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Desarrollo del virus de la Encefalitis
equina Venezolana en el tejido
nervioso de ratones recién nacidos.
Ultraestructura e histoquimica.

Jorge Garcia-Tamayo.

Laboratorio de Microscopia Electronica, Servicio de Patologia,
Hospital General del Sur, Maracaibo, Venezuela.

Resumen. Se estudif la estructura del tejido nervioso de ratones recién
nacidos inoculados con el virus de la EEV. Las células gliales mostraron
hinchamiento y aumento del glucogeno; las neuronas presentaron altera-
ciones en la estructura de las mitocondrias y en la organizacion de los
ribosomas; el complejo de Golgi presenté gran desarrollo y tortuosidad de
sus cisternas. La actividad de fosfatasa acida en la cisterna perinuclear y
en el reticuloendoplasmatico granular, sugiere un aumento de produccion
de esta enzima en las neuronas invadidas por el virus de la EEV. Se estudié
la localizaciéon de las particulas virales en relacién con la viremia y disemi-
nacion de la infeccidon, destacandose la presencia de particulas virales en la
luz de los vasos sanguineos y alrededor de las vainas de mielina de algunos
axones. El desarrollo de las particulas virales se comparé 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
citoplasma, hacia las cisternas y vacuolas del complejo de Golgi o hacia la
membrana plasmatica, transformandose en particulas virales maduras por
gemacion.

Ultrastructural and histochemical study on the development of
Venezuelan equine encephalitis virus in the central nervous
system of newborn mice

Invest Clin37: 7-63, 1971

Summary. The ultrastructure of the CNS of newborn mice inoculated
with VEE virus was studied. Glial cells revealed swelling and abundant
glycogen in their cytoplasm; structural alterations in mitochondria and
ribosomes are described; increased number of tortuous cisterns in the Golgi
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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lysosomes. Acid phosphatase activity in the rough endoplasmic reticulum
and in the perinuclear cistern of some neurons appears to indicate that there
is an increased production of the enzyme by the infected cells. The relations-
hip of viral particles to viremia and infection 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 investigated. Precursor particles appear to be found in masses
of viroplasm, migrating to the membrane of the Golgi cisterns and vacuoles
or to the plasma membrane and being transformed into mature viral

particles by budding.
INTRODUCCION

La encefalitis equina venezolana
(EEV) fue reportada por primera vez
por Kubes en el afio 1936, conside-
randola, en una publicacién del Mi-
nisterio de Agricultura y Cria, como
una peculiar epizootia de equinos, la
cual él denominé, "la peste loca de
las bestias”, describiendo sus mani-
festaciones clinicas y haciendo indi-
caciones sobre su tratamiento y pre-
vencién.

En 1938 se observo en Venezuela
la primera epizootia equina de impor-
tancia, y ese anio, Kubes y Rios {41)
aislaron el virus de Ia EEV. La primera
sospecha de que la EEV podia afectar
a los seres humanos fue reportada por
Gilyard (26), a raiz de una epizootia de
EEV en Trnidad, el afio 1945. En
1952 se produjo una grave epidemia
de EEV en El Espinal {Colombia), de-
mostrandose la importancia de con-
trolar epidemiologicamente la EEV,
para evitar brotes que afectan a los
seres humanos(63). Casos de encefa-
litis epidémica fueron denunciados en
Maracaibo y sus alrededores por Ne-
grette en el ano 1959, y reportados en
1960 (54}, describiéndese las mani-
festaciones clinicas y hematologicas

de los pacientes afectados. En 1962
cuando se produjo un brote epidémico
grave en la parte norte del Estado
Zulia, precedido de una severa epizooc-
tia en equinos, se tuvo claro conoci-
miento de la magnitud del problema
que representa la EEV en nuestra
region (4, 9).

En la actualidad se conocen con
bastante precision los aspectos epide-
miolégicos de la EEV en la Guajira y
otras areas del Estado Zulia; en los
anos 1968 y 1969, se han producido
epizootias en equinos y brotes epidé-
micos de EEV, aumentando los cono-
cimientos sobre la clinica, la serologia
y 1a influencia de los factores ambien-
tales, tanto climatolégicos como socio-
economicos, en la aparicion y el desa-
rrollo de las epidemias de la EEV. Sin
embargo, desde el punto de vista mor-
folégico y particularmente ultraes-
tructural, los estudios sobre la EEV,
son muy escasos. Se han reportado,
en publicaciones previas, estudios
con el microscopio electrénico 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 1a EEV y por los
Reovirus en células cultivadas (57).
Mussgay y Weibel demostraron, por
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medio de la coloracion negativa y el
sombreado, las caracteristicas ul-
traestructurales del virus de la EEV
(53). Sin embargo, no se han reporta-
do estudios con el microscopio elec-
trénico sobre la estructura de tejidos
animales o humanos infectados con el
virus de la EEV.

En este trabajo, presentamos las
alteraciones ultraestructurales del
sisterna nervioso de ratones recién na-
cidos, inoculados intracerebralmente
con una suspensiéon de la cepa Guaji-
ra delvirus de la EEV. Demostraremos
la presencia de las particulas virales y
trataremos de exponer una secuencia
que explique la manera como se desa-
rrolla el virus y cuales son sus efectos
en las células del sisterma nervioso.
Igualmente, estudiaremos la activi-
dad de la enzima fosfatasa acida en el
tejido nervioso de los ratones inocula-
dos, discutiendo los resultados histo-
quimicos a nivel ultraestructural y la
relacién entre estos y las alteraciones
submicroscopicas y funcionales indu-
cidas en las células nerviosas por €l
virus de la EEV.

MATERIAL Y METODO

Se estudi6 el tejido nervioso de 16
ratones recién nacidos, doce de los
cuales fueron inoculados intracere-
bralmente con una suspension 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.
Bergold del Departamento de Virolo-
gia del Instituto Venezolano de Inves-
tigaciones Cientificas (IVIC). Se inocu-
laron 0,02 cc. de una dilucién 107,

Los ratones fueron sacrificados
por decapitacién, algunos 16 y 24
horas después de la inoculacién y
otros entre 30 y 48 horas, cuando los
signos de infeccion eran evidentes. Se
tomaron muestras de cerebro y cere-
belo las cuales se fijaron en glutaral-
dehido al 3 % en solucién reguladora
de fosfato de sodio a pH 7,2 y a 4°C.
En algunos ratones se practicaron es-
tudios de histoquimica aplicada al mi-
croscopio electrénico, procediéndose
a fijar el material en glutaraldehido al
6.25% en solucion reguladora de ca-
codilato, 0,067M a pH 7,2 y a 4°C,
durante 3 a 4 horas; el procedimiento
utilizado en la preparacion de este
material se describira posteriormente.

Las muestras fijadas en glutaral-
dehido al 3% fueron seccionadas en
pequerios trozos menores de un mili-
metro de diametro y se lavaron en
solucion reguladora de fosfato de so-
dioapH 7,2y a 4°C, durante 24 horas.
Se fij6 el material con tetraéxido de
osmio al 2% durante tres horas, se
deshidraté en acetona a concentracio-
nes crecientes y se incluyé en Araldita
polimerizandose 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 tifieron con
acetato de uranilo y citrato de plomo.
EI material se examiné en un micros-
copio electronico JEM 7A, utilizando
una aceleracién de voltaje de 80 Kv.

Para el estudio histoquimico se
utilizé el método de Gomori para fos-
fatasa acida (5} con algunas modifica-
ciones, adoptadas de acuerdo con los
procedimientos técnicos empleados
en el Departamento de Microbiologia
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del IVIC. EI material fijado durante 3
a 4 horas en glutaraldehido, fue lava-
do en solucidén reguladora de cacodi-
lato 0,1M a 4°C que contenia 7,5 gra-
mos de sacarosa, y seccionado en un
criostato, haciéndose cortes por con-
gelacion de 50 micras de espesor. Los
cortes fueron flotados en solucion ca-
codilato a 4°C y se incubaron en un
medio de Gomori para fosfatasa acida
a 37°C durante 90 minutos. El medio
de Gomori se preparé utilizando beta
glicerofosfato de sodio al 2%, buffer
acetato O, 1M con pH 5,2 y acetato de
plomo; cuando se evidencié precipita-
do se filtré el medio antes de proceder
a la incubacién.

