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Resumen. Se estudió la estructura del tejido nervioso de ratones recién 
nacidos inoculados con el virus de la EEV. Las células gliales mostraron 
hinchamiento y aumento del glucógeno; las neuronas presentaron altera­
ciones en la estructura de las mitocondrias y en la organización de los 
ribosomas; el complejo de Golgi presentó gran desarrollo y tortuosidad de 
s¡,us cisternas. La actividad de fosfatasa ácida en la cisterna perinuclear y 
en el reticuloendoplasmático granular, sugiere un aumento de producción 
de esta enzima en las neuronas invadidas por el virus de la EEV. Se estudió 
la localización de las partículas virales en relación con la viremia y disemi­
nación de la infeCCión. destacándose la presencia de partículas virales en la 
luz de los vasos sanguíneos y alrededor de las vainas de miel1na de algunos 
axones. El desarrollo de las partículas virales se comparó con las observa­
ciones hechas en otras arbovirosis, proponiéndose que los precursores 
virales se originen en masas de viroplasma. desde donde migran a través del 
~Itoplasma, hacia las cisternas y vacuolas del complejo de Oolgi o hacia la 
membrana plasmática, transformándose en partículas virales maduras por 
gemación. 

U1trastructural and hlstochemlcal study on the development of 
Venezuelan equlne encephalltls virus In the central nervous 
system of newborn mlce 
lrwest Clin37: 7-63. 1971 

Summary. The ultrastructure of the CNS of newborn mice inoculated 
with VEE virus was studied. Olíal cells revealed swelling and abundant 
gIycogen in their cytoplasm: structural alterations in mitochondria and 
ribosomes are descrtbed: increased number of tortuous cisterns in the Oolgi 
complex was also demonstrated. Acid phosphatase activity was found to be 
increased in the cisterns and vacuoles of the Golgi complex and in the 
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Iysosomes. Acid phosphatase activity in the rough endoplasmic reticulum 
and in the perinuc1ear clstern oí sorne neurons appears to indicate that there 
1s an increased productlon oí the enzyme by the infected cells. The relations­
híp oí viral partic1es to viremia and infectlon ruotes was discussed, and the 
presence of virus in the blood vessels as well as around the myelin sheat of 
axons was considered important. The mode of development of VEE viral 
particles was lnvestigated. Precursor partic1es appear to be found in masses 
of viroplasm, migrating to the membrane of the Golgt cisterns and vacuoles 
or to the plasma membrane and being transformed into mature viral 
partic1es by budding. 

INTRODUCCION 

La encefalitis equina venezolana 
(EEV) fue reportada por primera vez 
por Kubes en el año 1936. conside­
rándola, en una publicación del Mi­
nisterio de Agricultura y Cría, como 
una peculiar epizootia de equinos, la 
cual él denominó, "la peste loca de 
las bestias". describiendo sus mani­
festaciones clínicas y haciendo indi­
caciones sobre su tratamiento y pre­
vención. 

En 1938 se observó en Venezuela 
la primera epizootia equina de impor­
tancia. y ese año, Kubes y Ríos (41) 
aislaron el virus de la EEV. Laprimera 
sospecha de que la EEV podía afectar 
a los seres hmnanos fue reportada por 
Gilyard (26), a raíz de una epizootia de 
EEV en Trinidad, el año 1945. En 
1952 se produjo una grave epidemia 
de EEV en El Espinal (Colombia), de­
mostrándose la importancia de con­
trolar epidemiológtcamente la EEV, 
para evitar brotes que afectan a los 
seres humanos(63). Casos de encefa­
litis epidémica fueron denunciados en 
Maracatbo y sus alrededores por Ne­
grette en el año 1959, y reportados en 
1960 (54), describiéndose las mani­
festaciones clinicas y hematológtcas 

de los pacientes afectados. En 1962 
cuando se produjo un brote epidémico 
grave en la parte norte del Estado 
Zulla. precedido de una severa epizoo­
tia en equinOS, se tuvo claro conoci­
miento de la magnitud del problema 
que representa la EEV en nuestra 
región (4.9). 

En la actualidad se conocen con 
bastante precisión los aspectos epide­
miológicos de la EEV en la Guajira y 
otras áreas del Estado Zulla: en los 
años 1968 y 1969, se han producido 
epizootias en equinos y brotes epidé­
micos de EEV. amnentando los cono­
cimientos sobre la clinica. la serología 
y la influencia de los factores ambien­
tales. tanto climatológicos como socio­
económicos. en la aparición y el desa­
rrollo de las epidemias de la EEV. Sin 
embargo. desde el punto de vista mor­
folÓgiCO y particularmente ultraes­
tructural. los estudios sobre la EEV, 
son muy escasos. Se han reportado, 
en publicaciones previas. estudios 
con el microscopio electrónico sobre 
las alteraciones de células cultivadas 
infectadas con el virus de la EEV(8. 
52), y sobre las modificaciones indu­
cidas por el virus de la EEV y por los 
Reovirus en células cultivadas (57). 
Mussgay y Weibel demostraron. por 
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medio de la coloración negativa y el 
sombreado. las características ul­
traestructurales del virus de la EEV 
(53). Sin embargo. no se han reporta­
do estudios con el microscopio elec­
trónico sobre la estructura de tejidos 
animales o humanos Infectados con el 
virus de la EEV. 

En este trabajo. presentamos las 
alteraciones ultraestructurales del 
sistema nervioso de ratones recién na­
cidos, inoculados intracerebralmente 
con una suspensión de la cepa Guaji­
ra del virus de laEEV. Demostraremos 
la presencia de las partículas virales y 
trataremos de exponer una secuencia 
que explique la manera como se desa­
rrolla el virus y cuáles son sus efectos 
en las células del sistema nervioso. 
Igualmente. estudiaremos la activi­
dad de la enzima fosfatasa ácida en el 
tejido nervioso de los ratones inocula­
dos. discutiendo los resultados histo­
químicos a nivel ultraestructural y la 
relación entre estos y las alteraciones 
submicroscópicas y funcionales indu­
cidas en las células nerviosas por el 
virus de la EEV. 

MATERIAL Y METODO 

Se estudió el tejido nervioso de 16 
ratones recién nacidos. doce de los 
cuales fueron inoculados intracere­
bralmente con una suspensión de vi­
rus de la EEV de la cepa Guajira, y los 
4 restantes fueron utilizados como 
control. Los ratones y los virus de la 
EEV. fueron facilitados por el Dr. G. 
Bergo1d del Departamento de Virolo­
gía del Instituto Venezolano de Inves­
tigaciones Científicas (MC). Se inocu­
laron 0.02 cc. de una dilución 10-9 . 
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Los ratones fueron sacrificados 
por decapitación. algunos 16 y 24 
horas después de la inoculación y 
otros entre 30 y 48 horas. cuando los 
signos de Infección eran evidentes. Se 
tomaron muestras de cerebro y cere­
belo las cuales se fijaron en glutaral­
dehído al 3 % en solución reguladora 
de fosfato de sodio a pH 7,2 Y a 4°C. 
En algunos ratones se practicaron es­
tudios de histoquím1ca aplicada al mi­
croscopio electrónico. procediéndose 
a fijar el material en glutaraldehído al 
6.25% en solución reguladora de ca­
codilato. 0.067M a pH 7.2 Y a 4°C, 
durante 3 a 4 horas: el procedimiento 
utilizado en la preparación de este 
material se describirá posteriormente. 

Las muestras fijadas en glutaral­
dehído al 3% fueron seccionadas en 
pequeños trozos menores de un milí­
metro de diámetro y se lavaron en 
solución reguladora de fosfato de so­
dioapH7.2ya4°C, durante 24 horas. 
Se fijó el material con tetraóxido de 
osmio al 20Al durante tres horas. se 
deshidrató en acetona a concentracio­
nes crecientes y se incluyó en Araldita 
polimertzándose en estufa a 60°C du­
rante 48 horas. Los bloques obtenidos 
se cortaron en un ultramicrotomo 
Porter Blum MT-2 utilizando un cu­
chillo de diamante. y se tiñeron con 
acetato de uranilo y citrato de plomo. 
El material se examinó en un micros­
copio electrónico JEM 7A. utilizando 
una aceleración de voltaje de 80 Kv. 

Para el estudio histoquímico se 
utilizó el método de Gomori para fos­
fatasa ácida (5) con algunas modifica­
ciones. adoptadas de acuerdo con los 
procedimientos técnicos empleados 
en el Departamento de Microbiología 
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del MC. El matenal fijado durante 3 
a 4 horas en glutaraldelúdo, fue lava­
do en solución reguladora de cacodi­
lato O, 1M a 4°C que contenía 7,5 gra­
mos de sacarosa, y seccionado en un 
criostato, haciéndose cortes por con­
gelación de 50 micras de espesor. Los 
cortes fueron flotados en solución ca­
codilato a 4°C y se incubaron en un 
medio de Gomon para fosfatasa ácida 
a 37°C durante 90 minutos. El medÍo 
de Gomori se preparó utilizando beta 
glicerofosfato de sodio al 2%. buffer 
acetato O.IM con pH 5,2 Y acetato de 
plomo; cuando se evidenció precipita­
do se filtró el medio antes de proceder 
a la incubación. 

Algunas muestras se incubaron 
en un medio de Gomori. idéntico al 
descrito, pero sin el substrato beta 
glicerofosfato y este material se uti­
lizó para controlar la reacción histo­
química. Las muestras incubadas 
fueron lavadas en buffer acetato 
O,IM a pH 5.2 durante 1 minuto y 
posteriormente se trataron breve­
mente con ácido acético al 2% para 
pasar de nuevo a la solución regula­
dora de acetato de pH 5,2. Las 
muestras se fijarOn en tetraóx1do de 
osmio y se deshidrataron e incluye­
ron de acuerdo con el procedimiento 
descrito previamente. 

RESULTADOS 

El estudio del material de los 
ratones inoculados, reveló variacio­
nes importantes dependiendo del 
tiempo transcurrido entre la inocu­
lación y la muerte de los animales. 
En los ratones sacrificados 16 horas 
después de la inoculación, se obser­

varon escasas modjficaciones del te­
jido nervioso; algunas neuronas 
mostraban hipertrofia del complejo 
de Golgi, notándose en ocasiones 
masas pequeñas y mal limitadas 
formadas por material granular en 
el citoplasma de células nerviosas 
sin mayores alteracionys (Fig.9). Los 
astrocitos presentaban hincha­
miento discreto de los procesos pe­
dales, particularmente notorio alre­
dedor de los vasos sanguíneos. En 
uno de los cortes se observaron dos 
partículas redondeadas. de 45 mill­
micras de diámetro. con un centro 
más denso de 35 milimicras, ubica­
das en la luz de un vaso sanguíneo. 

