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Fig 38. 	 Sexto día post inoculación con el virus de la EEY. a) Foco cortical con apariencia 
pseudoquística que muestra fagocitos hinchados con algunos parásitos visibles en 
su citoplasma. 100 X. b) Necrosis eosinofílica en un área cortical. En el centro de la 
lesión se ven algunos parásitos libres y otros se observan dentro del citoplasma de 
algunos macrófagos. 100 X. 

las cuales mostraba signos de pará­ ron signos histológicos de toxoplas­
lisis. Las cuatro ratas sobrevivientes mosis en 17 de los 23 animales ino­
fueron sacrificadas un mes después culados con el vims (74%) y en 6 de 
de la inoculación. 8 controles (75%). 

En nuestro estudio se observa- En las ratas utilizadas como 
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control se observaron ocasional­
mente en el tejido nervioso quistes 
conteniendo abundantes formas 
parasitarias de aproximadamente 3 
x 5 micras de diámetro. Se vieron 
áreas focales con células epiteliales 
y evidencia de actividad fagocítica, 
con escasas células mononucleares 
o polimorfonucleares en su periferia 
(Fig. 36), alrededor de algunos vasos 
se vieron discretos infiltrados linfo­
citarlos. 

Los quistes conteniendo abun­
dantes formas parasitarias se ob­
servaron en los casos tanto contro­
les como experimentales a nivel de 
la corteza cerebral (Fig. 37a). En los 
animales inoculados con el virus de 
la EEV se observó que después del 
4to. día de inoculación era frecuente 
un área de rarefacción alrededor de 
los quistes o se observaba un espa­
cio entre los parásitos contenidos en 
los quistes y el tejido nervioso (Fig. 
37b); en otras áreas el quiste era 
reemplazado por numerosas células 
vacuolares hinchadas. todavía con­
servándose un aspecto circunscrito 
en forma pseudoquística, con mode­
rada actividad macrofágtca en su 
periferia (Fig. 38a). Entre el 6to y 
8vo. día aumentaron las lesiones 
focales de aspecto necrótico, con 
centro eosinofllico y presencia de 
microorganismos aislados dentro de 
macrófagos y células microgllales 
coronando estas lesiones (Fig. 38b). 

En esta etapa los focos granulo­
matosos mostraron una corona lin­
foplasmocitaria muy prominente 
con presencia de un número varia­
ble de células microgliales periféri­
cas, necrosis focal en el centro y 
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manguitos perivasculares con célu­
las mononucleares en la vecindad. 

En las ratas que murieron entre 
los días 13 y 16 post inoculación las 
lesiones eran muy severas. Los cam­
bios producidos por el virus de la 
EEV, descritos anterionnente eran 
de tipo residual, en tanto que las 
zonas necróticas confluían para for­
mar abscesos con signos de infla­
mación aguda. Uno de estos anima­
les mostró una meningitis aguda 
purulenta con signos de encefalitis 
necrotizante. En las ratas sacrifica­
das 1 mes después de la inoculación 
con el virus. las lesiones focales con 
aspecto granulomatoso eran más 
frecuentes. de mayor tamaño. con 
gran infiltración linfoplasmocitaria 
coronando el centro de macrófagos 
epitelioides y con manguitos peri­
vasculares con células mononuclea­
res en la vecindad (Figs. 39a y 39b). 
en algunas áreas se observó micro­
gliosis difusa en la corteza cerebral. 
o infiltrados con células mononu­

cleares en las meninges. Algunos 

granulomas mostraban necrosis 

central y severa infiltración de la 

periferia con mononucleares y poli­

morfonucleares. 

5.- Patogenia de la infección in­

trauterina. 


Durante la primera semana de 
gestación. el estudio histológico del 
útero de las ratas en cortes seriados 
practicado los días cuarto y quinto. 
demostró la formación del disco o 
placa embrionaria alrededor de la 
cual se vieron las células del cito y 
sincitiotrofoblasto. También se ob­
servaron modificaciones de los va­
sos de la pared uterina. engrosa­
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Fig.39. 	Un mes post inoculación con el virus de la EEY. a) Gran foco granulomatoso que 
hace prominencia en una rona cortical; en la parte central se ven células epitelioides 
y existe una corona linfocitaria muy evidente. 25 X. b) Granuloma cortical en el área 
de microgliosis difusa con signos de necrosis central; infiltración periférica con 
abundantes linfocitos y macrófagos. 25 X. 

miento de sus paredes, dUatación del 5to día de gestación. el estudio 
vascular y congestión. histológico mostró necrosis focal o 

En las ratas inoculadas con el total con hemorragias en la placa 
virus de la EEV 2, 3 ó 4 días antes embrionaria y vacuolización o pic-
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Fig.4O. Cinco días de gestación; dos días post inoculación. Necrosis focal de la placa 
embrionaria. Las células son reemplazadas por detritus amorfos con aspecto granular. 
Algunas células del citotrofoblasto están vacuolizadas. Alrededor se ven las células 
fusiformes del miometrio. 100 X. 