Algunas muestras se incubaron
en un medio de Gomori, idéntico al
descrito, pero sin el substrato beta
glicerofosfato y este material se uti-
liz6 para controlar la reaccion histo-
gquimica. Las muestras incubadas
" fueron lavadas en buffer acetato
0,1M a pH 5,2 durante 1 minuto y
posteriormente se trataron breve-
mente con acido acético al 2% para
pasar de nuevo a la solucién regula-
dora de acetato de pH 5,2. Las
muestras se fijaron en tetradxido de
osmio y se deshidrataron e incluye-
ron de acuerdo con el procedimiento
descrito previamente.

RESULTADOS

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

varon escasas modificaciones del te-
jido nervioso; algunas neuronas
mostraban hipertrofia del complejo
de Golgi, notandose en ocasiones
masas pequefias y mal limitadas
formadas por material granular en
el citoplasma de células nerviosas
sin mayores alteraciones (Fig.9). Los
astrocitos presentaban hincha-
miento discreto de los procesos pe-
dales, particularmente notorio alre-
dedor de los vasos sanguineos. En
uno de los cortes se observaron dos
particulas redondeadas, de 45 mili-
micras de diametro, con un centro
mas denso de 35 milimicras, ubica-
das en la luz de un vaso sanguineo.

En el material de los ratones sa-
crificados 24 horas o de 30 a 48 horas
después de la inoculacién, las altera-
ciones del tejido nervioso fueron mas
conspicuas. Las células gliales, en ge-
neral se mostraron hinchadas y en
ocasiones se observé un aumento de
las particulas de glicogend 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-
cién de la cisterna del reticulo endo-
plasmatico en la primera etapa de la
infeccién (Fig. 5}, notandose cémo
posteriormente los ribosomas dis-
minuian en nimero y los polirribo-
somas se disgregaban, dandole a la
célula una apariencia vacia (Fig. 14}.
Algunos ribosomas se organizaban
con disposicién helicoidal.

El aparato de Golgi sufri6 cambios
notables desde las primeras etapas de
la infeccién. En las muestras de 16 a
24 horas después de la inoculacién,
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Fig. 1. (Célula nerviosa de un rat6n inoculado 24 horas antes con una suspension de virus de
EEV. Se observan varios complejos del Golgi (G). Alrededor del niicleo (N) se ve la

cisterna perinuclear comunicindose con ¢l reticulo endoplasmético (flecha). 55.200
X. '
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Fig. 2. Terminal sindptico con vesiculas y neurottibulos de apariencia irregular y poliédrica.
Las flechas sefialan vesiculas sindpticas distendidas. 60.000 X.

se puede apreciar una proliferacién de
sus vesiculas y aumento del ntunero
de sus cisternas y vacuolas (Fig. 1). En
las células nerviosas del material ob-
tenido entre 30 y 48 horas después de

la inoculacién, los complejos de Golgi
se observaron muy aumentados de
tamarno, tomando un aspecto tubular,
con largas prolongaciones y cisternas
de apariencia enrollada o muy tortuo-

Investigacién Clinica 36 (Sup. 2): 1995
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Fig. 3. Mitocondria con sus crestas hinchadas con aspecto de vesiculas; la flecha sefiala la doble
membrana y parte de una cresta que ha conservado su aparichcia usual. La flecha en cruz
sefiala a una particula precursora del virus de la EEV situada en el citoplasma, entre dos
vesiculas revestidas por ribosomas. 106.250 X.

Fig. 4. Leucocito polimorfonuclear con dos vacuolas citoplasmaticas que contienen membranas
(flechas). Se ve el nicleo (N) y granulos en su citoplasma. Alrededor del leucocito se ven
algunas particulas virales libres en el plasma (flecha en cruz). 20.000 X.

Vol. 36 (Sup. 2): 97-144, 1995
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Fig.5. Complejo de Golgi (G) mostrando algunas cisternas més estrechas, semicirculares,
con varias particulas precursoras adheridas a sus membranas (flechas). También se
observan algunas particulas virales maduras (flechas en cruz) dentro de las vesiculas
y cisternas. Alrededor del niicleo (N) se ve dilatacién de la cisterna perinuclear (cp)
y del reticulo endoplasmatico (re). 60.000 X,

Investigacion Clinica 36 (Sup. 2): 1995
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Fig. 6. Complejo de Golgi (G) con proliferaciéon de sus cisternas tubulares, algunas dis-
puestas en forma de anillo. Se ven abundantes precursores virales libres en el
citoplasma (flechas) y adheridos a las membranas de las cisternas. Un grupo de
particulas virales maduras es sefialado por la flecha en cruz. 60.000 X.

sa (Figs. b, 6, 14, 15). Algunas de estos
cisternas se disponian en forma cir-
cular, uniéndose para formar anillos
de apariencia esférica, algunos de
ellos limitados en su interiory exterior

por particulas redondas, de 28 a 30
milimicras de diametro (Figs. 14y 15).

Algunas células nerviosas mos-
fraban marcada vacuolizacién del
citoplasma y otras, en aparente es-

Vol. 36 (Sup. 2): 97-144, 1995
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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 vesiculizacién de las crestas
y en ocasiones figuras mielinicas en
la matriz (Figs. 3, 5, 23). Se observa-
ron algunas sinapsis con vesiculas
alargadas o poliédricas y dilatacion
del terminal presinaptico (Fig. 2).

En la luz de los vasos sangui-
neos de los ratones se hallaron par-
ticulas semejantes, pero rodeadas
por un halo claro y median 45 mili-
micras de diametro (Figs. 4, 17, 18).
Estas particulas, con el aspecto que
caracteriza a los nucleoides y envol-
turas virales, mostraban en su su-
perficie proyecciones de aspecto bo-
rroso las cuales median entre 15 y
20 milimicras {Figs. 17, 19). La en-
voltura de las particulas estaba for-
mada por una estructura semejante
ala llamada unidad de membrana y
tenia un espesor aproximado de 100
Angstréoms.

Con frecuencia se vieron en el
citoplasma de las células nerviosas
masas de material granular, sin li-
mites precisos, similares a la croma-
tina, notandose en la periferia la
presencia de particulas redondea-
das de 28 a 30 milimicras, algunas
densas, otras con la parte central
algo mas clara, pero en general de
estructura granular, y las cuales pa-
recian nacer por condensacién del
material granular (Figs. 10, 11, 12).
Particulas ‘similares en forma y ta-
maio 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 reticulo endoplasmatico
del aparato de Golgi y de vesiculas y
vacuolas presentes en el citoplasma
(Figs. 5, 6. 8, 14, 15).

A menudo se vieron particulas
penetrando en la luz de las cisternas
y vesiculas del complejo de Golgi o
en las vacuolas citoplasmaticas
(Figs 14, 15). Este mecanismo pare-
cia cumplirse por la incorporacién
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 particulas de 28 a 30 mili-
micras también se vieron adheridas
alamembrana plasmatica, y en oca-
siones saliendo por gemacién 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 vesiculas hacien-
do prominencia hacia el espacio in-
tersticial (Figs. 10 y 26).

Alrededor de algunas vainas
mielinicas se vieron grupos de par-
ticulas de 45 milimicras de didametro
(Fig. 13). En ocasiones estas mos-
traron organizacion paracristalina.

Las particulas virales maduras
observadas en cortes ultrafinos
mostraron una forma ligeramente
ovalada; el centro de las particulas
mostré con frecuencia una zona
mas clara y €l halo que las rodea
presenta en su superficie pequenas

Investigacion Clinica 38 (Sup. 2): 1995
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.

Fig. 7. Célula nerviosa con aspecto necrético mostrando grupos de ribosomas y material
denso con aspecto de granulos cromatinicos (flechas). Se ven algunas mitocondrias
{M) y dilatacién de vesiculas del reticulo endoplasmastico granular (V). 60.000 X

proyecciones de contornos borrosos
(Figs. 17 y 19).

El estudio del material procesado
para demostrar la presencia de fosfa-
tasa acida en los ratones usados como

control, demostr6 precipitados de plo-
mo en el aparato de Golgi y en los
lisosomas de algunas células nervio-
sas. En los ratones inoculados se notd
un aumento de los depésitos de plomo

Vol. 36 (Sup. 2): 97-144, 1995
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Fig. 8. Particulas precursoras libres en ¢l citoplasma (flechas) y adheridas a una cisterna
circular. Se notan - scasos polisomas (p) en el citoplasma. 106.250 X,

Fig. 9. Citoplasma de una célula nerviosa en un ratén inoculado 16 horas antes con virus de
EEV. La flecha sefiala una pequefia 4rea formada por material granular; se ven
abundantes ribosomas y dos mitocondrias (M). 60.000 X.
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Fig. 10 Las flechas sefialan particulas precursoras que parecen nacer en un masa de viro-
plasma en la vecindad del aparato de Golgi (G). Las flechas en cruz sefialan
proyecciones vesiculares de 1a membrana plasmaética. 106.250 X.