En el material de los ratones sa­
criflcados 24 horas o de 30 a 48 horas 
después de la inoculación, las altera­
ciones del tejido nervioso fueron más 
conspicuas. Las células gliales, en ge­
neral se mostraron hinchadas y en 
ocasiones se observó un aumento de 
las partículas de glicógenb beta en el 
citoplasma de los astrocitos en forma 
dispersa o en grupo, rodeadas poruna 
membrana. 

Las células nerviosas de los ra­
tones inoculados mostraron dilata­
ción de la cisterna del retículo endo­
plasmático en la primera etapa de la 
infección (Fig. 5), notándose cómo 
posteriormente los ribosomas dis­
minuían en número y los polirribo­
somas se disgregaban, dándole a la 
célula una apariencia vacía (Fig. 14). 
Algunos ribosomas se organizaban 
con disposición helicoidal. 

El aparato de Golgt sufrió cambios 
notables desde las primeras etapas de 
la infección. En las muestras de 16 a 
24 horas después de la inoculaCión, 
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Fig. 1, 	 Célula nerviosa de un ratón inoculado 24 horas antes con una suspensión de virus de 
BEY. Se observan varios complejos del Golgi (G). Alrededor del núcleo (N) se ve la 
cisterna perinuc1ear comunicándose con el retículo endoplasmático (flecha). 55.200 
X. 
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Fig.2. 	 Tenninal sináptico con vesiculas y neurotúbulos de apariencia irregular y poliédrica. 
Las flechas sef1alan vesículas sinápticas distendidas. 60.000 X. 

se puede apreCiar una proliferación de la inoculación, los complejos de Golgi 
sus vesículas y aumento del número se obsetvaron muy aumentados de 
de suscisternas yvacuolas (Fig. 1). En tamaño, tomando un aspecto tubular. 
las células nemosas del material ob­ con largas prolongaciones y cisternas 
tenido entre 30y 48 horas después de de apariencia enrollada o muy tortuo-
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Hg. 3. Mitocondria con sus crestas hinchadas con aspecto de vesículas; la flecha señala la doble 
membrana y parte de una cresta que ha conservado su apariencia usual. La flecha en cruz 
señala a una partícula precursora del virus de la EEV situada en el citoplasma, entre dos 
vesículas revestidas por ribosomas. 106.250 X. 

Hg. 4. Leucocito polimorfonuclear con dos vacuolas citoplasmáticas que contienen membranas 
(flechas). Se ve el núcleo (N) y gránulos en su citoplasma. Alrededor del leucocito se ven 
algunas partículas virales líbres en el plasma (flecha en cruz). 20.000 X. 
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Fig.5. 	 Complejo de Golgi (G) mostrando algunas cisternas más estrechas, semicirculares, 
con varias partículas precursoras adheridas a sus membranas (flechas). También se 
observan aJgunas partículas viraJes maduras (flecbas en cruz) dentro de las vesículas 
y cisternas. Alrededor del núcleo (N) se ve dilatación de la cisterna perinuclear (cp) 
y del retículo endoplasmático (re). 60.000 X. 

Investigación Clínica 36 (Sup. 2): 1995 



105 Tejido nervioso en EEV: U1traestructura e histoquímlca 

Fig. 6. 	 Complejo de Golgi (G) con proliferación de sus cisternas tubulares, algunas dis­
puestas en fonna de anillo. Se ven abundantes precursores virales libres en el 
citoplasma (flechas) y adheridos a las membranas de las cisternas. Un grupo de 
partículas virales maduras es sefialado por la flecha en cruz. 60.000 X. 

sa(Figs. 5, 6,14, 15). Algunas de estos por partículas redondas, de 28 a 30 
cisternas se disponían en forma cir­ milimicras de diámetro (Figs. 14 y 15). 
cular, uniéndose para formar anillos Algunas células nerviosas mos­
de apariencia esférica. algunos de traban marcada vacuolización del 
ellos limitados en su interior y exterior citoplasma y otras, en aparente es-
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tado de necrosis, presentaban un 
aspecto granular con ruptura de las 
membranas de sus organoides y 
masas osmiofilicas con abundantes 
ribosomas en su citoplasma (Fig. 7). 
Las mitocondrias presentaron rup­
tura y vesiculización de las crestas 
y en ocasiones figuras mielínicas en 
la matriz (Figs. 3. 5. 23). Se observa­
ron algunas sinapsis con vesículas 
alargadas o poliédricas y dilatación 
del terminal presináptico (Fig. 2). 

En la luz de los vasos sanguí­
neos de los ratones se hallaron par­
tículas semejantes, pero rodeadas 
por un halo claro y medían 45 mili­
micras de diámetro (Figs. 4, 17, 18). 
Estas partículas. con el aspecto que 
caracteriza a los nucleoides y envol­
turas virales, mostraban en su su­
perficie proyecciones de aspecto bo­
rroso las c,uales median entre 15 y 
20 milimicras (Figs. 17, 19). La en­
voltura de las particulas estaba for­
mada por una estructura semejante 
a la llamada unidad de membrana y 
tenía un espesor aproximado de 100 
Angstroms. 

Con frecuencia se vieron en el 
citoplasma de las células nerviosas 
masas de material granular. sin lí­
mites precisos, similares a la croma­
tina, notándose en la periferia la 
presencia de partículas redondéa­
das de 28 a 30 milimicras, algunas 
densas, otras con la parte central 
algo más clara. pero en general de 
estructura granular, y las cuales pa­
recían nacer por condensación del 
material granular (Figs. lO, 11, 12). 
Partículas similares en forma y ta­
maño se vieron aisladas en el cito­
plasma de las células nerviosas 

(Figs. 3, 6, 8. 14, 16), o con mayor 
frecuencia, adheridas a las mem­
branas del retículo endoplasmático 
del aparato de Golgi y de vesículas y 
vacuolas presentes en el citoplasma 
(Figs. 5. 6. 8. 14, 15). 

A menudo se vieron partículas 
penetrando en la luz de las cisternas 
y vesículas del complejo de Golgi o 
en las vacuolas citoplasmáticas 
(Figs 14, 15). Este mecanismo pare­
cía cumplirse por la incorporación 
de la membrana de las cisternas o 
vacuolas en la superficie de las par­
ticulas. de manera que estas. al pe­
netrar en los espacios del sistema 
vacuolar, se rodean de una envoltu­
ra de aproximadamente 10 milimi­
cras de espesor. 

Las partículas de 28 a30 mili­
micras también se vieron adheridas 
a lamembrana plasmática. yen oca­
siones saliendo por gemación de las 
células. adquiriendo al hacerlo una 
envoltura formada por la membrana 
celular (Fig. 16). Algunas células 
mostraron en su membrana proyec­
ciones en forma de vesículas hacien­
do prominencia hacía el espacio in­
tersticial (Figs. 10 y 26). 

Alrededor de algunas vainas 
mielínicas se vieron grupos de par­
tículas de 45 milimicras de diámetro 
(Fig. 13). En ocasiones estas mos­
traron organización paracristalina. 

Las partículas virales maduras 
observadas en cortes ultrafinos 
mostraron una forma ligeramente 
ovalada; el centro de las partículas 
mostró con frecuencia una zona 
más clara y el halo que las rodea 
presenta en su superficie pequeñas 
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7 

Fig. 7. 	 Cé]ula nerviosa con aspecto necrótico mostrando grupos de ribosomas y material 
denso con aspecto de gránulos cromatínicos (flechas). Se ven algunas mitocondrias 
(M) y dilatación de vesículas de] retículo endoplasmástico granular (V). 60.000 X 

proyecciones de contornos borrosos control, demostró precipitados de plo­
(Ftgs. 17 Y 19). mo en el aparato de Golgi y en los 

El estudio del material procesado lisosomas de algunas células neIVio­
para demostrar la presenCia de fosfa- sas. En los ratones inoculados se notó 
tasa ácida en los ratones usados como un aumento de los depósitos de plomo 
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Fig.8. Partículas precursoras libres en el citoplasma (flechas) y adheridas a una cisterna 
circular. Se notan: ..casos polisomas (p) en el citoplasma. 106.250 X. 

Fig.9. Citoplasma de una célula nerviosa en un ratón inoculado 16 horas antes con virus de 
EEV La flecha señala una pequeña área formada por material granular; se ven 
abundantes ribosomas y dos mitocondrias (M). 60.000 X. 
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Fig.IO 	 Las flechas señalan partículas precursoras que parecen nacer en un masa de viro­
plasma en la vecindad del aparato de Golgi (G). Las flechas en cruz señalan 
proyecciones vesiculares de la membrana plasmática 106.250 X. 
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Fig. 11. Masa de viroplasma y parúculas precursoras (flechas). 149.500 X. 

en las tDrtuosas y complicadas cister­ nulos (Figs. 20. 21). Con frecuencia se' 
nas del aparato de Golgt y en los observaron neuronas con depósitos 
lisosomas (Fjgs. 20. 21. 22, 23). Algu­ de plomo en forma de crtstales en las 
nas cisternas y veslculas mostraban cisternas del retículo endoplasmático 
partículas adhertdas a sus membra­ y en la cisterna perinuclear: estas 
nas y en la luz de ellas se vieron neuronas también mostraban Signos 
precipitados de plomo. en ocasiones de actividad de fosfatasa ácida en el 
en forma de pequeños crtstales o grá- aparato de Golgt y en los lisosomas 
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Fíg. 12. 	 Dos masas de viroplasma con partículas precursoras. Las flechas sef1alan partículas 
virales maduras en el interior de una vacuo la. Se ven ribosomas (r) y polirribosomas 
(pr). 106.250 X. 