nosis de las células citotrofoblásti­
cas (Fig.40). En algunas muestras la 
pared del útero se encontraba infil­
trada por número variable de leuco­
citos. A los doce días de gestación el 
tamaño de cada segmento del útero 
alcanzaba 1 cm. y el embrión sano 
medía 0.6 cms.. se practicaron cor­
tes seriados para el estudio histoló­
gico de las ratas usadas como con­
trol y de las inoculadas con el virus 
de la EEV 2. 3 Y 4 días antes del día 
12 de gestación y se observaron ex­
tensas áreas de necrosis, tanto en la 
placenta como en el feto, especial­
mente los días 3ro. y 4to. post ino­
culación. 

Durante la primera y segunda 
semana de. gestación, las ratas ino­
culadas con el virus de la EEV su-
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frieron siempre la interrupción de la 
preñez. En la primera etapa de ges­
tación. se examinaron los úteros en 
diversas etapas. dejando en unos 
casos evolucionar la preñez. En es­
tos casos se observó siempre la 
muerte del feto con necrosis y hemo­
rragias del feto y de la placenta. El 
estudio virológico de feto y placenta 
en esta etapa no se pudo realizar por 
las dificultades para independizar el 
feto y la placenta en un segmento de 
cuerno uterino de 1 cm. En la terce­
ra semana de embarazo. las ratas 
inoculadas con 200 ufp en los días 
14. 15. 16. 17 Y 18 de gestación 
fueron examinadas virológicamente 
e histológicamente. El estudio se re­
alizó en diversos animales y en días 
de gestación variables hasta selec­
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cionar el día 18 de gestación como 
la fase ideal para examinar las lesio­
nes de la unidad feto-placentaria 
desde el punto de vista histológico 
con una correlación virológica. 

Se observó que en las ratas ino­
culadas en los días 14 y 15 de ges­
tación. el feto y la placenta sufrieron 
graves lesiones. caracterizadas por 
necrosis e infiltración con leucocitos 
polimorfonucleares. Al inocular 200 
ufp el día 14 fué muy raro encontrar 
algún feto viable el día 18. Por el 
contrario llamaba la atención el he­
cho de que al inocular los días 15 ó 
16. a pesar que se producía muerte 
fetal, el daño era variable y en algu­
nos fetos se mantenía el tamaño 
normal o se hallaban con vida en el 
momento de ser sacrificados. En es­
tos fetos las alteraciones placenta­
rias siempre presentes. mostraban 
una evolución más tardía o menos 

, 
severa que en los otros hijos de la 
misma madre. Un ejemplo de este 
fenómeno se muestra en la Fig. 41. 

El estudio virológico en esta eta­
pa del embarazo fué siempre demos­
trativo de que la viremia se produce 
entre el primer y el segundo día post 
inoculación. Por esta razón se hizo 
énfasis en el estudio virológico de 
fetos y placenta en los días tercero y 
cuarto post inoculación. Al aumen­
tar la dosis de virus administrada de 
200 a 2.000 ufp fué evidente una 
mayor severidad de los cambios his­
tológicos y el acortamiento del tiem­
po en el cual éstos se producen. En 
el cuadro a continuación se expre­
san algunos resultados del estudio 
virológico con 2.000 ufp. 

El estudio histológico de los fe­
tos demostró en forma constante 
alteraciones de tipo necroUzante 
que siempre se asociaron a severas 

INOCULACION CON 2.000 ufp DEL VIRUS DE LA EEV 

CEPA GUAJIRA 


Días de Días post Sangre 
gestación inoculación materna Placenta Feto 

18 3 4.2 x 104 6.5 x 104 6.5 x 104 

7.7 x 104 7.7 x 104 

1.9 x 106 1.4 x 105 

8x 105 1.6 x 105 

1.9 x 106 1.3 x 103 

2.5 x 106 8 x 102 

2.3 x 105 2.7 x 103 

20 4 101 4.5 x 107 8 x 103 

21 5 lO l 2x 107 3.5 x 103 
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lesiones placentarias. Fetos y pla­
centas fueron siempre examinados 
juntos, en cortes seriados y utilizan­
do como control fetos y placentas de 
ratas de la misma edad gestacional 
no inocúlados. Los resultados en 
este trabajo se orientan a la descrip­
ción de las alteraciones placentarias 
por considerar los cambios fetales 
poco específicos y atribuíbles al 
daño de la placenta. 