Vol. 36 (Sup. 2): 97-144, 1995
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Fig. 11. Masa de viroplasma y particulas precursoras (flechas). 149,500 X.

en las tortuosas y complicadas cister-
nas del aparato de Golgl y en los
lisosomas (Figs. 20, 21, 22, 23). Algu-
nas cisternas y vesiculas mostraban
particulas adheridas a sus membra-
nas y en la luz de ellas se vieron
precipitados de plomo, en ocasiones
en forma de pequenios cristales o gra-

nulos (Figs. 20, 21). Con frecuencia se
observaron neuronas con depoésitos
de plomo en forma de cristales en las
cisternas del reticulo endoplasmatico
y en la cisterna perinuclear; estas
neuronas también mostraban signos
de actividad de fosfatasa acida en el
aparato de Golgi y en los lisosomas

Investigacién Clinica 36 (Sup. 2): 1995
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Fig. 12. Dos masas de viroplasma con particulas precursoras. Las flechas sefialan particulas
virales maduras en el interior de una vacuola. Se ven ribosomas (1) y polirribosomas
(pr). 106.250 X.

Fig. 13. Particulas del virus delaEEV en el espacio periaxénico. Axén (AX), vaina de mielina
(flechas). 106.250 X.

Vol. 36 (Sup. 2): $7-144, 1995
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Fig. 14
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Particulas precursoras adheridas a la membramia de cisternas tubulares de forma
circular, situadas en la vecindad del complejo de Golgi (G) y del nicleo (N). Las
flechas sefialan algunas partfculas precursoras en el citoplasma. En el recuadro del
extremo superior se observa con mayor aumento una cistema en anillo, en 1a cual
una particula precursora penetra hacia su luz por gemacion (flecha). 55.200 X.
Recuadro: 106.250 X.
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Fig. 15. Tortuosas cisternas del complejo de Golgi mostrando particulas precursoras adheri-
das a su membrana (flechas) y penetrando en su luz para transformarse en particulas
virales (flechas en cruz). 106.250 X.

Vol. 36 {Sup. 2): 97-144, 1995
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Fig. 16. Particulas del virus de la EEV en el espacio intercelular. En la parte inferior de la
fotografia se ve una particula viral saliendo por gemacién de lamembrana plasmética.
En el citoplasma se ve una particula precursora (flecha), una mitocondria (M) y
vacuolas (V). 106.250 X.
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Fig. 17. Particula viral en 1a luz de un vaso sanguineo. Se observan con claridad las proyec-
ciones en la superficie de 1a envoltura viral (flechas). En el endotelio (E) no se notan
alteraciones. En el extremo superior izquierdo se ve 1a misma particuia con mayor
aumento, notdndose mejor 1a zona licida en el centro del nucleocépsido. 162.500 X,

Vol. 36 (Sup. 2): 97-144, 1985
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Fig. 18. Particulas virales en la luz de un vaso sanguineo. En el endotelio (E) se ven vesiculas
de pinocitosis. 106.250 X,

Fig. 19. Particulas del virus de la EEV, ¢n las cuales se ven con claridad la lucidez central del
nucleocdpsido y las proyecciones en la superficie de la envoltura (flecha). 250.000
X.
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Fig. 20. Microfotografia electrénica que demuestra la actividad de la fosfatasa 4cida en el
citoplasma de una célula nerviosa. Se ven depGsitos de acetato de plomo entre
numerosas particulas precursoras y particulas virales. Método de Gomori y tincién
con acetato de uranilo. 106.250 X.

Vol. 36 (Sup. 2): 97-144, 1995
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Figs. 21 Partfculas precursoras y virus de la EEV en vacuolas y cisternas del com‘plejo del

y22.  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 acida. 60.000
X.
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Fig. 23. Tortuosas cisternas del complejo de Golgi mostrando actividad de fosfatasa 4cida.
En algunas dreas dilatadas se ven particulas virales (flechas en cruz), y en citoplasma,
las flechas sefialan las particulas precursoras. 60.000 X.

Fig. 24. Las flechas sefialan los depssitos de acetato de plomo en las cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso de una neurona 60.000 X.
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Fig. 25. Cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso, mostrando cristales de acetato de
plomo que marcan la actividad de la enzima fosfatasa 4cida. 60.000 X.

Fig. 26. Célulanerviosa con actividad de fosfatasa 4cida demostrada en lacisterna perinuclear
(flecha en cruz). La cromatina en el interior del micleo (N) est4 organizada en masas
que se adhieren a la membrana nuclear. En la superficie de 1a membrana plasmatica
se ven proyecciones vesiculosas hacia el espacio intercelular (flecha). 60.000 X.
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(Figs. 24, 25). Algunas neuronas de
citoplasma osmiofilico y granular con
apariencia necrética mostraban pre-
cipitacion en granos de plomo, o areas
extensas cubiertas por un precipitado
de plomo mas fino.

DISCUSION

Alteraciones ultraestructurales e
histoquimicas del tejido nervioso.

Al estudiar las alteraciones del
tejido nervioso 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
gliales y en las neuronas, especial-
mente los cambios observados en
algunas estructuras celulares, tales
como mitocondrias, ribosomas,
aparato de Golgiy vacuolas citoplas-
maticas. Posteriormente examina-
remos los resultados histoquimicos
discutiendo el papel del virus de la
EEV en la actividad de la enzima
fosfatasa acida a nivel del sistema
vacuolar citoplasmatico y de los li-
S0SOmas.

La presencia de astrocitos con
citoplasma hinchado y vacio fue un
hallazgo constante, observandose
distensién de los procesos pedales
alrededor de los vasos sanguineos y
frecuentes particulas de glicégeno
beta en el citoplasma, algunas de
ellas agrupadas dentro de vesiculas.
Se ha reportado aumento del glico-
geno en la astroglia, en heridas pe-
netrantes (64) e irradiacion del cere-
bro (47) y en la vecindad de tumores
cerebrales (58) ; nosotros lo hemos
reportado también en el tejido ner-
vioso de equinos que presentaban

signos clinicos ¢ histopatologicos de
encefalitis (Resultados presentados
en el VII Congreso Latinoamericano
de Patologia. Buenos Aires, Argenti-
na, 1969). Recientemente se ha de-
mostrado histoquimicamente, que
en los astrocitos de monos con asfi-
xia intrauterina inducida experi-
mentalmente, se observaba aumen-
to de granulos de glicogeno en el
citoplasma (50); este hallazgo se ha
relacionado con alteraciones en los
mecanismos enzimaticos de las
neuronas, especificammente con la
disminucién de algunas enzimas
respiratorias.

En los ratones recién nacidos
inocculados con el virus de la EEV, el
aumento del glicégeno en las células
gliales no es tan marcado como el
observado en equinos con encefali-
tis {Garcia Tamayo, J. Resultados
no publicados). Es muy probable
que en ambos casos la infeccién vi-
ral provoque la inhibicion de la sin-
tesis proteica de las neuronas y au-
mente su actividad proteolitica, al-
terando algunos de los sistemas en-
zimaticos que regulan el metabo-
lismo de la glucosa y provocando los
depdsitos de glicogeno descritos. Al
discutir la actividad de la fosfatasa
acida en las neuronas de los ratones
inoculados, mencionaremos algu-
nos aspectos ultraestructurules e
histoquimicos relacionados con las
posibles alteraciones metabdlicas
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 inoculacién y de célula a célula;
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fueron mas marcados en los ratones
sacrificados 35 y 48 horas después
de la inoculacién y en particular, en
las células nerviosas que mostraban
particulas virales en su citoplasma.
Estos hallazgos coinciden en parte
con las observaciones hechas por
Nufiez Montiel (67) 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 dano celular en la etapa final
de la infeccién. Los cambios en la
estructura de las mitocondrias al
igual que los observados en los ribo-
somas representan una evidencia
morfoldgica de la accion del virus de
la EEV sobre las celulas nerviosas y
van a reflejar el desequilibrio exis-
tente en los diversos sisternas meta-
bélicos del tejido nervioso, como
consecuencia de la infeccién viral.
Es conveniente hacer algunas
consideraciones sobre la sintesis de
los acidos nucleicos y de las protei-
nas de las células nerviosas, y bre-
vemente, revisar la relacién existen-
te entre estas funciones, la ultraes-
tructura celular y las modificacio-
nes inducidas por la infeccién 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 seviran de
base para interpretar posteriormen-
te los resultados histoquimicos.
Normalmente, el ARN celular se
sintetiza en moldes de ADN a nivel
del nicleo (13). Se sabe que en las