Fig. 13. 	 Partículas del virus de la EE V en el espacio periaxónico. Axón (Ax); vaina de mielina 
(flechas). 106.250 X. 
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Fig. 14 	 Partículas precursoras adheridas a la membrmr~ de cisternas tubulares de forma 
circular, situadas en la vecindad del complejo de Golgi (G) y del núcleo (N). Las 
flechas señalan algunas partículas precursoras en el citoplasma. En el recuadro del 
extremo superior se observa con mayor aumento una cisterna en anil1o, en la cual 
una partícula precursora penetra hacia su luz por gemación (flecha). 55.200 X. 
Recuadro: 106.250 X. 
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Fig. 15. 	 Tortuosas cisternas del complejo de GoIgi mostrando partículas precursoras adheri­
das a su membrana (flechas) y penetrando en su luz para transformarse en partículas 
virales (flechas en cruz). 106.250 X. 
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Fig.16. 	Partículas del virus de la EEV en el espacio intercelular. En la parte inferior de la 
fotQgraffa se ve una partícula viral saliendo por gemación de la membrana plasmática. 
En el citoplasma se ve una partícula precursora (flecha), una mitocondria (M) y 
vacuolas (V). 106.250 X. 
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Fig. 17. 	 Partícula viral en la luz de un vaso sanguíneo. Se observan con claridad las proyec­
ciones en la superticie de la envoltura viral (flechas). En el endotelio (E) no se notan 
alteraciones. En el extremo superior izquierdo se ve la misma partícula con mayor 
aumento, notándose mejor la zona lúcida en el centro del nucleocápsido. 162.500 X. 
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Fig. 18. 	 Partlculas virales en la luz de un vaso sanguíneo. En el endotelio (E) se ven vesículas 

de pinocitosis. 106.250 X. 
Fig. 19. 	 Partlculas del virus de la EEY, en las cuales se ven con claridad la lucidez central del 

nucleocápsido y las proyecciones en la superficie de la envoltura (flecha). 250.000 
X. 
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Hg. 20. 	 Microfotografía electrónica que demuestra la actividad de la fosfatasa ácida en el 
citoplasma de una célula nerviosa. Se ven depósitos de acetato de plomo entre 
numerosas partículas precursoras y partículas virales. Método de Gomori y tindón 
con acetato de uranilo. 106.250 X. 
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Figs. 21 Particulas precursoras y virus de la EEV en vacuolas y cisternas del c~plejo del 
y 22. Golgi (G). Se nota el exagerado desarrollo de las cisternas tubulares en las que se 

depositan los cristales de plomo que marcan la actividad de la fosfatasa ácida. 60.000 
X. 
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Fig.23. Tortuosas cisternas del complejo de Golgi mostrando actividad de fosfatasa ácida. 
En algunas áreas dílatadas se ven partículas virales (flechas en cruz), y en citoplasma, 
las flechas señalan las partíCulas precursoras. 60.000 X. 

Fig.24. 	Las flechas señalan los depósitos de acetato de plomo en las cisternas del retículo 
endoplasmático rugoso de una neurona 60.000 X. 
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Fig. 25. Cisternas del retículo endoplasmático rugoso, mostrando cristales de acetato de 
plomo que marcan la actividad de la enzima fosfatasa ácida. 60.000 X. 

Fig. 26. 	 Célula nerviosa con actividad de fosfatasaácída demostrada en la cisterna perinuclear 
(flecha en cruz). La cromatina en el interior del núcleo (N) está organizada en masas 
que se adhieren a la membrana nuclear. En la superficie de la membrana plasmática 
se ven proyecciones vesiculosas hacia el espacio intercelular (flecha). 60.000 X. 
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(Figs. 24, 25). Algunas neuronas de 
citoplasma osrntofillco y granular con 
apartencia necrótica mostraban pre­
cipitación en granos de plomo, o áreas 
extensas cubiertas por un precipitado 
de plomo más fino. 

DISCUSION 

Alteraciones ultraestructurales e 
hlstoqulmicas del tejido nervioso. 

Al estudiar las alteraciones del 
tejido neIVioso en los ratones inocu­
lados con el virus de la EEV, discu­
tiremos en primer lugar el significa­
do de los hallazgos en las células 
gUales y en las neuronas, especial­
mente los cambios observados en 
algunas estructuras celulares, tales 
como mitocondrias, ribosomas, 
aparato de Golgi yvacuolas citoplas­
máticas. Posteriormente examina­
remos los resultados histoquímicos 
discutiendo el papel del virus de la 
EEV en la actividad de la enzima 
fosfatasa ácida a nivel del sistema 
vacuolar citoplasmático y de los li­
sosomas. 

La presencia de astrocitos con 
citoplasma hinchado y vacío fue un 
hallazgo constante. observándose 
distensión de los procesos pedales 
alrededor de los vasos sanguíneos y 
frecuentes particulas de glicógeno 
beta en el citoplasma. algunas de 
ellas agrupadas dentro de vesículas. 
Se ha reportado aumento del glicó­
geno en la astroglía, en heridas pe­
netrantes (64) e irradiación del cere­
bro (47) yen la vecindad de tumores 
cerebrales (58) '; nosotros lo hemos 
reportado también en el tejido ner­
vioso de equinos que presentaban 
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signos clínicos e histopatológicos de 
encefalitis (Resultados presentados 
en el VII Congreso Latinoamericano 
de Patología. Buenos Aires, Argenti­
na, 1969). Recientemente se ha de­
mostrado histoquímicamente, que 
en los astrocitos de monos con asfi­
xia intrauterina inducida experi­
mentalmente, se observaba aumen­
to de gránulos de glicógeno en el 
citoplasma (50); este hallazgo se ha 
relacionado con alteraciones en los 
mecanismos enzimáticos de las 
neuronas, específicamente con la 
disminución de algunas enzimas 
respiratorias. 

En los ratones recién nacidos 
inoculados con el virus de la EEV, el 
aumento del glicógeno en las células 
gliales no es tan marcado como el 
observado en equinos con encefali­
tis (García Tamayo, J. Resultados 
no publicados). Es muy probable 
que en ambos casos la infección vi­
ral provoque la inhibición de la sín­
tesis proteica de las neuronas y au­
mente su actividad proteolítica. al­
terando algunos de los sistemas en­
zimáticos que regulan el metabo­
lismo de la glucosa y provocando los 
depósitos de glicógeno descritos. Al 
discutir la actividad de la fosfatasa 
ácida en las neuronas de los ratones 
inoculados, mencionaremos algu­
nos aspectos ultraestructurules e 
histoquímicos relacionados con las 
posibles alteraciones metabólicas 
indUCidas por el virus de la EEV en 
las células nerviosas. 

Los cambios observados en las 
mitocondrias de las células nervio­
sas, variaron de acuerdo al tiempo 
de inoculación y de célula a célula; 
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fueron más marcados en los ratones 
sacIificados 35 y 48 horas después 
de la inoculación y en particular, en 
las células neIViosas que mostraban 
partículas virales en su citoplasma. 
Estos hallazgos coinciden en parte 
con las obseIVaciones hechas por 
Núñez Montiel (57) sobre la aparien­
cia de las mitocondrias en células 
cultivadas infectadas con el virus de 
la EEV, las cuales a pesar de su 
evidente resistencia fisica, se mos­
traban alteradas, posiblemente de­
bido al daño celular en la etapa final 
de la infección. Los cambios en la 
estructura de las mitocondrias al 
igual que los obseIVados en los ribo­
somas representan una evidencia 
morfológica de la acción del virus de 
la EEV sobre las celulas nerviosas y 
van a reflejar el desequilibrio exis­
tente en los diversos sistemas meta­
bólicos del tejido nervioso, como 
consecuencia de la infección viral. 

Es conveniente hacer algunas 
consideraciones sobre la síntesis de 
los ácidos nucleicos y de las proteí­
nas de las células nerviosas. y bre­
vemente. revisar la relación existen­
te entre estas funciones, la ultraes­
tructura celular y las modificacio­
nes inducidas por la infección viral. 
El estudio de estos aspectos reviste 
gran interés, no solamente por la 
importancia que tiene el metabo­
lismo proteico en el tejido nervioso, 
sino también porque algunos de los 
conceptos expuestos sevirán de 
base para interpretar posteriormen­
te los resultados histoquímicos. 

Normalmente. el ARN celular se 
sintetiza en moldes de ADN a nivel 
del núcleo (13). Se sabe que en las 

infecciones producidas por virus 
ARN, el ADN celular no interviene en 
la síntesis del ARN viral. de modo 
que el ARN viral no transfiere su 
información al ADN celular. actuan­
do él mismo como molde para la .' 
síntesis del ácido nucleico y proteí­
na viral (30). A pesar de los conoci­
mientos que en la actualidad existen 
sobre la formación de ARN viral, es 
poco lo que se sabe sobre los meca­
nismos por los cuales los virus ARN 
alteran los sistemas celulares. Tam­
poco se conoce con claridad cómo se 
desarrollan la mayor parte de los 
virus ARN: algunos virus como los 
del mosaico del tabaco, parecen en­
samblarse por un proceso similar a 
la cristalización (40); los mixovirus 
han sido exhaustivamente estudia­
dos, pero su síntesis difiere en as­
pectos fundamentales con la de 
otros virus ARN (35); entre los arbo­
virus del grupo antigénico A. los es­
tudios con el microscopio electróni­
co sobre el desarrollo de sus partí­
culas son en parte contradictorios 
(49, 52), no existiendo un concepto 
claro sobre el papel de las llamadas 
partículas precursoras en la replica­
ctón viral. Se sabe que algunos virus 
que poseen ARN provocan una dis­
minución de la síntesis del ARN ce­
lular (67); este fenómeno es produ­
cido por un proceso de interferencia 
con la polimerasa-ARN dependiente 
del ADN celular, mecanismo este se­
meJante a la acción del Actinomicín 
D sobre la síntesis del ARN nucleo­
lar (60). En lo que se refiere a la 
síntesis proteica. también se sabe 
que esta se detiene en la células, 
poco tiempo después de la infección 
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viral (lO) Y al parecer este fenómeno 
no depende exclusivamente de la 
inhibición de la síntesis del ARN 
celular inducida por el virus (19). Al 
inhibirse la síntesis de las proteínas, 
disminuye el número de polisomas 
y posteriormente, cuando se está 
sintetizando el ARN viral, se produce 
un aumento de los polisomas, los 
cuales ya contienen proteínas for­
madas bajo el control viral (30). 

La disminución del número de 
polisomas en las células que presen­
taban abundantes partículas vira­
les. ha sido observada con marcada 
frecuencia en nuestros ratones ino­
culados. pudiendo apreciarse tam­
bién, cómo aumentaba el número de 
ribosomas en algunas células que 
mostraban un aspecto muy altera­
do, adquiriendo los ribosomas la 
forma de racimos o de áreas exten­
sas con apariencia multigranular. 
Grimley (32) ha llamado la atención 
sobre los agregados de ribosomas en 
células con infección avanzada por 
el virus Semlild Forest (SFV), afir­
mando que estos deben representar 
morfológicamente el aumento de la 
síntesis directamente inducida por 
el virus. Estos hallazgos están de 
acuerdo con nuestras obsevaciones 
ultraestructurales y con los concep­
tos emitidos previamente sobre el 
comportamiento de las unidades 
formadoras de proteína en las célu­
las afectadas por el virus ARN. 