La reacción decidual perivascu­
lar en el miometrio fué un fenómeno 
evidenciable en la base de implanta­
ción de la placenta. Las células de­
ciduales se destacan con una Un­
ción para reticulina, que demuestra 
fibras alrededor de ellas y de los 
vasos. Desde el segundo día post 

inoculación se notó infiltración peri­
vascular con leucocitos y macrófa­
gos en la decidua. En algunos vasos 
era evidente la necrosis fibrinoide de 
sus paredes (Fig. 42), con distorsión 
de la trama reticular debida al ede­
ma y necrosis de las células deci­
duales (Fig. 43). En esta etapa inicial 
algunos vasos mostraban lesiones 
endoteliales y necrosis fibrinoide de 
la pered (Fig. 44). 

Entre el tercero y el cuarto día 
post inoculación las alteraciones 
eran muy evidentes en las arterio­
las. Se vieron trombos de aspecto 
hialino en venas a nivel de la deci­
dua o a nivel de la placa coriónica 
(Fig. 45). Los vasos en la cara fetal 
de la placenta y las arterias umbili­

Fig.4l. 	Dieciocho días de gestación; cuatro días poSl inoculación. Seis felos de una misma 
madre con sus placentas. demostrándose en todos signos de necrosis. El tamaño del 
feto mas grande corresponde al normal para 18 días, pero muestra signos evidentes 
de muerte intrauterina y necrosis. La marca de la base de la fOlOgrafía representa 
1 cm. 
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Fig. 42. Dieciocho días de gestación; dos días post inoculación. Edema y necrosis fibrinoide 
de la pared vascular en el miometrio. Se observa infiltración leucocitaria. 100 X. 

Fig.43. Dieciocho días de gestación; rata control. linción de la reticulina que muestra la 
trama fibrilar de los vasos, constituídas por las células deciduales en la pared 
miometrial. 25 X. 

cales mostraron signos de vasculi­ ciduales con signos de vasculitis. El 
tis. Cuatro días después de la ino­ examen de algunos trombos en fase 
culación con el virus de la EEV, se de organización demostró edema del 
detectaron trombos hialinos o en endoteUo y células inflamatorias con 
forma de masas fibrinotdes bien or­ plaquetas adheridas a la pared vas­
ganizadas en algunas arteriolas de- cular. Las áreas de infarto placenta-

Investigación Clínica 36 (Sup. 2): 1995 



393 EEV : histología, histoquímlca. y ultraestructura 

Fig. 44. 	 Dieciocho días de gestación; dos días post inoculación. Distorsión de las fibras 
perivasculares de reticulina producida por el edema, necrosis e inflltración de las 
células deciduales por leucocitos. 25 X. 

Fig.45. 	 Dieciocho días de gestación; cuatro días post inoculación. Trombo hialino en una 
vena de la placa coriónica. 100 X. 

do fueron muy evidentes entre el necrosis celular individual con infil­
tercer y el cuarto día post inocula­ tración inflamatoria moderada 
ción. Los infartos placentarios eran (Fig. 46), a extensas zonas con ne­
focales con pérdida de la arquitectu­ crosis de grandes segmentos de la 
ra y modificaciones que iban desde 
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Fig. 46. Dieciocbo días de gestación; cuatro días post inoculación. Trofoblastos y decidua 
con signos de necrosis e inflamación. 100 X. 

Hg. 47. Gran infarto placentario. Todavía se pueden deteciar las vellosidades coriales en la 
zona de necrosis. 25 X. 

placenta que comprometian hasta la placenta, desde el segundo y ter­
mas del 50% de la misma (Fig. 47). cer día post inoculación. Los títulos 

El estudio virológico de la pla­ en el feto fueron siempre menores 
centa comparada con el del feto de­ que los placentarios y tendían a cre­
terminan siempre un título muy cer después del tercer día post ino­
alto de virus (1 x 104 a 4 x 107

) en culación. 

Investi~acjón Clínica :lfi (Sup. 2): 1995 



395 EEV : histología. histoquímica. y ultraestructura 

La viremia de las ratas inocula­
das por vía ip con el virus de la EEV, 
se caracteriza por ascender hacien­
do un pico en el rango de. lOS ufp 
x ml al segundo día post inocula­
ción. Al tercer día los valores decaen 
en el orden de 104 ufp x mI. 

El ascenso del título de virus en 
las placentas entre 104 a lOS ~ x 
gr. al tercer día y entre 105 a 10 x 
gr. al cuarto día post inoculación, 
fué comparada con los títulos en los 
fetos respectivos, los cuales varia­
ron entre 104 y 105 ufp X gr. 

DISCUSION 

Experimento en ratones: u1traes­
tructura e hlstoqulmlca. 

La morfogénesis de las partícu­
las del virus de la EEV en el cerebro 
de ratones recién nacidos Inocula­
dos intracerebralmente con este vi­
rus, fué descrita en nuestros traba­
jos del año 1971(47,48), En este es­
tudio se señalarán algunos detalles 
que no han sido previamente discu­
tidos o que es necesario actualizar 
en base a nuevas contribuciones. 
sobre todo en el campo de la estruc­
tura fina de las partículas virales y 
su estudio con el ME en cortes finos 
y con tlnción negativa. Se reporta­
rán una serie de investigaciones ori­
ginales. las cuales considero deben 
contribuir a despertar el interés so­
bre el tema y espero que puedan 
ampliarse en estudios conjuntos de 
tipo bioquímico e inmunológico. 