infecciones producidas por virus
ARN, el ADN celular no interviene en
la sintesis del ARN viral, de modo
que el ARN viral no transfiere su
informacioén al ADN celular, actuan-
do él mismo como molde para la
sintesis del acido nucleico y protei-
na viral {30). A pesar de los conoci-
mientos que en la actualidad existen
sobre la formacion 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 como 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 cristalizacién (40); los mixovirus
han sido exhaustivamente estudia-
dos, pero su sintesis 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 electroni-
co sobre el desarrollo de sus parti-
culas son en parte contradictorios
(49, 52}, no existiendo un concepto
claro sobre el papel de las Hamadas
particulas precursoras en la replica-
cidn viral. Se sabe que algunos virus
que poseen ARN provocan una dis-
minucion de la sintesis del ARN ce-
lular (67); este fenémeno es produ-
cido por un proceso de interferencia
con la polimerasa-ARN dependiente
del ADN celular, mecanismo este se-
mejante a la accidn del Actinomicin
D sobre la sintesis del ARN nucleo-
lar (60}). En lo que se refiere a la
sintesis proteica, también se sabe
que esta se detiene en la células,
poco tiempo después de la infeccion
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viral (10} y al parecer este fenémeno
no depende exclusivamente de la
inhibiciéon de la sintesis del ARN
celular inducida por el virus (19). Al
inhibirse la sintesis de las proteinas,
disminuye el numero de polisomas
y posteriormente, cuando se estd
sintetizando el ARN viral, se produce
un aumento de los polisomas, los
cuales ya contienen proteinas for-
madas bajo el control viral (30).

La disminucion del numero de
polisomas en las células que presen-
taban abundantes particulas vira-
les, ha sido observada con marcada
frecuencia en nuestros ratones ino-
culados, pudiendo apreciarse tam-
bién, como aumentaba el niimero de
ribosomas en algunas células que
mostraban un aspecto muy altera-
do, adquiriendo los ribosomas la
forma de racimos o de areas exten-
sas con apariencia multigranular,
Grimley (32} ha llamado la atencién
sobre los agregados de ribosomas en
células con infeccion avanzada por
el virus Semliki Forest (SFV), afir-
mando que estos deben representar
morfologicamente el aumento de la
sintesis directamente inducida por
el virus. Estos hallazgos estan de
acuerdo con nuestras obsevaciones
ultraestructurales y con los concep-
tos emitidos previamente sobre el
comportamiento de las unidades
formadoras de proteina en las célu-
las afectadas por el virus ARN.

La organizacion 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-

tales (36), y se ha relacionado con la
formacion de un ARNm especial, el
cual habria sufrido una modifica-
cion transitoria (36, 71). También
hemos chservado polisomas con or-
ganizacion helicoidal en el tejido
nervioso de ratones recién nacidos
inoculados intracerebralmente con
una suspensién de virus Nariva
(Walder R. y Garcia-Tamayo J. Re-
sultados no publicados). Se han
descrito polisomas helicoidales en el
citoplasma de células cultivadas
(72), sugiriendo que este fenémeno
puede producirse sin que medien
factores de indole 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 relaciéon entre
los polisomas y las particulas virales
o las masas de viroplasma, nos lle-
van a pensar que en los ratones
inoculados con el virus de Ia EEV, es
este virus el responsable de la for-
macién de los polisomas helicoida-
les y que posiblemente estas estruc-
turas estén relacionadas con la sin-
tesis de proteinas y de ARN de natu-
raleza viral,

En general, la dilatacion del re-
ticulo endoplasmatico, la formacion
de vesiculas en el citoplasma y la
presencia de grandes y tortuosos
complejos de Golgi, estuvieron
siempre presentes en las células
nerviosas de los ratones inoculados.
La complejidad de la estructura del
aparato de Golgi, la proliferacion
aparente de sus cisternas y vesicu-
las y la dilatacién del reticulo endo-
plasmatico, ya habian sido demos-
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tradas en células cultivadas infecta-
das con el virus de la EEV (57).

La mayoria de los investigadores
consideran que las vacuolas o vesi-
culas que van a servir de base para
la replicacion 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 confirmacién morfo-
logica precisa sobre el sitio de en-
samblaje de las particulas virales.
Algunos estudios con el microscopio
electrénico muestran particulas
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 vesiculas, pareciendo en
ocasiones penetrar al interior de
ellas (16, 33, 49); corrientemente la
formacion de particulas virales ma-
duras se describe en el momento de
producirse la adquisicién, por parte
del nucleocapsido viral, de una en-
voltura derivada de la membrana
celular (2, 33, 49). Estas interpreta-
ciones sobre la formacién de parti-
culas virales, se refieren primaria-
mente a la parte final del ensambla-
je, es decir, a la formacion de la
envoltura para el precursor viral. En
este fenémeno no se ha logrado de-
mostrar con el microscopio electro-
nico, la participacién del aparato de
Golgi y de sus membranas, ni se a
podido visualizar ninguna relacién
morfologica entre el complejo de
Golgi y los nucleocapsidos virales.
Nuestros hallazgos hablan de una
decisiva e importante participacion
del complejo de Golgi en la forma-
cion de la envoltura de las particulas

virales, demostrando con claridad
una secuencia, que probablemente
es comin para todos los arbovirus
del grupo A en la cual se presentan
las particulas precursoras pene-
trando en el interior de las cisternas
del sistema vacuolar citoplasmatico,
tanto del reticulo endoplasmatico
como del complejo de Golgi y en
vacuolas citoplasmaticas, incorpo-
randose la membrana de estas es-
tructuras para formar la envoltura
viral. Estos aspectos seran discuti-
dos con mayores detalles al estudiar
el desarrollo de las particulas del
virus de la EEV.

En algunas células nerviosas de
los ratones inoculados, hemos des-
crito proyecciones en la superficie
de la membrana plasmatica, en for-
ma de vesiculizaciones focales, si-
tuadas en ocasiones en la vecindad
del complejo de Golgi, y de grupos
de particulas precursoras. Estas ve-
siculas son similares a las descritas
en las vacuolas citopaticas tipc CPV
Ib en las células infectadas con el
virus Semliki Forest, cuyas mem-
branas son sefnaladas por la auto-
rradiografia como sitios de replica-
cién (32). La presencia de estas pro-
yecciones en la superficie de la
membrana plasmatica coincide
morfolégicamente con la interpreta-
cion de Grimley sobre la relacién
entre las vacuolas CPV tipo Ib y la
membrana celular, proponiéndose
que ambas puedan ser sitios de re-
plicacién viral (32).

También hemos observado en el
citoplasma de algunas células ner-
viosas, vacuolas similares a las lla-
madas vacuolas citopaticas, tipo Ia,
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Ib, Ic, descritas en células de em-
brién de pollo cultivadas, infectadas
con el virus Semliki 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 inoculacién intra-
cerebral con el virus de la EEV; sin
embargo, en el tejido nervioso su
presencia es ocasional, observando-
se en algunas oportunidades en los
leucocitos polimorfonucleares que
infiltran el tejido cerebral. En este
tipo de vacuolas, no hemos observa-
do particulas virales.

Estudios de autorradiografia y
de microscopia electrénica han se-
nalado a las vacuolas citopaticas
tipo I, observadas en las células cul-
tivadas infectadas con el virus Sem-
liki Forest, como los sitios mas pri-
mitivos en la formacién del ARN vi-
ral (32); estas vacuolas, que comien-
zan a hacerse visibles en las células
cultivadas poco después de la ino-
culacién 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 vesiculas contenidas en
las vacuolas citoplasmaticas consti-
tuirian las envolturas de particulas
virales incompletas (2). Se ha suge-
rido también que las vacuolas cito-
paticas son producidas por fagocito-
sis (2), y a pesar de haberse desta-
cado su asociacién con el complejo
de Golgi y el sistema lisosémico,
existen estudios con medios de con-
traste que sugieren que, almenos la
mayor parte de ellas, no son produ-
cidas por este mecanismo (32).