La organización helicoidal de los 
ribosomas. descrita por nosotros en 
las células nerviosas de los ratones 
inoculados con el virus de la EEV, se 
ha reportado previamente en algu­
nos tejidos animales (48, 71) Y vege-
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tales (36), y se ha relacionado con la 
formación de un ARNm especial, el 
cual habría sufrido una modifica­
ción transitoria (36. 71). También 
hemos observado polisomas con or­
ganización helicoidal en el tejido 
nervioso de ratones recién nacidos 
inoculados intracerebralmente con 
una suspensión de virus Nariva 
(Walder R y García-Tamayo J. Re­
sultados no publicados). Se han 
descrito polisomas helicoidales en el 
citoplasma de células cultivadas 
(72). sugiriendo que este fenómeno 
puede producirse sin que medien 
factores de índole anormal; sin em­
bargo. la similitud de los polisomas 
helicoidales encontrados por noso­
tros en las células nerviosas de ra­
tones inoculados con dos virus dife­
rentes, y la aparente relación entre 
los polisomas y las partículas virales 
o las masas de viroplasma, nos lle­
van a pensar que en los ratones 
inoculados con el virus de la EEV, es 
este virus el responsable de la for­
mación de los polisomas helicoida­
les y que posiblemente estas estruc­
turas estén relacionadas con la sín­
tesis de proteínas y de ARN de natu­
raleza viral. 

En general. la dilatación del re­
tículo endoplasmf¡tico. la formación 
de vesículas en el citoplasma y la 
presencia de grandes y tortuosos 
complejos de Golgl, estuvieron 
siempre presentes en las células 
nerviosas de los ratones inoculados. 
La complejidad de la estructura del 
aparato de Golgi. la proliferación 
aparente de sus cisternas y vesícu­
las y la dilatación del retículo endo­
plasmático. ya habían sido demos­
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tradas en células cultivadas infecta­
das con el virus de la EEV (57). 

La mayoría de los investigadores 
consideran que las vacuolas o veSÍ­
culas que van a servir de base para 
la replicación de los arbovirus del 
grupo antigénico A, provienen de las 
membranas del complejo de Golgi 
(42, 49, 57): sin embargo, no se ha 
reportado una confirmación morfo­
lógica precisa sobre el sitio de en­
samblaje de las partículas virales. 
Algunos estudios con el microscopiO 
electrónico muestran partículas 
precursoras que parecen migrar 
desde las membranas a través del 
citoplasma. para salir al exterior 
(52), otros las muestran en la peri­
feria de las vesículas, pareciendo en 
ocasiones penetrar al interior de 
ellas (16, 33, 49); corrientemente la 
formación de partículas virales ma­
duras se describe en el momento de 
producirse la adquisición, por parte 
del nuc1eocápsido viral, de una en­
voltura derivada de la membrana 
celular (2, 33, 49). Estas interpreta­
ciones sobre la formación de partí­
culas virales, se refieren primaria­
mente a la parte final del ensambla­
je, es decir, a la formación de la 
envoltura para el precursor viral. En 
este fenómeno no se ha logrado de­
mostrar con el microscopio electró­
nico, la participación del aparato de 
Golgi y de sus membranas, ni se a 
podido visualizar ninguna relación 
morfológica entre el complejo de 
Golgi y los nucleocápsidos virales. 
Nuestros hallazgos hablan de una 
decisiva e importante participación 
del complejo de Golgi en la forma­
ción de la envoltura de las partículas 

virales, demostrando con clartdad 
una secuencia, que probablemente 
es común para todos los arbovirus 
del grupo A en la cual se presentan 
las partículas precursoras pene­
trando en el interior de las cisternas 
del sistema vacuolar citoplasmático, 
tanto del retículo endoplasmático 
como del complejo de Golgi y en 
vacuolas citoplasmáticas. incorpo­
rándose la membrana de estas es­
tructuras para formar la envoltura 
viral. Estos aspectos serán discuti­
dos con mayores detalles al estudiar 
el desarrollo de las partículas del 
virus de la EEV. 

En algunas células nerviosas de 
los ratones inoculados, hemos des­
crito proyecciones en la superficie 
de la membrana plasmática, en for­
ma de vesiculizaciones focales, si­
tuadas en ocasiones en la vecindad 
del complejo de Golgl, y de grupos 
de partículas precursoras. Estas ve­
sículas son similares a las descritas 
en las vacuolas citopáticas tipo CPV 
lb en las células infectadas con el 
virus Semliki Forest. cuyas mem­
branas son señaladas por la auto­
rradiografia como sitios de replica­
ción (32). La presencia de estas pro­
yecciones en la superficie de la 
membrana plasmática coincide 
morfológicamente con la interpreta­
ción de Grirnley sobre la relación 
entre las vacuolas CPV tipo lb y la 
membrana celular, proponiéndose 
que ambas puedan ser sitios de re­
plicación viral (32), 

También hemos observado en el 
citoplasma de algunas células ner­
viosas, vacuolas similares a las lla­
madas vacuolas citopáticas, tipo la. 
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lb, le, descritas en células de em­
brión de pollo cultivadas. infectadas 
con el virus Semltki Forest (20, 32). 
Este tipo de vacuolas con proyeccio­
nes vesiculizadas en su membrana. 
las hemos visto en las neuronas de 
los ratones sacrificados dieciséis ho­
ras después de la inoculación intra­
cerebral con el virus de la EEV; sin 
embargo. en el tejido nervioso su 
presencia es ocasional, observándo­
se en algunas oportunidades en los 
leucocitos poltmorfonucleares que 
infiltran el tejido cerebral. En este 
tipo de vacuolas. no hemos observa­
do partículas virales. 

Estudios de autorradiografía y 
de microscopía electrónica han se­
ñalado a las vacuolas citopáticas 
tipo l. observadas en las células cul­
tivadas infectadas con el virus Sem­
ltki Forest. como los sitios más pri­
mitivos en la formación del ARN vi­
ral (32); estas vacuolas. que comien­
zan a hacerse visibles en las células 
cultivadas poco después de la ino­
culación del virus, han sido compa­
radas con los cuerpos globulares 
descritos por Yazusumi en la ence­
falitis japonesa (82). Se ha propues­
to que las vesículas contenidas en 
las vacuolas citoplasmáticas consti­
tuirían las envolturas de partículas 
virales incompletas (2). Se ha suge­
rido también que las vacuolas cito­
páticas son producidas por fagocIto­
sis (2), ya pesar de haberse desta­
cado su asociación con el complejo 
de Golgi y el sistema lisosómico. 
existen estudios con medios de con­
traste que sugieren que, al menos la 
mayor parte de ellas. no son produ­
cidas por este mecanismo (32). 
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Nosotros hemos observado en 
los ratones recién nacidos inocula­
dos con el virus de la EEV. vacuolas 
tipo CPV 1 en las células hepáticas. 
en las del sistema retículoendoteltal. 
en los macrófagos y leucocitos poli­
morfonucleares: su presencia oca­
sional. aunque más frecuente que 
en el tejido nervioso. no parece tener 
gran relación con las vacuolas que 
contienen partículas virales. sino 
que por el contrario. histoquímica­
mente algunas de ellas han mostra­
do actividad de fosfatasa ácida y 
morfológicamente están· relaciona­
das con los sistemas celulares en­
vueltos en los fenómenos de fagoci­
tosis y digestión celular (Garcia-Ta­
mayo J. Resultados no publicados). 
No debe escapar a nuestra atención 
el hecho de que los estudios realiza­
dos con el virus Semliki Forest. se 
han llevado a cabo en células del 
sistema nervioso de los ratones. 

Negrette (54) ha llamado la aten­
ción sobre la vacuolización observa­
da en los leucocitos de frotis sanguí­
neos de pacientes con enfermeda­
des virales. sugiriendo la posibilidad 
de que las vacuolas representan una 
alteraCión de los leucocitos provoca­
da por la acción directa de los virus, 
e indicando la importancia del exa­
men hematológico cuidadoso en las 
afecciones virales. La vacuolización 
del citoplasma de las células sanguí­
neas descrita en pacientes con EEV 
(55), podría corresponder a estruc­
turas vesiculares. semejantes a las 
que hemos observado en las células 
sanguíneas y del sistema retícu­
loendotelial de los ratones recién na­
cidos inoculados con el virus de la 
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EEV. Al comentar sobre el posible 
origen de estas vacuolas hemos in­
dicado su probable relación con el 
aparato lisosómico y con los meca­
nismos de fagocitosiS y autofagla; 
sin embargo, es indudable que ellas 
están relacionadas con la infección 
viral, pues no se observan en los 
animales utilizados como control. 
Queda siempre sujeta a discusión la 
relación existente entre los virus de 
la EEV y las vacuolas de las células 
sanguíneas: si estas son parte de los 
mecanismos celulares envueltos en 
la replicación viral como sugiere Ne­
grette (65). o si son prodUCidas por 
un incremento de la fagOCitosiS 
como consecuencia de la infección 
viral. 

En las células nerviosas de los 
ratones inoculados con el virus de la 
EEV. se vieron estruturas vesiculo­
sas y vacuolas redondeadas que 
contenían vesículas pequeñas o dis­
tendidas. las cuales guardaban lige­
ra semejanza con los cuerpos globu­
lares de la encefalitis japonesa (82); 
en algunas células nerviosas estas 
estructuras parecían originarse por 
hinchamiento de las crestas de las 
mitocondrias. Algunas sinapsis 
mostraron vesículas alargadas de 
formas poliédricas o irregulares, si­
milares a las descritas en ciertas 
condiciones patológicas del sistema 
nervioso (28. 29, 61); estas sinapsls 
de aspecto alterado, fueron observa­
das primariamente en las muestras 
provenientes de :..JS ratones sacrifi­
cados 16 y 24 horas después de la 
inoculación. 