Cuando se examinan las micro­
grafias electrónicas del cerebro de 
los ratones inoculados con el virus 
del la EEV. la proliferación de los 
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complejos de Golgt y la organización 
de las masas de material granular 
en el citoplasma de las células ner­
viosas es el primer aspecto que ame­
rita una breve consideración. En los 
resultados de este trabajO se de­
muestra como se inicia la formación 
de material granular. entre los gru­
pos de polirribosomas que aún no se 
han modificado. en ratones inocula­
dos intracerebralmente con el virus. 
tan solo 16 horas después de la 
inoculación. Ya señalaba en 1971 
(47) que estas áreas granulares se 
van haciendo mayores y como alre­
dedor de ellas se ven partículas de 
28 a 30 nm de diámetro. que se 
consideran precursores virales o 
nucleocápsidos (NC). La posibilidad 
de que estas masas granulares re­
presentan áreas de viro plasma o fá­
bricas de virus ha sido discutida 
(47), y se han señalado algunos da­
tos que hacen que las observaciones 
reportadas previamente (47. 48). Y 
las señaladas en este trabajo estén 
en desacuerdo con los hallazgos so­
bre la formación inicial de las partí­
culas del virus de la selva de Semliki 
(SF) a nivel de membranas celulares 
(43. 65). Por este motivo es impor­
tante discutir en esta primera parte 
las implicaciones del vlroplasma y 
de las membranas de las células 
infectadas en la formación de las 
partículas del virus de la EEV. 

Cuando se iniciaron los estudios 
sobre la morfología de los arbovlrus. 
se demostraron con el ME partículas 
redondeadas consideradas como 
precursores de los virus y las cuales 
corresponden a los NC. La interpre­
tación sobre el origen de los NC y su 
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papel en la formación de las partí­
culas virales fue en principio con­
tradictoria (106, 111), si bien siem­
pre coincidía en el hecho de que las 
partículas virales se ensamblaban 
en la membrana plasmática de la 
célula infectada. Sin embargo, como 
se señalaba antes, los estudios re­
alizados con el virus SF en células 
cultivadas, durante las etapas más 
tempranas de la infección, sugerían 
que, además de la membrana plas­
mática, también ciertas vacuolas del 
citoplasma eran los sitios de síntesis 
de proteína viral (43, 65). En este 
trabajo se reporta la presencia de 
vacuolas similares a las descritas 
por Friedman (43. 45) Y Grimley (65. 
67) en el citoplasma de macrófagos 
a nivel del bazo, en los ratones du­
rante las primeras 48 horas después 
de la inoculación intracerebral con 
el virus de la EEV. Posteriormente 
comentaré algunos detalles sobre 
estos hallazgos. En trabajos sobre la 
ultraestructura e histoquímica del 
tejido nervioso durante el desarrollo 
del virus de la EEV (47. 48) fue 
demostrado como los NC parecían 
formarse en masas de material gra­
nular en el citoplasma de las células 
nerviOsas y posteriormente describí 
observaciones similares a nivel del 
músculo cardíaco (51). Estas "fábri­
cas de virus" o viroplasmas habían 
sido descritas por Bykosky en célu­
las cultivadas infectadas por el virus 
de la EEV (23) y por Lascano en el 
cerebro de ratones inoculados con el 
virus Aura (93). En esa época Htgas­
hi describió por medio de la autora­
diografia. la presencia de ARN y de 
proteínas en estructuras similares 

al "viroplasma" descritas durante la 
infección con el virus Chikungunya 
(72). Todas estas evidencias morfo­
lógicas me llevaron a postular la 
teoría de que el virus de la EEV se 
podía originar en masas de material 
granular que se sitúa en el citoplas­
ma y que es similar a las masas de 
viroplasma descritas en otras infec­
ciones virales como la rabia (50) o en 
la infección con el virus de la fiebre 
de las garrapatas de Colorado (107). 
Posteriormente Murphy, aceptando 
esta hipótesis. propone el viroplas­
ma dentro de la descripción de la 
morfología y morfogénesis del virus 
de la EEV(l09). 