Nosotros hemos observado en
los ratones recién nacidos inocula-
dos con el virus de 1a EEV, vacuolas
tipo CPV I en las células hepaticas,
en las del sistema reticuloendotelial,
en los macréfagos y leucocitos poli-
morfonucleares; su presencia oca-
sional, aunque mas frecuente que
en el tejido nervioso, no parece tener
gran relaciéon con las vacuolas que
contienen particulas virales, sino
que por el contrario, histoquimica-
mente algunas de ellas han mostra-
do actividad de fosfatasa acida y
morfoloégicamente estan relaciona-
das con los sistemas celulares en-
vueltos en los fenémenos de fagoci-
tosis y digestion celular (Garcia-Ta-
mayo J. Resultados no publicados).
No debe escapar a nuestra atenciéon
el hecho de que los estudios realiza-
dos con el virus Semliki Forest, se
han levado a cabo en células del
sistema nervioso de los ratones.

Negrette {(54) ha llamado la aten-
cion sobre la vacuolizacién observa-
da en los leucocitos de frotis sangui-
neos de pacientes con enfermeda-
des virales, sugiriendo la posibilidad
de que las vacuolas representan una
alteracién de los leucocitos provoca-
da por la accién directa de los virus,
¢ indicando la importancia del exa-
men hematolégico cuidadoso en las
afecciones virales. La vacuolizacion
del citoplasma de las células sangui-
neas descrita en pacientes con EEV
{55}, podria corresponder a estruc-
turas vesiculares, semejantes a las
que hemos observado en las células
sanguineas y del sistema reticu-
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 relacién con el
aparato lisosémico y con los meca-
nismos de fagocitosis y autofagia;
sin embargo, es indudable que ellas
estan relacionadas con la infeccion
viral, pues no se observan en los
animales utilizados como control.
Queda siempre sujeta a discusién la
relacion existente entre los virus de
la EEV y las vacuolas de las células
sanguineas; si estas son parte de los
mecanismos celulares envueltos en
la replicacién viral como sugiere Ne-
grette (65), o si son producidas por
un incremento de la fagocitosis
como consecuencia de la infeccion
viral.

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

Otro hallazgo frecuente fue el de
neuronas degeneradas, con cito-

plasma osmiofilico y granular, con
masas de cromatina y grupos de
ribosomas, o con vacuolizacién
marcada del citoplasma; en general,
la apariencia de estas células fue
similar a la reportada en células
necréticas, en otras infecciones con
arbovirus del grupo A (32, 49). La
actividad de fosfatasa acida en estas
células alteradas fue muy intensa,
en ocasiones cubriendo en forma de
granulos irregulares todo el cito-
plasma.Resulta interesante la ob-
servacion de frecuentes particulas
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), observandose las
particulas en el axoplasma y en el
espacio intersticial periaxénico. Se
podria especular sobre esta localiza-
cién del virus y las rutas que este
puede seguir en su diseminacién e
invasién del tejido nervioso cuando
se liberan las particulas de las célu-
las infectadas. Nosotros no observa-
mos particulas virales en el axoplas-
ma, pero si 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-
cién con el virus de la EEV, no pu-
diendo precisarse todavia, si existe
alguna relacion entre el area del te-
jido nervioso examinado y las parti-
culas virales periaxénicas. Es muy
probable que los espacios intercelu-
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lares, en la periferia de las vainas de
mielina puedan ser una via utilizada
por el virus para invadir el sistema
nervioso.

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

La fosfatasa acida es una enzima
hidrolitica que actia en un pH bajo
y la cual parece originarse a nivel de
los ribosomas (14), migrando desde
alli, a través de las cisternas del
reticulo endoplasmatico para con-
centrarse en el aparato de Golgi (11,
12); de sus cisternas y vacuolas se
desprenden pequenas vesiculas que
van a llevar la enzima hasta los liso-
somas (12, 56). Esta hipotesis es
aceptada como correcta por la ma-
yoria de los investigadores, y es ne-
cesario tenerla presente al discutir
el significado de la localizacién ul-
traestructural de los depodsitos de
plomo, que utilizando el método de
Gomori, marcan los sitios de activi-
dad enzimatica en las células.

En estudios de histoquimica
aplicada a la microscopia electroni-
ca realizados en la Universidad de
Wisconsin durante los anos 1966 y
1867, reportamos la actividad de la
fosfatasa acida en las células del
alvéolo pulmonar del acure {25}, pu-
diendo constatar la efectividad del
método de Gomori en otros tejidos
de animales de experimentacion; al-
gunos de estos experimentos se

efectuaron en acures sometidos a
condiciones anormales, tales como
ayuno (Garcia-Tamayo, J. y Valdivia
E. Resultados no publicados}, hipo-
xia crénica (76), intoxicacidén con
etionina {77), y con CCl4 {75}.

Estos estudios sobre la localiza-
cién de la fosfatasa acida en condi-
ciones normales y patolégicas, y al-
gunos trabajos de investigacion en
histoquimica aplicada al microsco-
pio electronico que se realizan ac-
tualmente en nuestro laboratorio
(Vallejos- Escobar, R. E. Comunica-
cién 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 acida
fue demostrada en las cisternas del
reticulo endoplasmatico 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 reaccién fue
intensamente positiva, al igual que
en algunos lisosomas y en células
completamente degeneradas. La po-
sitividad de la actividad de fosfatasa
acida en las cisternas del reticulo
endoplasmatico es un hecho de mu-
cha significacién. Por el contrario,
no se observo en animales utilizados
como control, ni conocemos repor-
tes previos que muestren una posi-
tividad tan marcada para la fosfata-
sa Acida como la observada por no-
sotros en esta localizacién. Convie-
ne preguntarse hasta qué punto es
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posible ubicar los sitios de actividad
de la enzima basandose en la locali-
zacidn de los depoésitos de plomo;
normalmente estos parecen estar si-
tuados en el espacio libre de las
cisternas, y en ocasiones se obser-
van adheridos a las membranas del
complejo de Golgi.Con frecuencia se
vieron depésitos de plomo en las
membranas de cisternasy vacuolas,
a las cuales estaban adheridas par-
ticulas virales precursoras, notan-
dose como algunas particulas vira-
les maduras, recién formadas porla
incorporacion de las membranas del
aparato de Golgi en el nucleocapsido
viral, mostraban pequerios depdsi-
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 Gomori aplicado al microscopio
electrénico, la ausencia del precipi-
tado en otras zonas y la nitida y
constante localizacion ultraestruc-
tural de la reaccién, nos permite
afirmar que los depdsitos de plomo
en las células de los ratones estan
marcando con precision los sitios de
actividad de la enzima.

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

medio de Gomori preparado con ni-
trato de plomo y tris-maleato como
solucién amortiguadora (Garcia-Ta-
mayo J. y Valdivia E. Universidad de
Wisconsin, Dep. de Patologia. Re-
sultados no publicados).

Otros aspectos interesantes de
los hallazgos histoquimicos son: La
exagerada actividad de la fosfatasa
acida en los tortuosos complejos de
Golgi, si se comparan los ratones
inoculados con los controles, y la
presencia de depodsitos de plomo en
las cisternas del reticulo endoplas-
matico y en las cisternas perinu-
cleares. Estos hallazgos senalan
que, en las células nerviosas afecta-
das por el virus de la EEV, se produ-
ce un aumento de la actividad de la
fosfatasa acida, el cual muy prob-
ablemente esta relacionado con las
funciones del sistema lisosémico
como respuesta a la alteracién de la
homeostasis celular (56). Paralela-
mente al aumento de la actividad de
la fosfatasa acida, debe producirse
un incremento de otras enzimas hi-
droliticas acidas del sistema lisos6-
mico. La actividad de la fosfatasa
acida debe producirse como res-
puesta a cambios idnicos a nivel de
las citomembranas (15}, los cuales
disminuirian el pH celular, facilitan-
do accion de las enzimas hidroliticas
acidas (12, 56). Pero debemos pre-
guntarnos si puede considerarse al
virus de la EEV, como un factor
capaz de promover un incremento
en la produccion de la enzima fosfa-
tasa acida en las células afectadas.
Es importante recordar que el ARN
viral dirige la sintesis de las protei-
nas, se replica, y actiia como men-
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sajero estimulando la produccion de
enzimas por las células (48). Las
células que muestran particulas vi-
rales estan sintetizando proteinasy
acidos nucleicos virales, y la fosfata-
sa acida es una proteina 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 accién direc-
ta del virus sobre las membranas del
complejo de Golgi, o si el aumento
de su actividad en las células inva-
didas por el virus es solamente la
respuesta reactiva del sistema liso-
somico de células en las cuales se
esta implantando un nuevo control
de su eodigo genético y de su meta-
bolismo proteico, alterandose sus
sisteras y llevandolas progresiva-
mente hacia la muerte.