Otro hallazgo frecuente fue el de 
neuronas degeneradas, con cito­

plasma osmiofIlico y granular, con 
masas de cromatina y grupos de 
ribosomas, o con vacuolización 
marcada del citoplasma: en general, 
la apariencia de estas células fue 
similar a la reportada en células 
necróticas, en otras infecciones con 
arbovirus del grupo A (32, 49). La 
actividad de fosfatasa ácida en estas 
células alteradas fue muy intensa, 
en ocasiones cubriendo en forma de 
gránulos irregulares todo el cito­
plasma.Resulta interesante la ob­
servación de frecuentes partículas 
del virus de la EEV. en espacios 
alrededor de las vainas de mielina 
de los axones. Un hallazgo similar 
ha sido reportado por Yazusumi en 
el tejido nervioso de ratones infecta­
dos con el virus de la encefalitis 
japonesa B (82), observándose las 
partículas en el axoplasma y en el 
espacio intersticial periaxónico. Se 
podría especular sobre esta localiza­
ción del virus y las rutas que este 
puede seguir en su diseminación e 
invasión del tejido nervioso cuando 
se liberan las partículas de las célu­
las infectadas. Nosotros no observa­
mos partículas virales en el axoplas­
ma, pero sí se vieron con mucha 
frecuencia en la periferia de las vai­
nas de mielina. Es interesante des­
tacar el hecho de que estos hallazgos 
fueron observados solamente en al­
gunos ratones sacrificados entre 38 
y 48 horas después de la inocula­
ción con el virus de la EEV, no pu­
diendo precisarse todavía, si existe 
alguna relación entre el área del te­
jido nervioso examinado y las partí­
culas virales periaxónicas. Es muy 
probable que los espacios intercelu-
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lares, en la periferia de las vainas de 
mielina puedan ser una vía utilizada 
por el virus para invadir el sistema 
nervioso. 

Antes de pasar a discutir la ac­
tividad de la fosfatasa ácida en las 
cisternas y vacuolas del aparato de 
Golgl y en otras zonas del sistema 
cltoplasmático de membranas en 
las neuronas de los ratones inocu­
lados, es importante mencionar al­
gunos conceptos elementales sobre 
esta enzima. 

La fosfatasa ácida es una enzima 
hidrolitica que actúa en un pH bajo 
y la cual parece originarse a nivel de 
los ribosomas {l4J, migrando desde 
allí, a través de las cisternas del 
retículo endoplasmático para con­
centrarse en el aparato de Golgi (11, 
12); de sus cisternas y vacuolas se 
desprenden pequeñas vesículas que 
van a llevar la enzima hasta los liso­
somas (12, 56). Esta hipótesis es 
aceptada como correcta por la ma­
yoría de los investigadores, y es ne­
cesario tenerla presente al discutir 
el significado de la localización ul­
traestructural de los depÓSitos de 
plomo, que utilizando el método de 
Gomon, marcan los sitios de activi­
dad enzimática en las células. 

En estudios de histoquímica 
aplicada a la microscopia electróni­
ca realizados en la Universidad de 
Wisconsín durante los años 1966 y 
1967, reportamos la actividad de la 
fosfatasa ácida en las células del 
alvéolo pulmonar del acure (25), pu­
diendo constatar la efectividad del 
método de Gomori en otros tejidos 
de animales de experimentación: al­
gunos de estos experimentos se 
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efectuaron en acures sometidos a 
condiciones anormales, tales como 
ayuno (García-Tamayo, J. y Valdivia 
E. Resultados no publicados), hipo­
xia crónica (76), intoxicación con 
etionina (77), y con CCl4 (75). 

Estos estudios sobre la localiza­
ción de la fosfatasa ácida en condi­
ciones normales y patológicas, y al­
gunos trabajos de investigación en 
histoquímica aplicada al microsco­
pío electrónico que se realizan ac­
tualmente en nuestro laboratorio 
(Vallejos- Escobar, R. E. Comunica­
ción personal). nos permiten hacer 
algunas consideraciones sobre el 
significado de los resultados obteni­
dos con el método de Gomori, en los 
ratones inoculados con el virus de la 
EEV. 

La actividad de la fosfatasa ácida 
fue demostrada en las cisternas del 
retículo endoplasmático y con ma­
yor intensidad en el complejo de 
Golgi y en los lisosomas de numero­
sas neuronas de los ratones inocu­
lados. La presencia de precipitado 
de plomo en el aparato de Golgi fue 
constante y siempre la reacción fue 
intensamente positiva. al igual que 
en algunos lisosomas y en células 
completamente degeneradas. La po­
sitividad de la actividad de fosfatasa 
ácida en las cisternas del retículo 
endoplasmático es un hecho de mu­
cha significación. Por el contrario, 
no se observó en animales utilizados 
como control, ni conocemos repor­
tes previos que muestren una posi­
tividad tan marcada para la fosfata­
sa ácida como la observada por no­
sotros en esta localización. Convie­
ne preguntarse hasta qué punto es 
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posible ubicar los sitios de actividad 
de la enzima basándose en la locali­
zación de los depósitos de plomo: 
normalmente estos parecen estar si­
tuados en el espacio libre de las 
cisternas. y en ocasiones se obser­
van adhertdos a las membranas del 
complejo de Golg1.Con frecuencia se 
vieron depósitos de plomo en las 
membranas de cisternasy vacuo]as. 
a las cuales estaban adhertdas par­
tículas virales precursoras. notán­
dose cómo algunas partículas vira­
les maduras, recién formadas por la 
incorporación de las membranas del 
aparato de Golgi en el nucleocápsido 
viral. mostraban pequeños depósi­
tos de plomo en su superficie. Si 
bien es cierto que estos detalles de­
ben observarse con mucha cautela. 
considerando siempre la posibilidad 
de estar en presencia de artificios. 
tan frecuentes al utilizar el método 
de Gomort aplicado al microscopio 
electrónico, la ausencia del precipi­
tado en otras zonas y la nítida y 
constante localización ultraestruc­
tural de la reacción. nos permite 
afirmar que los depósitos de plomo 
en las células de los ratones están 
marcando con precisión los sitios de 
actividad de la enzima. 

En este estudio hemos aplicado 
una vartante del método de Gomort, 
utilizando beta glicerofosfato de so­
diO como substrato con acetato de 
plomo para marcar los sitios de ac­
tividad de la enzima. y con acetato y 
cacodilato como soluciones amorti­
guadoras. Las muestras obtenidas 
sin precipitado visible. se procesa­
ron sin las dificultades técnicas que 
hemos podido observar utilizando el 

medio de Gomori preparado con ni­
trato de plomo y trts-maleato como 
solución amortiguadora (García-Ta­
mayo J. Y Valdivia E. Universidad de 
Wisconsin, Dep. de Patología. Re­
sultados no publicados). 

Otros aspectos interesantes de 
los hallazgos histoquímicos son: La 
exagerada actividad de la fosfatasa 
ácida en los tortuosos complejos de 
Golgi. si se comparan los ratones 
inoculados con los controles. y la 
presencia de depósitos de plomo en 
las cisternas del retículo endoplas­
mático y en las cisternas pertnu­
cleares. Estos hallazgos señalan 
que. en las células nerviosas afecta­
das por el virus de la EEV. se produ­
ce un aumento de l~ actividad de la 
fosfatasa ácida. el cual muy prob­
ablemente está relacionado con las 
funciones del sistema lisosómico 
como respuesta a la alteración de la 
homeostasis celular (56). Paralela­
mente al aumento de la actividad de 
la fosfatasa ácida, debe producirse 
un incremento de otras enzimas hi­
drolíticas ácidas del sistema I1sosó­
mico. La actividad de la fosfatasa 
ácida debe producirse como res­
puesta a cambios iónicos a nivel de 
las citomembranas (15), los cuales 
disminuirían el pH celular, facilitan­
do acción de las enzimas hidrolíticas 
ácidas (12, 56). Pero debemos pre­
guntarnos si puede considerarse al 
virus de la EEV. como un factor 
capaz de promover un incremento 
en la producción de la enzima fosfa­
tasa ácida en las células afectadas. 
Es importante recordar que el ARN 
viral dirtge la síntesis de las proteí­
nas. se replica. y actúa como men-
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sajero estimulando la producción de 
enzimas por las células (43). Las 
células que muestran partículas vi­
rales están sintetizando proteínas y 
ácidos nucleicos virales. y la fosfata­
sa ácida es una proteína que se 
origina a nivel de los ribosomas; de 
tal modo que puede plantearse el 
interrogante de si es esta enzima 
formada en exceso por acción direc­
ta del virus sobre las membranas del 
complejo de Golg¡, o si el aumento 
de su actividad en las células inva­
didas por el virus es solamente la 
respuesta reactiva del sistema liso­
sómico de células en las cuales se 
está implantando un nuevo control 
de su código genético y de su meta­
bolismo proteico, alterándose sus 
sistemas y llevándolas progresiva­
mente hacia la muerte. 

El efecto de la infección viral so­
bre el sistema lisosómico y sobre la 
actividad de la fosfatasa ácida, ha 
sido estudiado porAlUson y Mallucci 
(3) en células HeLa infectadas con 
adenovirus y células de embrión de 
pollo infectadas con virus de la en­
fermedad de Newcastle, determi­
nándose que en estas infecciones se 
producía la liberación de enzimas 
lisosómicas como consecuencia de 
la infección viral. Malluci y Allison 
(45) consideraron la descarga de fos­
fatasa ácida en los fagosomas como 
un mecanismo celular implicado en 
la destrucción viral por ataque a la 
envoltura proteica. El hallazgo de un 
aumento progresivo de la fosfatasa 
ácida. desoxirribonucleasa ácida y 
ribonucleasa ácida en las fracciones 
solubles obtenidas por centrifuga­
ción en células de embrión de pollo 
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infectadas con el virus "Fowl plague" 
(45). contribuye a sostener nuestras 
observaciones sobre el incremento 
de la actividad de la fosfatasa ácida 
observada con el microscopio elec­
trónico en las neuronas de los rato­
nes inoculados con el virus de la 
EEV. 

Creemos necesario proseguir y 
ampliar los estudios de histoquími­
ca en la infección con el virus de la 
EEV. para comprender mejor las ba­
ses fisicoquímicas de las alteracio­
nes celulares. Consideramos que la 
presencia de actividad de fosfatasa 
ácida en la cisterna perinuclear y 
cisternas del retículo endoplasmáti­
co es indicio de una producción muy 
activa de esta enzima, lo cual se 
traduce en los grandes depósitos de­
mostrados en el complejo de Golgi y 
en los I1sosomas. 

Viremia y penetración del virus 
en el sistema nervioso. 

La mayoda de los ratones adultos 
son susceptibles a la inoculación in­
tracerebral con casi todos los arbovi­
rus. pero son poco afectados si la 
inoculación se hace por otra via; los 
ratones recién nacidos por el contra­
rio, son muy susceptibles a la inocu­
lación de arbovirus por diferentes 
vías. Este hecho demuestra la exist­
encia de una variación en la permea­
bilidad selectiva de los vasos del siste­
ma nervioso de los ratones. en rela­
ción con la penetración viral. Prob­
ablemente Jos ratones recién nacidos 
poseen un endotelio más inmaduro. 
sin membrana basal, más fácilmente 
permeable a las partículas virales ino­



culadas por cualquier ruta, en tanto 
que en los ratones adultos prevalece 
la selectividad de la barrera hema­
toencefálica. Los virus presentes en la 
sangre circulante pueden penetrar al 
sistema neIVioso atravesando lapared 
vascular y por lo tanto, salvando la 
llamada barrera hematoencefálica. 
pero existe otra posibilidad de alcan­
zar el tejido neIVioso y esta es, a través 
de los tractos olfatorios (38), especial­
mente en la etapa de la viremia carac­
terizada por la presencia de los virus 
en las secreciones nasales. 