En los primeros estudios con el 
ME sobre el desarrollo del virus de 
la encefalitis equina del oeste (EEO). 
realizados por Morgan en 1961 
(l06). no se observaron suficientes 
figuras de gemación como para 
aceptar definitivamente que los NC 
incorporan la membrana celular 
para transformarla en envoltura vi­
ral. Las primeras observaciones so­
bre el virus de la EEV describían 
una etapa de migración citoplasmá­
tica con liberación en la membrana 
plasmática que no deja en claro cual 
era el mecanismo de la formación de 
los viriones (111). No fué hasta 1967 
cuando Acheson y Tamm (1) y tam­
bién Erlandson (40). demostraron 
que la maduración de los NC del 
virus SF se hace a nivel de las mem­
branas y que el virus deja las células 
por un mecanismo de pinocitosis 
invertida o gemación. Sin embargo. 
todavía no estaba claro el papel del 
NC de los togavirus en relación con 
la membrana de vacuolas o cister-
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nas citoplasmáticas. pues como se­
ñalaba Erlandson, la gemación den­
tro de vacuolas deberla ser un pro­
ceso muy rápido pues no se veían 
casi formas de transición (40). En 
estos años. algunos estudios le ad­
judicaron una singular Importancia 
al retículo endoplasmático en la for­
mación de partículas virales. sobre 
todo en arbovirus que no pertene­
cían al grupo A. como la fiebre ama­
rilla (16). West Nile y Guaroa (148), 
Encefalitis Japonesa B (159). o en 
arbovirus del grupo A como EEO 
(106). Aura (93) y SF (44). En nues­
tras obseIVaciones con el ME sobre 
el virus de la EEV. no se describió 
ninguna relación entre el retículo 
endoplasmático y las partículas vi­
rales (48. 51) y tampoco describo en 
este trabajo ninguna modificación al 
respecto. 

En lo que se refiere a la incor­
poración de la membrana celular 
por lo NC. los estudios con el virus 
Chikungunya (71) en 1967 y poste­
riormente con el virus Sindbis en 
1973 (123), utilizando anticuerpos 
marcados con femUna, demostra­
ron que el ensamblaje de las partí­
culas virales se hace en la membra­
na celular. Sin embargo. en estos 
estudios no se obseIVaron Imágenes 
de gemación en las vesículas cito­
plasmáticas ni en las cisternas de 
las células. 

La importancia del aparato de 
Golgi en la formación de las partícu­
las del virus de la EEV fue sugerido 
desde 1962 por Nuñez Montiel (117) 
Y posteriormente Lascano en la in­
fección con el virus Aura (93). Grim­
ley y Friedman en 1970 demostra-
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ron hallazgos similares en el cerebro 
de ratones infectados con el viruS SF 
(66). Al año siguente. mis trabajOS 
sobre el desarrollo del virus de la 
EEVen ratones recién nacidos (47, 
48). dejaron finalmente aclarado el 
papel del aparato de Golg1 y sus 
membranas lisas en la formación de 
las partículas virales. Ese mismo 
año. Holmes destacó la importancia 
del aparato de Golgi en la morfogé­
nesis de las partículas virales de 
varios arbovirus del grupo Bunyan­
wera (73). 

A la luz de los conocimientos 
recientes sobre la estructura fisico­
química de la envoltura de los toga­
virus. y de nuestras investigaciones 
con el ME sobre la incorporación de 
la membrana celular para formar la 
envoltura del virus de la EEV, es 
posible señalar detalles de este fenó­
meno que no han sido previamente 
reportados. Tal vez una de las obser­
vaciones mas interesantes es la re-o 
ferente al papel de las espículas en 
la superficie de las partículas virales 
durante su ensamblaje y la posibili­
dad de estudiarlas con el ME. Se 
sabe que la espículas de los togayi­
rus están compuestas por dos glico­
proteínas El y E2 (56. 136). Tam­
bién se demostró la existencia de 
otra glicoproteína E3 en la envoltura 
dei virus SF (56). Una de las interro­
gantes que deben plantearse a nivel 
ultraestructural es la de en qué mo­
mento la membrana de la célula in­
fectada por el virus de la EEV co­
mienza a transformarse en la envol­
tura viral. No se sabe si ésto ocurre 
antes de que el NC se ponga en 
contacto con la membrana o s1 el 
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genoma viral puede influenciar a 
distancia la organización estructu­
ral de las membranas. 

El fenómeno no ha sido comple­
tamente esclarecido pero se han he­
cho importantes contribuciones so­
bre la composición fiSico- química 
de los togavirus que ayudan a com­
prenderlo (88). Cuando señalamos 
en los resultados como el NC entra 
en contacto con las membranas. es­
pecialmente las membranas lisas 
del complejo de Golgi para producir­
se la gemación. es posible observar 
cambios en la estructura fma de las 
membranas. Se ha propuesto que 
las glicoproteínas se difunden late­
ralmente en la membrana celular 
(94). factibilidad que hace posible el 
modelo del mosaico lipídico-fluído 
de Singer (139). Posteriormente los 
estudios de Bachi y cols. (12) de­
mostraron que era posible marcar 
con ferrttina los sitios de actividad 
antigénica en la membrana de los 
eritrocitos unidos por efecto del vi­
rus Senda! y con la aplicación del 
método de crio-fractura fué posible 
visualizar estas áreas con el ME. Los 
trabajos de Tillack (146) en mem­
branas de eritrocitos y el esquema 
de Singer {139} son fundamentales 
para interpretar las modificaciones 
de las membranas celulares induci­
das por el virus de la EEV. 