El efecto de la infeccién viral so-
bre el sistema lisosémico y sobre la
actividad de la fosfatasa Acida, ha
sido estudiado por Allison y Mallucci
{3) en células Hela infectadas con
adenovirus y cé€lulas de embrion de
pollo infectadas con virus de la en-
fermedad de Newcastle, determi-
nandose que en estas infecciones se
producia la liberacién de enzimas
lisosémicas como consecuencia de
la infeccién viral. Malluci y Allison
{45) consideraron la descarga de fos-
fatasa acida en los fagosomas como
un mecanismo celular implicado en
la destruccion viral por ataque a la
envoltura proteica. El hallazgo de un
aumento progresivo de la fosfatasa
acida, desoxirribonucleasa acida y
ribonucleasa acida en las fracciones
solubles obtenidas por centrifuga-
cién en células de embrién de pollo

infectadas con el virus "Fowl plague”
{45}, contribuye a sostener nuestras
observaciones sobre el incremento
de la actividad de la fosfatasa acida
observada con el microscopio elec-
tronico en las neuronas de los rato-
nes inoculados con el virus de la
EEV.

Creemos necesario proseguir y
ampliar los estudios de histoquimi-
ca en la infeccién con el virus de la
EEV, para comprender mejor las ba-
ses fisicoquimicas de las alteracio-
nes celulares. Consideramos que la
presencia de actividad de fosfatasa
acida en la cisterna perinuclear y
cisternas del reticulo endoplasmati-
co es indicio de una produccién muy
activa de esta enzima, lo cual se
traduce en los grandes depésitos de-
mostrados en el complejo de Golgiy
en los lisosomas.

Viremia y penetracion del virus
en ¢l sistema nervioso.

La mayoria de los ratones adultos
son susceptibles a la inoculacién in-
tracerebral con casi todos los arbovi-
rus, pero son poco afectados si la
inoculacioén se hace por otra via; los
ratones recién nacidos por el contra-
rio, son muy susceptibles a la inocu-
lacién de arbovirus por diferentes
vias. Este hecho demuestra la exist-
encia de una variacién en la permea-
bilidad selectiva de los vasos del siste-
ma nervioso de los ratones, en rela-
cién con la penetracion viral. Prob-
ablemente los ratones recién nacidos
poseen un endotelio mas inmaduro,
sin membrana basal, mas facilmente
permeable a las particulas virales ino-
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culadas por cualquier ruta, en tanto
que en los ratones adultos prevalece
la selectividad de la barrera hema-
toencefalica. Los virus presentes en la
sangre circulante pueden penetrar al
sistema nervioso atravesandola pared
vascular y por lo tanto, salvando la
llamada barrera hematoencefalica,
pero existe otra posibilidad de alcan-
zar el tejido nervioso 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) y la penetracion del virus al
sistema nervioso debe ocurrir a tra-
vés de la barrera hematoencefalica;
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 nervioso por la via de los trac-
tos olfatorios. La presencia de abun-
dantes particulas virales en la peri-
feria de axones mielinicos en los
cortes de los ratones sacrificados 38
a 48 horas después de la inocula-
cién, contribuyen a sostener la hi-
potesis de popagacién de los virus
por la via neurotrépica.

Kissling (39), reporté una altisi-
ma tasa de virus en la sangre de
caballos infectados con EEV, indi-
cando el porqué esta enfermedad es
tan facil de diseminar, cuando se
hacen presentes gran numero de
mosquitos en el curso de una epi-
zootia equina. Tasker y col. (72},
demostraron que dos horas después
de la inoculacién 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 multiplicacién y
la elevada viremia, sugerian la posi-
bilidad de que los virus se acumula-
ran durante su desarrollo en 6rga-
nos muy vascularizados como los
pulmones, higado y rifiones; desta-
candose también las alteraciones y
la alta tasa de virus presente en los
6rganos linfaticos, como indice de la
reaccion del tejido linfoide en la
EEV. Estudios sobre la histopatolo-
gia en diferentes especies animales
{27, 68), han considerado que la
denominacién de encefalitis para el
cuadro clinico patolégico provocado
por el virus de la EEV, no es del todo
correcto. La afectacion del tejido lin-
foide en la EEV parece ser un hecho
constante (78); algunas especies
animnales presentan necrosis de los
glanglios linfaticos o de la médula
6sea, en tanto que en otras, predo-
mina la meningoencefalitis o encé-
falomielitis. Los estudios histopato-
l6gicos tambien coinciden en mos-
trar alteraciones de la pared de los
vasos sanguineos (27, 81). Igual-
mente, los hallazgos anatomopato-
légicos de los casos humanos repor-
tados por Wenger (80, 81}, muestran
alteraciones vasculares, con hipere-
mia y cambios inflamatorios en al-
gunos Organos, particularmente en
el pulmén. El estudio histolégico del
pulmén en nuestros ratones recién
nacidos, inoculados con el virus de
la EEV, también ha demostrado sig-
nos de neumonitis; ultraestructu-
ralmente, las particulas virales en €]
pulmén 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 habian padeci-
do de encefalitis durante el embara-
zo, también fueron reportados por
Wenger (81}, y son una evidencia de
la infeccion 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 dia de la infeccién,
posiblemente por la aparicién de an-
ticuerpos neutralizantes especificos
(18}.

La presencia de particulas vira-
les en el interior de los vasos sangui-
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
localizacién en las infecciones pro-
vocadas por los arbovirus, y consi-
deramos que las particulas 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-
nién es sostenida por Lascano,
quien ha observado las particulas
del virus Aura en la luz de los vasos
sanguineos (Lascono E.F. Comuni-
cacién personal). Algunos estudios
han pretendido demostrar la impor-
tancia de las alteraciones submi-
croscopicas de los endotelios en la
patogénesis de las afecciones vira-
les; pero, ante la presencia de lesio-
nes endoteliales en el sistema ner-

vioso, persiste la duda de que si
éstas son, o no, posteriores al dafio
celular perivascular, Estudios con el
virus Sindbis (38}, parecen indicar
que éste es capaz de multiplicarse
en el endotelio de los pequerios 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 particulas virales en la
luz vascular, estas particulas no pu-
dieron identificarse en la superficie,
ni penetrando a través de las mem-
branas de las células endoteliales.

Desarrollo de las particulas virales.

El material genético de los arbo-
virus esta constituido por moléculas
de ARN, las cuales al penetrar en las
células se localizan y se multiplican
en ¢l 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 interpretacion ultraestructural
para explicar la manera como se
forman las particulas virales de di-
ferentes arbovirus y de este modo,
examinar en detalle el proceso de
ensamblaje de las particulas 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 l1a fase de eclipse. Estudios con el
microscopio electrénico, han mos-
trado particulas 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, aan no
se conoce con certeza cual es el pa-
pel de estas particulas en el proceso
de sintesis y replicacién viral. Los
primeros reportes sobre Ia ultraes-
tructura del virus de la encefalitis
equina del Oeste (EEO) (49) y de la
encefalitis equina venezolana (52),
mostraron nucleocapsidos redon-
deados, considerados como precur-
sores de las particulas virales, situa-
dos en la periferia de vacuolas o
libres en el citoplasma de las células
cultivadas infectadas con los virus,
observandose también particulas
virales maduras en el interior de
vacuolas citoplasmaticas; sin em-
bargo, la interpretacion sobre el ori-
gen de las particulas virales fue con-
tradictoria. Morgan {49) indicaba,
que las particulas 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 l6gico de esa secuencia, y
de la presencia de particulas virales
maduras dentro de las vacuolas, no
se observaban muchas formas de
transicién. Mussgay y Weibel (52),
describieron las particulas del virus
de la EEV con el microscopio elec-
tronico en las células KB cultivadas,
proponiendo que los virus maduran
en las membranas citoplasmaticas
y van desprendiéndose, migrando a
través del citoplasma hacia la su-
perficie de la célula, donde se libe-
ran. Nufnez-Montiel (67) también
describib las particulas del virus de
1a EEV en el citoplasma vacuolizado

de células cultivadas infectadas con
ese virus, pero no emitié comenta-
rios sobre el posible origen de las
particulas observadas alrededor y
dentro de las vacuolas. Reciente-
mente (8) el desarrollo del virus de
la EEV ha sido estudiado en células
cultivadas, demostrandose la ma-
duracién de los virus en la membra-
na externa de las células y en la
membrana de las vacuolas citoplas-
maticas.