En la EEV, la viremia es masiva 
(39, 72) Yla penetración del virus al 
sistema neIVioso debe ocurrir a tra­
vés de la barrera hematoencefálica: 
la presencia de los virus de la EEV 
en las secreciones nasales de algu­
nos enfermos (18), sugiere la posibi­
lidad de que el virus penetre .al sis­
tema neIVioso por la vía de los trac­
tos olfatorios. La presencia de abun­
dantes partículas virales en la peri­
feria de axones mielínicos en los 
cortes de los ratones sacrificados 38 
a 48 horas después de la inocula­
ción, contribuyen a sostener la hi­
pótesis de popagación de los virus 
por la víaneurotrópica. 

Kissling (39), reportó una altísi­
ma tasa de virus en la sangre de 
caballos infectados con EEV, indi­
cando el porqué esta enfermedad es 
tan fácil de diseminar, cuando se 
hacen presentes gran número de 
mosquitos en el curso de una epi­
zootia equina. Tasker y col. (72l, 
demostraron que dos horas después 
de la inoculación intraperitoneal del 
virus de la EEV en los ratones, éste 
se encuentra presente en la sangre 

y antes de seis horas se puede aislar 
de numerosos tejidos; en este estu­
dio, la rapidez de la multiplicación y 
la elevada viremia, sugerían la POSi­
bilidad de que los virus se acumula­
ran durante su desarrollo en órga­
nos muy vasculartzados corno los 
pulmones, hígado y riñones; desta­
cándose también las alteraciones y 
la alta tasa de virus presente en los 
órganos linfáticos, como índice de la 
reacción del tejido linfoide en la 
EEV. Estudios sobre la histopatolo­
gía en diferentes especies animales 
(27, 68), han considerado que la 
denominación de encefalitis para el 
cuadro clínico patológico provocado 
por el virus de la EEV, no es del todo 
correcto. La afectación del tejido lin­
foide en la EEV parece ser un hecho 
constante (78); algunas especies 
animales presentan necrosis de los 
glanglios linfáticos o de la médula 
ósea, en tanto que en otras, predo­
mina la meningoencefalitis o encé­
falomielitis. Los estudios histopato­
lógicos tambien coinciden en mos­
trar alteraciones de la pared de los 
vasos sanguíneos (27, 81). Igual­
mente. los hallazgos anatomopato­
lógicos de los casos humanos repor­
tados por Wenger {80, 81l, muestran 
alteraciones vasculares, con hipere­
mia y cambios inflamatorios en al­
gunos órganos. particularmente en 
el pulmón. El estudio histológico del 
pulmón en nuestros ratones recién 
nacidos. inoculados con el virus de 
la EEV. también ha demostrado sig­
nos de neumonitis; ultraestructu­
ralmente, las partículas virales en el 
pulmón son muy numerosas {Gar­
cia-Tamayo J. Resultados no publi-
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cados). La presencia de graves mal­
formaciones cerebrales en fetos na­
cidos de madres que habían padeci­
do de encefalitis durante el embara­
zo, también fueron reportados por 
Wenger (81), y son una evidencia de 
la infección viral transplacentaria 
durante la severa fase de viremia 
que caracteriza la EEV. En los seres 
humanos, se ha demostrado que la 
viremia. en la EEV es corta, desapa­
reciendo el virus de la sangre des­
pués del tercer día de la infección, 
posiblemente por la aparición de an­
ticuerpos neutralizantes especificos 
(18). 

La presencia de particulas vira­
les en el interior de los vasos sanguí­
neos es un hecho muy significativo, 
por lo poco corriente que resulta el 
hallazgo de un virus en el medio 
extracelular, y en este caso, en un 
medio aislado de las células nervio­
sas por el endotelio vascular. No 
conocemos reportes previos de esta 
localización en las infecciones pro­
vocadas por los arbovirus, y consi­
deramos que las partículas virales 
observadas en la luz vascular, deben 
estar directamente relacionadas con 
la masiva viremia que se sabe existe 
en los casos de EEV. La misma opi­
nión es sostenida por Lascano, 
quien ha observado las partículas 
del virus Aura en la luz de los vasos 
sanguíneos (Lascono E.F. Comuni­
cación personal). Algunos estudios 
han pretendido demostrar la impor­
tancia de las alteraciones submi­
croscópicas de los endotelios en la 
patogénesís de las afecciones vira­
les; pero, ante la presencia de lesio­
nes endoteliales en el sistema ner-
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vioso, persiste la duda de que sI 
éstas son, o no, posteriores al daño 
celular perivascular. Estudios con el 
virus Sindbis (38), parecen indicar 
que éste es capaz de multiplicarse 
en el endotelio de los pequeños va­
sos cerebrales, antes de penetrar al 
sistema nervioso. Nosotros no ob­
servamos alteraciones endoteliales 
en el tejido nervioso de los ratones 
inoculados. A pesar de verse con 
frecuencia partículas virales en la 
luz vascular, estas partículas no pu­
dieron identificarse en la superficie, 
ni penetrandoa través de las mem­
branas de las células endoteliales. 

DesalToUo de las partículas virales. 

El material genético de los arbo­
virus está constituido por moléculas 
de ARN, las cuales al penetrar en las 
células se localizan y se multiplican 
en el citoplasma (60). Para analizar 
detenidamente el desarrollo de los 
virus de la EEV en el cerebro de los 
ratones inoculados, es necesario 
discutir los resultados de algunos 
trabajos en los cuales se propone 
una interpretación ultraestructural 
para explicar la manera como se 
forman las partículas virales de di­
ferentes arbovirus y de este modo, 
examinar en detalle el proceso de 
ensamblaje de las partículas del vi­
rus de la EEV. 

Debemos recordar que los arbo­
virus, que invaden las células por 
mecanismos poco conocidos, co­
mienzan a hacerse visibles después 
de la fase de eclipse. Estudios con el 
microscopio electrónico, han mos­
trado partículas precursoras de los 
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virus en células infectadas con dife­
rentes arbovirus del grupo A (2. 8. 
33.49. 52, 53); sin embargo, aún no 
se conoce con certeza cuál es el pa­
pel de estas partículas en el proceso 
de síntesis y replicación viral. Los 
primeros reportes sobre la ultraes­
tructura del virus de la encefalitis 
equina del Oeste (EEO) (49) y de la 
encefalitis equina venezolana (52). 
mostraron nucleocápsidos redon­
deados. considerados como precur­
sores de las particulas virales. situa­
dos en la periferia de vacuo las o 
libres en el citoplasma de las células 
cultivadas infectadas con los virus. 
observándose también partículas 
virales maduras en el interior de 
vacuolas citoplasmáticas: sin em­
bargo. la interpretación sobre el ori­
gen de las partículas virales fue con­
tradictoria. Morgan (49) indicaba. 
que las partículas precursoras del 
virus de la EEO parecen cruzar la 
membrana de las vacuolas y pene­
trar en la luz. adquiriendo al hacerlo 
una cubierta periférica; pero. a pe­
sar de lo lÓgico de esa secuencia., y 
de la presencia de partículas virales 
maduras dentro de las vacuolas. no 
se observaban muchas formas de 
transición. Mussgay y Weibel (52). 
describieron las partículas del virus 
de la EEV con el microscopio elec­
trónico en las células KB cultivadas. 
proponiendo que los virus maduran 
en las membranas citoplasmáticas 
y van desprendiéndose~ migrando a 
través del citoplasma hacia la su­
perficie de la célula. donde se libe­
ran. Núñez-Montiel (57) también 
deSCribiÓ las partículas del virus de 
la EEV en el citoplasma vacuolizado 

de células cultivadas infectadas con 
ese virus, pero no emitió comenta­
rios sobre el posible origen de las 
partículas obseIVadas alrededor y 
dentro de las vacuolas. Reciente­
mente (8) el desarrollo del virus de 
la EEV ha sido estudiado en células 
cultivadas, demostrándose la ma­
duración de los virus en la membra­
na externa de las células y en la 
membrana de las vacuolas citoplas­
máticas. 

Estudios con el virus Sernlild Fo­
rest (2. 16). han demostrado con cla­
ridad la manera como las partículas 
precursoras de ese arbovirus del gru­
poA. adquieren la envoltura a nivel de 
la membrana plasmática y salen al 
exterior de la célula por un mecants': 
mo semejante a la gemación; aunque 
se describen ocasiona1mente partícu­
las virales maduras dentro de las va­
cuolas citoplasmátlcas. no se pudo 
obseIVar la penetración de los precur­
sores del virus al interior de lasvacuo­
las. Estudios más detallados sobre el 
desarrollo del virus Sernlild Forest. 
han aclarado más. el obscuro proble­
ma de la formación de las partículas 
virales en los arbovirus. En la referen­
te a la penetración de las partículas 
virales en el interior de las vacuolas 
Erlandson (16) hace las mismas ob­
servaciones señaladas por Morgan y 
colaboradores. indicando que si bien 
las partículas del viruS SernIild Forest 
parecen cruzar la membrana y al ha­
cerlo incorporan una cubierta perifé­
I1ca., éste debe ser un proceso muy 
rápido. si es que en realidad existe. ya 
que se ven escasas formas de transi­
ción. En este estudio (16). también se 
propone la hipótesis del desarrollo de 
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las particulas virales maduras en el 
interior de las vacuolas. sin contacto 
con la membrana pertfértca; esta idea 
contrasta con la constante ausencia 
de particulas precursoras en la luz de 
las vacuolas citoplasmátlcas. 