La envoltura de los togavirus ha 
sido ciudadosamente estudiada y se 
sabe que ella no difiere mucho de la 
organización estructural y bioquí­
mica de las membranas de la célula 
que reproduce las partículas (32. 
125. 133). Por otra parte, se ha pro­
puesto que las proteínas del NC no 

hacen protusión en la envoltura 
(69). Las proteínas capsoméricas de 
los togavirus son similares y ésto lo 
demuestran estudios con los virus 
Sindbis (144) Y SF (57); sin embargo. 
por estudios sobre la composición 
proteica del cápsido del virus de la 
EEV realizados por Horzinek (76). se 
sabe que ésta difiere consider­
ablemente de lo que se ha descrito 
para otros togavirus (57. 76. 144). 
Una opinión similar en lo que se 
refiere a las diferencias entre la es­
tructura y composición proteica del 
cápsido del viruS de la EEV es sos­
tenida por José Esparza. del Labo­
ratorio de Virus Animales del M C 
(Comunicación personal). basándo­
se en estudios preliminares sobre la 
separación de proteínas de las par­
tículas del virus de la EEV. De aquí 
que sea de gran interés el poder 
estudiar las propiedades físico-quí­
micas y la estructura de virus de la 
EEVy compararla con la de los otros 
togavirus como SF o Sindbis. ya que 
éstos se han realizado como moldes 
para incluir a los démas virus. que 
antes se agrupaban en el grupo A de 
los arbovirus. y ahora se reúnen en 
un solo grupo denominado grupo 
alfa de ]os togavirus. 

Es lógico suponer que debe exis­
tir una cierta relación estructural 
entre las proteínas del cápSido y las 
glicoproteínas que forman las espí­
culas en la envoltura viral. Estudios 
realizados por Burke y Keegstra (21) 
señalan que la glicoproteína E l. la 
cual se sabe posee las propiedades 
hemaglutinantes (3I), atraviesa la 
envoltura y la glicoproteína E2 debe 
estar conectada con el NC de alguna 
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manera, aunque no se sabe como se 
produce esta asociación. Las djficul­
tades para separar las glicoproteí­
nas E 1 Y E2 han sugerido que ellas 
éstan unidas por puentes y se pien­
sa que éstos no son puentes disulfi­
dicos ya que durante la purificación 
no se reducen. Estos puentes man­
tendrían a las glicoproteínas E 1 Y E2 
en la cubierta del virus con una 
separación estructural precisa. Los 
estudios de Von-Bonsdorff y Harrt­
son (153) también señalaban que en 
la superficie del virión las espículas 
mantienen una estructura icosaé­
drica, formando una especie de ma­
lla que cubre el virus y ésto contri­
buye a confirmar la impresión de 
que la organización arquitectónica 
de las glicoproteínas en la envoltura 
viral se rige por patrones estructu­
rales muy precisos. 

Garoff y S1mons(57) han demos­
trado que las colas hidrofóbicas de 
las glicoproteínas E 1 Y E2 penetran 
a través de la doble capa lipídiCa de 
la envoltura viral y proponen que las 
conexiones de estas con el cápsido 
van a determinar la organización 
definitiva de la envoltura viral sobre 
el cápsido. 

Observaciones sobre la morfolo­
gía del virus Sindbis utilizando el 
método de crio-fractura han demos­
trado subuntdades de 4 nm de diá­
metro con espacios de 6 nm entre 
ellas en la superficie de la partícula 
viral y se han considerado como una 
evidencia de la organización espa­
cial de las espículas de la envoltu­
ra(l9). También se ha demostrado, 
marcando aminoácidos y glicopro­
teínas con material radioactivo, que 
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la extracción de lípidos del virus 
Sindbis utilizando SDS. deja un 
60% de las glicoproteínas en su po­
sición habitual sin mayores modifi­
caciones en la estructura del vi­
rión(20). Estos resultados señalan 
nuevamente que existe una relación 
estructural entre las proteinas del 
nucleocápsido y las de la envoltura. 

Al presentar los resultados del 
estudio del cerebro de los ratones 
recién nacidos inoculados con el vi­
rus de la EEV. señalé que era posible 
detectar una cierta organización de 
los nucleocápsidos en cortes ultrafi­
nos. La comparación entre estos ha­
llazgos y las observaciones con tin­
ción negativa de la envoltura viral 
demuestran una regularidad arqui­
tectónica que puede disociarse en 
subunidades como las que obtuvi­
mos al tratar al virus purificado por 
DOC (53). y semejantes a las ya 
descritas en los resultados de este 
trabajo. Sin duda alguna es necesa­
rio practicar estudios con ME de 
mayor resolución y combinar estas 
observaciones con datos bioquími­
cos o inmunoquímicos. 