Estudios con el virus Semliki Fo-
rest (2, 16), han demostrado con cla-
ridad la manera como las particulas
precursoras de ese arbovirus del gru-
po A, adquieren la envoltura a nivel de
la membrana plasmatica y salen al
exterior de la célula por un mecanis-
mo semejante a la gemacion; aunque
se describen ocasionalmente particu-
las virales maduras dentro de las va-
cuolas citoplasmaticas, no se pudo
observar la penetracién de los precur-
sores del virus al interior de las vacuo-
las. Estudios mas detallados sobre el
desarrollo del virus Semliki Forest,
han aclarado mas, el obscuro proble-
ma de la formacién de las particulas
virales en los arbovirus. En la referen-
te a la penetracién de las particulas
virales en el interior de las vacuolas
Erlandson (16) hace las mismas ob-
servaciones senaladas por Morgan y
colaboradores, indicando que si bien
las particulas del virus Semliki Forest
parecen cruzar la membrana y al ha-
cerlo incorporan una cubierta perifé-
rica, éste debe ser un proceso muy
rapido, si es que en realidad existe, ya
que se ven escasas formas de transi-
cién. En este estudio {16}, también se
propone la hipétesis del desarrollo de
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las particulas virales maduras en el
interior de las vacuolas, sin contacto
con la membrana periférica; esta idea
contrasta con la constante ausencia
de particulas precursoras en la luz de
las vacuolas citoplasmaticas.
Posteriormente, Grimley {32} es-
tudia exhaustivamente la formacién
de vacuolas en células de embrion
de pollo infectadas con SFV y propo-
ne diferenciarlas en dos grupos: Va-
cuolas citopaticas tipo 1y tipo II. Al
discutir las alteraciones de las
células nerviosas nos referimos al
origen y al significado de las vacuo-
las citopaticas tipo 1. Sobre el meca-
nismo de penetracion de las particu-
las virales en las vacuolas tipo II,
Grimley (32) afirma, que los virus
adquieren su envoltura en transito
hacia la luz de las vacuolas, y con-
sidera que éstas se originan en las
cisternas del reticulo endoplasmati-
co. Esta hipétesis, relacionando el
reticulo endoplasmatico con las va-
cuolas que contienen particulas vi-
rales, ha sido propuesta para otros
arbovirus {6, 7, 23, 42, 68). También
Morgan (49), al estudiar el desarro-
lio del virus de la EEO en células
cultivadas, considerd la posibilidad
de que las vacuolas se originaran del
reticulo endoplasmatico, pero re-
chazé ésta como una hipétesis poco
probable. Recientemente Lascano y
col (40), han mostrado por primera
vez particulas de un arbovirus del
grupo A, en las cisternas del reticulo
endoplasmatico. Estudio con el mi-
croscoplo electronico sobre el desa-
rrollo del virus Chikungunya (33), el
cual pertenece al grupo A de los
arbovirus, han mostrado semejan-

zas entre la parte central de las par-
ticulas virales maduras y las parti-
culas precursoras, demostrando el
proceso de ensamblaje de las parti-
culas virales en la superficie celular
por medio de anticuerpos marcados
con ferritina. En lo referente a la
penetracién de los precursores del
virus Chikungunya a través de las
membranas de las vacuolas, no se
observé ninguna imagen de gema-
cion, 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 particulas vi-
rales en cisternas del reticulo endo-
plasmatico y en el citoplasma celu-
lar; no obstante la clara visualiza-
cion de los virus, no se identificaron
particulas precursoras, siendo este
detalle comiin a los arbovirus del
grupo B. Igualmente, en la infeccién
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
liberacion de los virus. Una excep-
cion entre los arbovirus del grupo B,
parece ser el virus Powassan (1),
transmitido por la picadura de ga-
rrapatas, y en cuya infeccién se han
descrito particulas similares en ta-
marfio a los llamados precursores
virales.

Al resumir las hipétesis que se
han propuesto sobre el desarroilo de
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las particulas virales en los arbovi-
rus, observamos que la mayoria 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
particulas virales maduras cuando
penetran en la luz de las vacuolas
citoplasmaticas. El origen de las va-
cuolas citoplasmaticas y su signifi-
cado en relacién con la replicacién
viral son obscuros; si bien algunos
autores sugieren la participacion del
reticulo endoplasmatico en su for-
macion, esta relacién es mas apa-
rente en las infecciones con arbovi-
rus del grupo B,

Nafez Montiel {(57) llamd la
atencion sobre el desarrollo del com-
plejo de Golgi en las células infecta-
das con el virus de la EEV, sefialan-
do que este sistema de membranas
y cisternas posiblemente estaba re-
lacionado con la formacién de las
vacuolas y con la replicacién 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 todavia no existe
una clara demostracién del proceso
de ensamblaje de las particulas vi-
rales en el interior de las células.
Nuestros hallazgos confirman la hi-
potesis de Lascano, y muestran en
detalle las diferentes etapas de la
penetraciéon viral, tanto en las va-
cuolas citoplasmaticas, 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 reticu-
lo-granular, generalmente en la ve-
cindad del complejo de Golgi, y alre-
dedor de ellas se van a formar las
particulas precursoras, para migrar
hacia las membranas del reticulo
endoplasmatico y del aparato de
Golgi, adquiriendo una cubierta al
penetrar al interior de las cisternas
o vesiculas citoplasmaticas, o al sa-
lir de la célula atravesando la mem-
brana plasmatica. Esta secuencia
coincide en parte con las observa-
ciones hechas por Morgan (49) sobre
el desarrollo del virus de la EEOQ, 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 parti-
culas con el aspecto de estructuras
redondas y osmiofilicas, en ocasio-
nes con un centro mas licido, 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 particulas se vieron adheridas a
las membranas del reticulo endo-
plasmatico y a las cisternas y vesi-
culas del complejo de Golgi. Estruc-
turas de forma y tamano similares
se han considerado como nucleo-
capsidos precursores en la forma-
ci6én de las particulas virales madu-
ras en diferentes tipos de arbovirus
del grupo A (2, 33, 42, 49, 52).
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Hemos descrito también, masas
reticulogranulares, con aspecto si-
milar a la cromatina nuclear o a las
formaciones granulares inducidas
por la puromicina en el citoplasma
de las células nerviosas de ratones
(24) v en las células de los acinos
pancreaticos 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 particulas
precursoras; podriamos considerar
aceptable la denominacién de viro-
plasma si suponemos que este ma-
terial granular es proteina viral, y
dicha suposicion se basaria en el
parecido entre las masas granulares
y la cromatina nuclear y en el hecho
de que con frecuencia las particulas
Precursoras parecen Nacer por con-
densacién del material granular.
Hallazgos similares han sido recien-
temente reportados en células de
embrién de pollo infectadas con el
virus de la EEV (8).

Estudios en células cultivadas
de embrién de pollo infectadas con
el virus Semliki Forest (20} han su-
gerido, que tanto la proteina viral
como el acido ribonucleico, se for-
man en las membranas de esas cé-
lulas. En un trabajo mas reciente,
Grimley y col (32) sugieren, que la
membrana plasmatica puede ser
también el sitio donde se efectiia la
sintesis de proteina viral, y propo-
nen que las primeras etapas en la
sintesis del virus SF, se cumplen en
vacuolas citoplasmaticas. Si toma-
mos como base estos estudios, las
masas de viroplasma y de particulas
precursoras descritas por Bykovsky

(8) y por nosotros, deben correspon-
der a areas de almacenamiento de
particulas virales que han penetra-
do en las células y que se hacen
visibles inmediatamente después de
la fase de eclipse; de manera que la
maduracion de las particulas virales
se podria 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-
ticulas precursoras del virus de la
EEV, estén formados por ARN y pro-
teina viral y que tanto la proteina
como el ARN del virus de la EEV,
podrian 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, proteinas celulares y par-
ticulas precursoras en un estado
tardio de la infeccion celular. Aun-
que no puede subestimarse el hecho
de que las células con mayor canti-
dad de virus y focos de viroplasma
mostraron dispersion y disminucion
de los polirribosomas, considera-
mos poco probable que las masas
reticulogranulares representen un
estadio tardio; especialmente por
presentar estas areas de viroplas-
ma, aspecto en ocasiones incipiente,
sin particulas precursoras, en el ci-
toplasma de las células nerviosas de
los ratones sacrificados 16 horas
después de la inoculacion.