Posteriormente. Grirnley (32) es­
tudia exhaustivamente la formación 
de vacuolas en células de embrión 
de pollo infectadas con SFV y propo­
ne d1ferenciarlas en dos grupos: Va­
cuolas citopáticas tipo I y tipo n. Al 
discutir las alteraciones de las 
cé1ulas nerviosas nos referimos al 
origen y al sign1ficado de las vacuo­
las cttopáticas tipo 1. Sobre el meca­
nismo de penetración de las particu­
las virales en las vacuolas tipo 11. 
Grimley (32) afirma. que los virus 
adquieren su envoltura en tránsito 
hacia la luz de las vacuolas. y con­
sidera que éstas se originan en las 
cisternas del retículo endoplasmáti­
co. Esta hipótesis. relacionando el 
retículo endoplasmático con las va­
cuolas que contienen partículas vi­
rales. ha sido propuesta para otros 
arbovirus (6. 7.23.42.68). También 
Morgan (49). al estudiar el desarro­
llo del virus de la EEO en células 
cultivadas. consideró la posibilidad 
de que las vacuolas se originaran del 
retículo endoplasmático. pero re­
chazó ésta como una hipóteSiS poco 
probable. Recientemente Lascano y 
col (40). han mostrado por prtmera 
vez partículas de un arbovirus del 
grupo A. en las cisternas del retículo 
endoplasmático. Estudio con el mi­
croscopio electrónico sobre el desa­
rrollo del virus Chikungunya (33). el 
cual pertenece al grupo A de los 
arbovirus. han mostrado semejan-
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zas entre la parte central de las par­
tículas virales maduras y las partí­
culas precursoras. demostrando el 
proceso de ensamblaje de las partí­
culas virales en la superficie celular 
por medio de anticuerpos marcados 
con ferritlna. En lo referente a la 
penetración de los precursores del 
virus Chikungunya a través de las 
membranas de las vacuolas. no se 
observó ninguna imagen de gema­
ción. pero se supone que ésta debe 
ocurrir de una manera similar a la 
propuesta por Morgan para el virus 
de la EEO. 

Algunos estudios sobre el desa­
rrollo del virus de la fiebre amarilla 
(6. 7) han demostrado partículas vi­
rales en cisternas del retículo endo­
plasmático yen el citoplasma celu­
lar; no obstante la clara visualiza­
ción de los virus. no se identificaron 
partículas precursoras. siendo este 
detalle común a los arbovirus del 
grupo B. Igualmente. en la infección 
con virus de la encefalitis japonesa 
(82) no se han observado particulas 
precursoras. a pesar de ser los ha­
llazgos ultraestructurales similares 
a los reportados por Morgan (49) 
para el virus de la EEO. proponién­
dose también un mecanismo de pi­
nocitosis invertida para explicar la 
liberación de los virus. Una excep­
ción entre los arbovirus del grupo B. 
parece ser el virus Powassan (1). 
transmitido por la picadura de ga­
rrapatas. y en cuya infección se han 
descrito partículas similares en ta­
maño a los llamados precursores 
virales. 

Al resumir las hipótesis que se 
han propuesto sobre el desarrollo de 
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las partículas virales en los arbovi­
rus, observamos que la mayoña de 
los estudios con el M.E. sugieren 
que las particulas precursoras de 
los arbovirus del grupo A adquieren 
una cubierta y se transforman en 
partículas virales maduras cuando 
penetran en la luz de las vacuolas 
cttoplasmáticas. El origen de las va­
cuolas citoplasmáticas y su signifi­
cado en relación con la replicación 
viral son obscuros; si bien algunos 
autores sugieren la participación del 
retículo endoplasmático en su for­
mación, esta relación es más apa­
rente en las infecciones con arbovi­
rus del grupo B. 

Núñez MonUel (57) llamó la 
atención sobre el desarrollo del com­
plejo de Golgi en las células infecta­
das con el virus de la EEV. señalan­
do que este sistema de membranas 
y cisternas posiblemente estaba re­
lacionado con la formación de las 
vacuolas y con la replicación de los 
virus. Lascano (42), estudiando otro 
arbovirus del grupo A. concluye en 
base a sus observaciones con el 
M.E.• que las membranas del apara­
to de Golgi deben participar en el 
ensamblaje del virus Aura, y hace 
hincapié en que todavía no existe 
una clara demostración del proceso 
de ensamblaje de las partículas vi­
rales en el interior de las células. 
Nuestros hallazgos confirman la hi­
pótesis de Lascano, y muestran en 
detalle las diferentes etapas de la 
penetración viral, tanto en las va­
cuolas cttoplasmáticas. como en las 
cisternas proliferadas del complejo 
de Golgi. 

Los resultados obtenidos inocu­
lando intracerebralmente ratones 
recién nacidos con el virus de la 
EEV, sugieren que en el citoplasma 
de las células nerviosas comienzan 
a aparecer masas de material retícu­
lo-granular, generalmente en la ve­
cindad del complejo de Golgi, y alre­
dedor de ellas se van a formar las 
partículas precursoras, para migrar 
hacia las membranas del retículo 
endoplasmático y del aparato de 
Golgt, adquiriendo una cubierta al 
penetrar al interior de las cisternas 
o vesículas citoplasmáticas, o al sa­
lir de la célula atravesando la mem­
brana plasmática. Esta·secuencia 
coincide en parte con las observa­
ciones hechas por Morgan (49) sobre 
el desarrollo del virus de la EEO, en 
células cultivadas; sin embargo. di­
fiere considerablemente del concep­
to que sobre el desarrollo del virus 
de la EEV, se ha sostenido hasta el 
presente (52). Hemos descrito partí­
culas con el aspecto de estructuras 
redondas y osmlofilicas, en ocasio­
nes con un centro más lúcido, que 
miden entre 28 y 35 milimicras, las 
cuales se disponen aisladas o en 
grupos, y ocasionalmente formando 
conglomerados de apariencia crista­
lina, pero con mayor frecuencia es­
tas partículas se vieron adheridas a 
las membranas del retículo endo­
plasmático y a las cisternas y vesí­
culas del complejo de Golg1. Estruc­
turas de forma y tamaño similares 
se han considerado como nucleo­
cápsidos precursores en la forma­
ción de las partículas virales madu­
ras en diferentes tipos de arbovirus 
del grupo A (2, 33, 42, 49, 52). 
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Hemos descrito también. masas 
retículogranulares. con aspecto si­
milar a la cromatina nuclear o a las 
formaciones granulares inducidas 
por la puromicina en el citoplasma 
de las células neIViosas de ratones 
(24) y en las células de los acinos 
pancreáticos de ratas (44). Las ma­
sas granulares. descritas en el cito­
plasma de los ratones inoculados 
con el virus de la EEV, se vieron con 
frecuencia rodeadas por partículas 
precursoras: podríamos considerar 
aceptable la denominación de viro­
plasma Si suponemos que este ma­
terial granular es proteina viral. y 
dicha suposición se basaría en el 
parecido entre las masas granulares 
y la cromatina nuclear yen el hecho 
de que con frecuencia las partículas 
precursoras parecen nacer por con­
densación del material granular. 
Hallazgos similares han sido recien­
temente reportados en células de 
embrión de pollo infectadas con el 
virus de la EEV (8). 

Estudios en células cultivadas 
de embrión de pollo infectadas con 
el virus Semliki Forest (20) han su­
gerido, que tanto la proteína viral 
como el ácido ribonucleico. se for­
man en las membranas de esas cé­
lulas. En un trabajo más reciente, 
Grimley y col (32) sugieren, que la 
membrana plasmática puede ser 
también el sitio donde se efectúa la 
síntesis de proteína viral. y propo­
nen que las primeras etapas en la 
síntesis del virus SF, se cumplen en 
vacuolas citoplasmáticas. Si toma­
mos como base estos estudios. las 
masas de viroplasma y de particulas 
precursoras descritas por Bykovsky 
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(8) Ypor nosotros, deben correspon­
der a áreas de almacenamiento de 
partículas virales que han penetra­
do en las células y que se hacen 
visibles inmediatamente después de 
la fase de eclipse: de manera que la 
maduración de las partículas virales 
se podría efectuar a nivel de la mem­
brana celular o en algunas vacuolas 
cuando los nucleoides incorporan la 
envoltura. Sin embargo, nosotros 
consideramos muy probable que los 
nucleoides que constituyen las par­
tículas precursoras del virus de la 
EEV. estén formados por ARN y pro­
teína viral y que tanto la proteína 
como el ARN del virus de la EEV, 
podrían ser fabricados de las masas 
de viroplasma descritas. Debe tam­
bién plantearse la pOSibilidad de que 
las masas de viroplasma repre­
senten grandes agrupaciones de ri­
bosomas, proteínas celulares y par­
tículas precursoras en un estado 
tardío de la infección celular. Aun­
que no puede subestimarse el hecho 
de que las células con mayor canti­
dad de virus y focos de viroplasma 
mostraron dispersión y disminución 
de los polirribosomas. considera­
mos poco probable que las masas 
retículogranulares representen un 
estadio tardío; especialmente por 
presentar estas áreas de viroplas­
ma, aspecto en ocasiones incipiente. 
sin partículas precursoras, en el ci­
toplasma de las células neIViosas de 
los ratones sacrificados 16 horas 
después de la inoculación. 

Hemos propuesto que las partí­
culas precursoras pueden formarse 
en condensaciones de ácido ribonu­
c1eico y de proteína formadas bajo el 
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control viral. en el citoplasma de las 
células nerviosas y esta hipótesis se 
apoya en parte en los estudios re­
cientemente reportados sobre el de­
sarrollo del virus Chikungunya, uti­
lizando la técnica de autorradiogra­
tia, los cuales demostraron la pre­
sencia de ARN viral en masas de 
viroplasma obseIVadas en el cito­
plasma celular (34). Por otra parte, 
es notorio el parecido existente entre 
el viroplasma asociado a partículas 
virales en la EEV y las inclusiones 
citoplasmáticas e intranucleares 
obseIVadas en las infecciones provo­
cadas por el virus de inclusión cito­
megálico (46), herpes simple (Gar­
cía-Tamayo J. Resultados presenta­
dos en la XIV Jornadas de la Socie­
dad Venezolana de Anatomía Pato­
lógica. Maracay. Venezuela. 1968); y 
las inclusiones citoplasmáticas pro­
ducidas en las neuronas de ratones 
(37), zorros (14). perros y humanos 
por el virus de la rabia (García- Ta­
mayo J. Resultados presentados en 
el VII Congreso Latinoamericano de 
Patología y 11 Congreso Panamerica­
no de la Academia Internacional de 
Patología. Buenos Aires. 1969). 

Recientemente se han reportado 
partículas virales alrededor de ma­
sas granulares y osmioftltcas, en el 
citoplasma de células infectadas 
con el virus de la fiebre de las garra­
patas del Colorado, y del virus Che­
nuda (51). Esta localización cito­
plasmática de las partículas precur­
sora, rodeando masas de material 
similar a la cromatina, habían sido 
descritas por Southan en células 
cultivadas infectadas con el virus 
West Nlle y Guaroa (68), y reciente­

mente se ha demostrado en el cere­
bro de ratones y en células cultiva­
das infectadas con el virus Aura. 
clasificado en el grupo A de los ar­
bovirus (42), y en células cultivadas 
de embrión de pollo infectadas con 
el virus ae la EEV (8). Exceptuando 
los trabajos que mencionamos, no 
conocemos otras publicaciones en 
las que se describen masas de viro­
plasma en relación con particulas 
precursoras en los arbovirus del 
grupo A o B. 

