANDSON, R. A, “Virus biographies. I. Growth of
West Nile and Guaros viruses in tissue culturs”, J. Bacteriol.
B8: 187-100. 1964,

SREEVALSAN, T., ALLEN, P. T. "Hepllcation of Western
equine encephalomyelitis virus. II Cytoplasmic struetures in-
volved in the sinthesis of the virlons™. J. Virol. 2: 1038-1048.
1868,

SREEVALSAN, T.; LOCEKART, Jr., R. Z. “Heteropeneous RNA'3
occurring during the replication of Western eguine encephalo-
myelitis virus”. Proce. Nat. Acad, Scle. 55: B74-981. 1966,
SUZUKI, I1; KAMEIL H.,, TAKASASNI, M. “Ultrastructural
study on the ribosome helix and its change after antigenic stl-
mulation tn PJ3 cells”. Exp. Mol. Path. 11: 28-37, 1649,
TASKER, J. B,; MIESSE M. L.; BERGE, T. O. "Studies on
the wvirus of Veneruelan eguine encephalomyelitis. 111 Distribuo-
tivn in tissue of experimentally infected mice". Amer. J. Trop.
Med. Hyg. 11: 844-850. 1062

TAYLOR, J. "Studies on the mechanizm of action of Interferon.
Interferon action and RNA synthesis in chick embryo fibro-
blasts Infected with Semliki Forest Virus". Virology. 25: 340-
49, 19635,

VAN LANOKER, J. L, “Concluding Remarks". Fed. Proc. 23:
1050-1052. 18964,

VALDIVIA, E.; SONNAD, I. “Fatty change of the granular
prieumocyte in OCl, intoxieation". Arch. Path. 81: 514-519. 1886,
VALDIVIA, E.; GARCIA TAMAYO, J. “Pulmonary alterations
in experimental chrenic hypoxia'. Amer. J. Path. Scien. Proee.
1968,

VALDIVIA, E.; BOFFMAN, R. L.; GARCIA TAMAYO, J. “Al
veolar wall alterations in acute ethinine intoxications”. Fed.
Proce, 27 (2):; 260, 1968,

VICTOR, J.; SMITH, I C,; POLLACK, A. D, “The compara-
tive pathology of Venezuelan equine eoncephalomyelitis”. J. Inf.
Dvg. 98: H6-G6, 1938,

WEAR., E. J.; RABIN, E. R.; RICHARDSON, L. 5.; BAFPP, F.
“Wirus replication and ultrastructural changes after induction
of encephalitis In mice by measles virus”. Exp. Mol. Path. 8:
405417, 1968,

.



80 — WENGER, F.; MOLERO, L.; FERETRA, H., NEGRETTE, A.
“Encefalitis equina venezolana”. Invest, Clin, N* 5: 6B-BB. 1883,

81 -—— WENGER, F. "Hallazgos de anatomia patolégica en la reclente
epidemia de encefalitis equina venezolans”. Invest. Clin. N» T:
23-45. 1963,

82 — YASQUSUMI, C.: TSUBO, L "Analysis of the development of
Japanese B Encephalitis virus, II. Electron microscople studies
of neurons Infected with JBE wvirus", J. Ultrast. Res. 12: 314-
316. 1985,

83 — ZU RHEIN, G. M,; CHOU, 8. A. "Papova virus in progressive
multifoeal leucoencephalopathy”. Infections of the nervous sys-
tem. Res. Publ, of Ascge. for Res. in Nervous and Mental Di-
seases, Vol 44: 307-362. 1868,




	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_01_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_01_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_02_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_02_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_03_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_03_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_04_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_04_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_05_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_05_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_06_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_06_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_07_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_07_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_08_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_08_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_09_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_09_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_10_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_10_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_11_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_11_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_12_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_12_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_13_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_13_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_14_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_14_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_15_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_15_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_16_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_16_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_17_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_17_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_18_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_18_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_19_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_19_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_20_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_20_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_21_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_21_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_22_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_22_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_23_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_23_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_24_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_24_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_25_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_25_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_26_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_26_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_27_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_27_Imagen_0002.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_28_Imagen_0001.jpg
	revista1971vol--(37)num1trabajo1_Página_28_Imagen_0002.jpg