En la descripción de los resulta­
dos destaqué la importancia de las 
espículas del virus de la EEV en el 
fenómeno de asociación entre las 
partículas virales y como alrededor 
de los axones o en el espacio extra­
celular en el SNC. las partículas vi­
rales se agrupaban en forma para­
cristalina o linealmente. pudiendo 
demostrar con el ME como las espí­
culas se unían formando puentes 
entre los viriones. A pesar de las 
observaciones hechas por Murphy y 
Whitfield sobre la imposibilidad de 
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ubicar la fonna de las espículas del 
virus de la EEV en cortes finos ( 108). 
si creo factible demostrar a nivel de 
los cortes ultrafinos en el SNC de 
ratones que las partículas del virus 
de la EEV muestran una organiza­
ción precisa y regular de sus espícu­
las. Los resultados del estudio des­
crito en este trabajo señalan algu­
nas de estas evidencias. Postedor­
mente cuando se discuta la morfo­
logía de la envoltura viral examina­
da con tinción negativa. comentaré 
algunos aspectos sobre la fusión de 
partículas virales por puentes de an­
ticuerpos. lo cual se relaciona con la 
visualización mas evidente de las 
espículas cuando ellas están en con­
tacto con el plasma sanguíneo. fenó­
meno muy característico observado 
a nivel ultraestructural en la parte 
1.3 (6) en este trabajo. También mas 
adelante. al discutir la morfología de 
las hemaglutininas separadas por la 
acción del DOC y examinadas con 
tinclón negativa. señalaré algunos 
aspectos sobre la organización de 
estas partículas a nivel ultraestruc­
tural y sobre la necesidad de estu­
diar. desde el punto de vista fisico­
químico las gllcoproteínas de super­
ficie del virus de la EEV. 

En el estudio ultraestructural de 
los tejidos en los ratones recién na­
cidos inoculados intracerebralmen­
te con el virus de la EEV. he señala­
do algunos detalles sobre los macró­
fagos. Los hallazgos reportados en 
macrófagos y en las células del sis­
tema retículoendotelial del bazo y 
del hígado. merecen una breve con­
sideración. Existen estudios demos­
trando la importancia de las células 

de Kupffer en la fagocitosis de las 
partículas del virus de la EEV (84). 
También se ha señalado que el blo­
queo del sistema retículoendotelial 
con Thorotrast aumenta la letalidad 
de las cepas menos virulentas del 
virus de la EEV (82). La presencia de 
nucleocápsidos y las vacuolas cito­
páticas en las células reticulares del 
bazo y en algunos macrófagos. de­
mostrados en nuestros resultados. 
son similares a las descdtas en cé­
lulas cultivadas como los sitios ini­
ciales de la replicación en infeccio­
nes con arbovirus (65). Este hallaz­
go sugiere que en estas células se 
están replicando activamente los vi­
rus de la EEV. pOSiblemente por un 
mecanismo similar al descdto en 
células cultivadas (45. 65. 67). En 
este tipo de vacuolas no se ven par­
tículas virales pero se sabe por au­
toradiografia que ellas son el sitio de 
replicación viral (67). Es necesario 
destacar que en el tejido nervioso 
ocasionalmente se vieron protusio­
nes globulares de apadenciasimilar 
a las descdtas por Gdmley y Fded­
man (44, 45, 65. 67) en la membra­
na plasmática de neuronas infecta­
das por el virus de la EEV, y este 
hallazgo es descdto en los resulta­
dos de este trabajo. Todos estos re­
sultados parecen señalar que el SiS­
tema retículoendotelial es activa­
mente infectado por el virus de la 
EEV en los ratones recién nacidos. 

La relación entre los macrófagos 
libres y la necrosis tisular parece 
evidente si consideramos la frecuen­
cia con que se observa al ME mate­
dal fagocitado en el citoplasma de 
estas células. La presencia de mate-
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rial necrótico intracelular reportado 
en este trabajo. ya ha sido destacado 
por Gorelkin y Jahrling en 1974 
(62), quienes describieron este fenó­
meno ocurriendo a las 62 horas de 
haber inoculado subcutáneamente 
el virus de la EEV en hamsters (10. 
83, 126), Y este fenómeno que se 
cree influye en la respuesta celular 
(10.36.62) es también responsable 
del aumento de restos celulares ne­
cróticos que deben ser fagocitados 
por los macrófagos. Es interesante 
destacar que Negrette describió en 
1960 (113) vacuolas en los leucoci­
tos de frotis sanguíneos durante las 
infecciones virales y que el mismo 
autor, posteriormente demostró va­
cuolas en los leucocitos durante la 
infección con el virus de la EEV en 
humanos (115). Cuando se ha revi­
sado el papel de los macrófagos en 
la infección con el virus de la EEV, 
se les confiere una doble función: 
por una parte la fagocitosiS de par­
tículas virales y por la otra el perCi­
bir la influencia que leucocitos in­
munológicamente activados ejercen 
sobre estos macrófagos para conte­
ner la multiplicación del virus (124). 
Estos aspectos relacionados con la 
respuesta celular ante la infección 
con el virus de la EEV. serán exami­
nados mas adelante al discutir los 
hallazgos histológicos en el bazo y el 
cerebro en ratas inoculadas intrape­
ritonealmente con el vinlS de la 
EEV. 