Los estudios realizados en cere­
bro de ratón yen células de embrión 
de pollo infectadas con virus Aura, 
demostraron la presencia de forma­
ciones tubulares dentro de las ma.­
sas de material electrondenso: en 
estos rubos parecen originarse las 
partículas virales precursoras (Las­
cano. E. Comunicación personal). 
Hallazgos similares han sido repor­
tados por Bykovsky en la infección 
con virus de EEV (8). Formaciones 
tubulares similares a las descritas 
en la infección de los virus Aura y 
EEV han sido reportadas en las va­
cuolas citoplasmáticas de células 
HEp2 (16) Y células de embrión de 
pollo (2) inoculadas con el virus 
Semlikt Forest: sin embargo. estas 
estructuras no han sido descritas en 
asociación con masas de vtroplas­
ma. Nosotros hemos tenido la opor­
tunidad de obseIVar estructuras tu­
bulares de apariencia muy similar a 
las descritas anteriormente, ubica­
das en el citoplasma y algunas veces 
en masas de material granular con 
aspecto de viroplasma, en el cerebro 
de ratones recién nacidos inocula­
dos con una suspensión de virus 
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Nariva (Walder R. y García-Tamayo 
J. Resultados no publlcados). 

Estructuras tubulares semejan­
tes a las reportadas han sido descri­
tas en células infectadas con virus 
polioma (83). herpes (62) y del sa­
rampión (79). no conociéndose su 
origen ni sus funciones. auque se 
cree que están relacionadas con el 
proceso de emsamblaje de las partí­
culas virales. Todos estos resulta­
dos contribuyen a destacar la rela­
ción que parece existir entre las par­
tículas precursoras y las áreas de 
viroplasma encontradas en el cito­
plasma de células infectadas con 
arbovirus del grupo A. 

81 bIen es cierto que los hallaz­
gos descritos van a afianzar la teoria 
propuesta sobre el desarrollo de los 
precursores del virus de la EEV en 
masas de viroplasma. es preciso que 
revisemos brevemente algunos es­
tudios sobre la repllcación del ARN 
viral para poder interpretar mejor el 
significado de los llamados precur­
sores virales y sobre todo para com­
prender mejor la relación que puede 
existir entre los nucleocápsidos. la 
alteración de los sistemas celulares 
y el proceso mismo del ensamblaje 
y de la síntesis del virus de la EEV. 

En los virus que contienen ARN 
se ha estudiado la organización mo­
lecular del ácido nucleico, determ1­
nándose la existencia de tres tipos 
diferentes (30): ARN de cadena sim­
ple, ARN de cadena doble y un tercer 
tipo el cual ha sido descrito en virus 
pequeños como pollo (17), 8emlJki 
Forest (20) y el virus de la encefalitis 
equina del Oeste (70). Estos estu­
dios han progresado gracias a inves-
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tigaciones recientes realizadas con 
bacteriófagos utillzando isótopos ra­
dioactivos, con los cuales se ha de­
mostrado la existencia de un pre­
cursor de ARN de cadena simple, el 
cual se ha denominado "repllcative 
intermediate" (R-I) (43). 8e ha pro­
puesto que este tercer tipo de molé­
cula de ARN consiste en un núcleo 
de cadena doble al cual están adhe­
ridas "colas" de cadena simple (30b). 
Estudios con el microscopio electró­
nico y por sedimentación han aisla­
do el ARN de cadena simple que 
sedimenta más rápido y posee pro­
piedades infectantes. el R-I con ca­
dena doble y "colas" considerado 
como una forma precursora del ARN 
infectante. y la forma de ARN que 
sedimenta más lentamente, o sea el 
de cadena doble (31). 

Entre los arbovirus del grupo A. 
se ha estudiado la repllcación del 
ARN del virus 8emliki Forest en fi­
broblastos de pollo marcados con 
uridina H3 y utilizando técnicas de 
centrifugación y fraCCionamiento, se 
ha tratado de determinar la localiza­
ción citoplasmática de los diversos 
tipos de ARN (20). Estos estudios 
han demostrado partículas 140-8. 
resistentes a la acción de la ribonu­
cleasa, que. además de proteína. 
contienen ARN viral (Unidad 40-8). 
pero sin poseer propiedades infec­
ciosas. teniendo por consiguiente. 
gran similitud con las llamadas par­
tículas precursoras. EIl otras frac­
ciones de ARN aisladas se identificó 
una forma 20-8. la cual diferia con­
siderablemente de las otras dos 
fracciones de ARN aisladas (42-8 y 
26-8). La forma 20-8 es la primera 
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en ser marcada por el isótopo en el 

proceso de síntesis viral y posible­

mente corresponde al llamado "re­

'plica.Uve intermediate", postulándo­
se que el ARN viral debe inicialmente 
sintetizarse sobre las estructuras de 
las unidades aisladas en la forma 
20-8 (20). En estudios recientes de 
centrifugación diferencial se ha de­
terminado que el R-I del virus 8F, se 
puede aislar de los polirribosomas 
que están produciendo proteína vi­
ral (21) y de las membranas (22). 
Estos hallazgos corroboran la hipó­
tesis propuesta para explicar los pri­
meros estadios en la formación de 
las partículas virales en las vacuolas 
citoplasmáticas CPV 1 (20, 32), En 
presencia'de un inhibidor de la sín­
tesis proteica viral, la cyc1ohexamt­
de; se provoca un aumento momen­
táneo del ARN viral como ,conse­
cuencia de la incapacidad del virus 
para formar partículas precursoras, 
por lo cual, las vacuolas CPV-11 ro­
deadas de partículas virales, no se 
producen (23). El hecho comproba­
do de que la unidad 140-8 que con­
tiene ARN perteneciente a la frac­
ción 40-8, corresponde a las estruc­
turas conocidas como partículas 
precursoras en las células infecta­
das con el virus Seml1ki Forest (20, 
22, 23), al igual que la reciente de­
mostración de ARN en las partículas 
del virus de la EEO (69), contribuye 
a reforzar nuestra hipótesis de que 
las partículas precursoras del virus 
de la EEV deben contener ARN viral.. 

Nosotros hemos considerado 
probable que los precursores virales 
se originen en masas retículogranu­
lares de viroplasma;esta teoría pare­

ce no concordar con los hallazgos de 
Friedman (20. 21, 22) en lo que se 
refiere a la localización del R-I del 
ARN en las membranas celulares en 
la etapa inicial de la replicación del 
virus 8em1iki Forest; sin embargo, 
existen apreciables diferencias des­
de el punto de vista ultraestructural 
entre las células cultivadas utiliza­
das en los estudios de Friedman (20, 
21. 22), Grimley (32), Acheson y 
Tamm (2), y otros autores que han 
investigado el desarrollo del virus 
Seml1ki Forest (73), y las células del 
tejido nervioso de ratones recién na­
cidos utilizadas en nuestro experi­
mento con virus de EEV. La ausen­
cia casi total de vacuolas CPV 1 en 
las cé 1 ulas nerviosas, la presencia 
de masas de viroplasma rodeadas 
por partículas precursoras, y la par­
ticipación de las citomembranas del 
aparato de Golgi en el ensamblaje de 
la cápsula de los precursores del 
virus, son algunos de los aspectos 
más resaltantes de nuestros hallaz­
gos, los cuales difieren básicamente 
de las obseIVaciones realizadas en 
células cultivadas infectadas con 
8FV (2. 16, 32), yen general plan­
tean interrogantes desde el punto de 
vista ultraestructural, para otras in­
fecciones producidas por arbovirus. 

Hemos señalado el hecho de que 
recientemente se han reportado ma­
sas de viroplasma en el citoplasma 
de células infectadas con el virus de 
la fiebre de las garrapatas del Colo­
rado, el virus Chenuda (51), Chi­

.kungunya (33) y Aura (42); compa­
r~do estos estudios con nuestras 
obseIVaciones con el microscopio 
electrónico en el tejido nervioso de 
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ratones inoculados con el virus de la 
EEV, notamos gran similitud entre 
las células nerviosas de los ratones 
inoculados con el virus Aura (42) y 
con el virus de la EEV. Igualmente 
lo observado con el M.E. en otros 
tejidos fuera del sistema nervioso de 
nuestros ratones inoculados con el 
virus de la EEV (García-Tamayo J. 
Resultados no publicados), son si­
milares a las alteraciones ultraes­
tructurales sistemáticas observadas 
por Lascano y col (42) en la infección 
con el virus Aura (Lascano E.F. Co­
municación personal). Estos estu­
dios y nuestros resultados, parecen 
indicar que la secuencia inicial pro­
puesta para explicar el desarrollo 
del virus de la EEV es correcta, y 
probablemente existe en los tejidos 
de animales infectados con otros ar­
bovtrus del grupo A. 

La formación de las partículas 
virales maduras se completaría a 
nivel de las membranas celulares, 
con la incorporación por parte de los 
virus, de sus proteínas con algunos 
antígenos específicos (33) localiza­
das a nivel de las membranas celu­
lares y las cuales se visualizan con 
el M.E. presentando proyecciones 
pequeñas en la superficie de las par­
tículas virales (65, 66). La liberación 
de las partículas virales también se 
puede explicar interpretando en las 
microfotografias electrónicas las se­
cuencias ultraestructurales repor­
tidas. Pudimos apreciar gemación 
en la superficie de la membrana ce­
lular y en las citomembranas, con 
incorporación por parte de las par­
tículas precursoras, de la unidad de 
membrana, saliendo al espacio in-
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tersticial. Este fenómeno ha sido de­
mostrado en otros arbovirus del 
grupo A (2, 33, 49). Algunas parti­
culas virales parecen abandonar las 
células, cuando éstas se encuentran 
muy alteradas, por ruptura de las 
estructuras intracelulares y disocia­
ción del citoplasma y de la membra­
na plasmática; otras células mos­
traron ocasionalmente, vacuolas 
conteniendo partículas virales las 
cuales parecían salir de las células 
por ruptura de la pared de las va­
cuolas. Este mecanismo de libera­
ción de los virus es semejante a una 
pinocitosis invertida y ha sido pro­
puesta por Morgan en la infección 
con virus de la EEO (49). 

En lo concerniente al tamaño y 
a la forma de las partículas del virus 
de la EEV, nuestros hallazgos coin­
ciden con las descripciones previas 
de las partículas precursoras y ma­
duras del virus de la EEV (8, 52, 53). 
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