Hemos propuesto que las parti-
culas precursoras pueden formarse
en condensaciones de acido ribonu-
cleico y de proteina formadas bajo el
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control viral, en el citoplasma de las
células nerviosas y esta hipétesis se
apoya en parte en los estudios re-
cientemente reportados sobre el de-
sarrollo del virus Chikungunya, uti-
lizando la técnica de autorradiogra-
fia, los cuales demostraron la pre-
sencia de ARN viral en masas de
viroplasma observadas en el cito-
plasma celular (34). Por otra parte,
es notorio el parecido existente éntre
el viroplasma asociado a particulas
virales en la EEV y las inclusiones
citoplasmaticas e intranucleares
observadas en las infecciones provo-
cadas por el virus de inclusién cito-
megalico (46}, herpes simple (Gar-
cia-Tamayo J. Resultados presenta-
dos en la XIV Jornadas de la Socie-
dad Venezolana de Anatomia Pato-
légica. Maracay, Venezuela, 1968); y
las inclusiones citoplasmaticas pro-
ducidas en las neuronas de ratones
(37}, zorros {14}, perros y humanos
por el virus de la rabia (Garcia- Ta-
mayo J. Resultados presentados en
el VII Congreso Latinoamericano de
Patologia y Il Congreso Panamerica-
no de la Academia Internacional de
Patologia. Buenos Aires. 1969).
Recientemente se han reportado
particulas virales alrededor de ma-
sas granulares y osmiofilicas, 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 localizacién cito-
plasmatica de las particulas precur-
sora, rodeando masas de material
similar a la cromatina, habian sido
descritas por Southan en células
cultivadas infectadas con el virus
West Nile 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 embrién 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 relacién con particulas
precursoras en los arbovirus del
grupc Ao B.

Los estudios realizados en cere-
bro de ratén y en células de embrién
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
particulas virales precursoras (Las-
cano, E. Comunicacién personal).
Hallazgos similares han sido repor-
tados por Bykovsky en la infeccion
con virus de EEV (8). Formaciones
tubulares similares a las descritas
en la infeccién de los virus Aura y
EEV han sido reportadas en las va-
cuolas citoplasmaticas de células
HEp2 {186) y células de embrién de
pollo (2} inoculadas con el virus
Semliki Forest; sin embargo, estas
estructuras no han sido descritas en
asociacién con masas de viroplas-
ma. Nosotros hemos tenido la opor-
tunidad de observar 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 suspensién de virus
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Nariva (Walder R. y Garcia-Tamayo
J. Resultados no publicados).

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

8i 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 replicacion del ARN
viral para poder interpretar mejor el
significado de los llamados precur-
sores virales y sobre todo para com-
prender mejor la relaciéon que puede
existir entre los nucleocapsidos, la
alteracién de los sistemas celulares
y el proceso mismo del ensamblaje
y de la sintesis del virus de la EEV.

En los virus que contienen ARN
se ha estudiado la organizacién mo-
lecular del acido nucleico, determi-
nandose 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
pequenos como polio (17), Semliki
Forest (20} y el virus de la encefalitis
equina del Oeste (70). Estos estu-
dios han progresado gracias ainves-

tigaciones recientes realizadas con
bacteriéfagos utilizando isétopos 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 "replicative
intermediate” (R-1}) (43). Se ha pro-
puesto que este tercer tipo de molé-
cula de ARN consiste en un nucleo
de cadena doble al cual estan adhe-
ridas “colas" de cadena simple (30b).
Estudios con el microscopio electré-
nico y por sedimentacion han aisla-
do el ARN de cadena simple gue
sedimenta mas rapido 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 mas lentamente, o sea el
de cadena doble (31).

Entre los arbovirus del grupo A,
se ha estudiado la replicacién del
ARN del virus Semliki Forest en fi-
broblastos de pollo marcados con
uridina H3 y utilizando técnicas de
centrifugacion y fraccionamiento, se
ha tratado de determinar la localiza-
cién citoplasmatica de los diversos
tipos de ARN (20). Estos estudios
han demostrado particulas 140-S,
resistentes a la accién de la ribonu-
cleasa, que, ademas de proteina,
contienen ARN viral (Unidad 40-S},
pero sin poseer propiedades infec-
ciosas, teniendo por consiguiente,
gran similitud con las llamadas par-
ticulas precursoras. En otras frac-
ciones de ARN aisladas se identifico
una forma 20-S, la cual diferia con-
siderablemente de las otras dos
fracciones de ARN aisladas (42-Sy
26-8}. La forma 20-S es la primera
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en ser marcada por el isétopo en el
proceso de sintesis viral y posible-
mente corresponde al llamado “re-
‘plicative intermediate", postulando-
se que el ARN viral debe inicialmente
sintetizarse sobre las estructuras de
las unidades aisladas en la forma
20-5S (20). En estudios recientes de
centrifugacion diferencial se ha de-
terminado que el R-1 del virus SF, se
puede aislar de los polirribosomas
que estan produciendo proteina vi-
ral (21) y de las membranas (22).
Estos hallazgos corroboran la hipé-
tesis propuesta para explicar los pri-
meros estadios en la formacién de
las particulas virales en las vacuolas
citoplasmaticas CPV 1T (20, 32). En
presencia‘de un inhibidor de la sin-
tesis proteica viral, la cyclohexami-
de; s€ provoca un aumento momen-
taneo del ARN viral como .conse-
cuencia de la incapacidad del virus
para formar particulas precursoras,
por lo cual, las vacuolas CPV-II ro-
deadas de particulas virales, no se
producen (23}. El hecho comproba-
do de que la unidad 140-S que con-
tiene ARN perteneciente a la frac-
cion 40-S, corresponde a las estruc-
turas conocidas como particulas
precursoras en las células infecta-
das con el virus Semliki Forest (20,
22, 23}, al igual que la reciente de-
mostracion de ARN en las particulas
del virus de la EEO (69), contribuye
a reforzar nuestra hipétesis de que
las particulas precursoras del virus

de la EEV deben contener ARN viral.

Nosotros hemos considerado
probable que los precursores virales
se originen en masas reticulogranu-
lares de viroplasma;esta teoria pare-

ce no concordar con los hallazgos de
Friedman (20, 21, 22) en lo que se
refiere a la localizacién del R-1 del
ARN en las membranas celulares en
la etapa inicial de la replicacion del
virus Semliki 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
Semliki 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 | en
las células nerviosas, la presencia
de masas de viroplasma rodeadas
por particulas precursoras, y la par-
ticipacién de las citomembranas del
aparato de Golgi en el ensamblaje de
la capsula de los precursores del
virus, son algunos de los aspectos
mas resaltantes de nuestros hallaz-
gos, los cuales difieren basicamente
de las observaciones realizadas en
células cultivadas infectadas con
SFV (2, 16, 32), y en general plan-
tean interrogantes desde el punto de
vista ultraestructural, para otras in-
fecciones producidas por arbovirus.

Hemos senalado 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-

rando estos estudios con nuestras
observaciones con el microscopio
electronico 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
inaculados 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 (Garcia-Tamayo J.
Resultados no publicados), son si-
milares a las alteraciones ultraes-
tructurales sistematicas observadas
por Lascano y col (42) en la infeccién
con el virus Aura (Lascano E.F. Co-
municacién 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-
bovirus del grupo A.

La formacién de las particulas
virales maduras se completaria a
nivel de las membranas celulares,
con la incorporacion por parte de los
virus, de sus proteinas con algunos
antigenos especificos (33} localiza-
das a nivel de las membranas celu-
lares y las cuales se visualizan con
el M.E. presentando proyecciones
pequenas en la superficie de las par-
ticulas virales (65, 66}. La liberacién
de las particulas virales también se
puede explicar interpretando en las
microfotografias electrénicas las se-
cuencias ultraestructurales repor-
tadas. Pudimos apreciar gemacién
en la superficie de la membrana ce-
lular y en las citomembranas, con
incorporacion por parte de las par-
ticulas precursoras, de la unidad de
membrana, saliendo al espacio in-

tersticial. Este fenémeno 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-
cion del citoplasma y de la membra-
na plasmatica; otras células mos-
traron ocasionalmente, vacuolas
conteniendo particulas virales las
cuales parecian salir de las células
por ruptura de la pared de las va-
cuolas. Este mecanismo de libera-
cién de los virus es semejante a una
pinocitosis invertida y ha sido pro-
puesta por Morgan en la infeccién
con virus de la EEO {49)}.

En lo concerniente al tamano y
alaforma de las particulas del virus
de la EEV, nuestros hallazgos coin-
ciden con las descripciones previas
de las particulas precursoras y ma-
duras del virus de la EEV (8, 52, 53}.
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