También es importante discutir 
el papel del endotelio vascular en la 
infección con el virus de la EEV. ya 
que durante la viremia tan elevada 
circulan innumerables partículas 
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virales en el torrente sanguíneo. En 
este momento mencionaré la ausen­
cia de alteraciones en las células 
endotel1ales de los ratones; este ha­
llazgo que ya fue señalado en 1971 
(47.48) Yen 1973 (51) en mis traba­
jos sobre el virus de la EEV, contras­
taba con la abundancia de partícu­
las virales descritas en los órganos 
mas vascularizados como el pul­
món, hígado, riñón y bazo en la fase 
inicial de la infección con el virus de 
la EEV (145). Es un hecho conocido 
que existe una fase visceral en la 
infección por el virus de la EEV que 
precede a los fenómenos encefalíti­
cos (145) Y este hecho ha sido repor­
tado también en otras infecciones 
con arbovirus. como fiebre amarilla 
(105) y encefalitis equina del este 
(79). 

En este trabajo se demuestra la 
indemnidad del endotelio en la in­
fección con el virus de la EEV en 
ratones recién nacidos. Estos ha­
11azgos fueron descritos en 1971 (47, 
48) y contrastan con las observacio­
nes reportadas por J ohnson en 
1965 con el virus Sindbis (86), y 
posteriormente por Gorelkin en 
1974 con el virus de la EEV (61), 
aunque debe notarse que ambos es­
tudios habían sido realizados en ra­
tones adultos. Se ha propuesto que 
el endotelio es uno de los primeros 
sitios de replicación viral (61, 86). 
sin embargo, de acuerdo a mis ob­
servaciones previamente reportadas 
(47,48, 51) y a los hallazgos descri­
tos en este trabajo. el papel del en­
dotelio en la infección con el virus de 
la EEV es inminentemente pasivo. 
Observaciones similares fueron des­
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critas por Murphy y Whitfield con el 
virus de la encefalitis equina del este 
(108) y por Rodríguez en hamsters 
inoculados con el virus de la EEV 
(126). En 1974 Gorelk1n cita nues­
tros hallazgos sobre el paso de par­
tículas virales a través del endotelio 
en vesículas pinocitóticas. denomi­
nando citopemsis al fenómeno y 
considerándolo como un mecanis­
mo de bombeo a través de la pared 
vascular (62). Ese mismo año Pat­
hask y Webb en Inglaterra hacen 
consideraciones similares sobre el 
transporte de] virus SF en el cerebro 
de ratones (121). Al año siguiente 
Rodríguez se refiere de nuevo a 
nuestras observaciones proponien­
do esta vía trasendotelial como la de 
mayor importancia en la penetra­
ción de las partículas del virus de la 
EEV para infectar el páncreas ( 127). 
Vale la pena que señale aquí la im­
portancia de la escasa maduración 
de la barrera hamatoencefálica en 
los ratones recién nacidos y el valor 
de este hecho en la facilitación de la 
penetración del virus en el sistema 
nervioso. La importancia de este he­
cho en relación con la producción de 
lesiones cerebrales in útero amerita 
que se estudie mejor el efecto de] 
virus sobre el tejido nervioso de fetos 
o embriones, sobre todo por el cono­
cimiento que existe de que el virus 
de la EEV ha provocado necrosis 
cerebral en fetoa nacidos de madres 
que habían padecido de encefalitis 
equina durante el embarazo (156). 
Estos hallazgos me han llevado a 
plantear un modelo experimental en 
ratas, para ]a provocación de lesio­
nes cerebrales in útero el cual será 

discutido en la última parte de este 
trabajo. En el pulmón de los ratones 
demostré la presencia de partículas 
virales en los vasos y en la superficie 
de alguna células bronquiales sin 
que se observaran signos de replica­
ción en el epitelio ni en el endotelio. 
destacándose el compromiso de las 
células mesenquimátlcas del inters­
ticio pulmonar en los fenómenos de 
multiplicación del virus. Con res­
pecto a estos detalles sobre la repli­
cación del virus en el miocardio. se 
debe añadir a lo ya reportado en 
1973 (51), que existen evidencias de 
la importancia del aparato de Golgi 
y de las cisternas de retículosarco­
plasmático en la formación de las 
partículas virales. La importancia 
de haber demostrado que el virus de 
la EEV es capaz de multiplicarse en 
el miocardio fué mayor, por la rela­
ción que este hallazgo podía tener 
con alteraciones del electrocardio­
grama reportadas durante la vacu­
nación con el virus de la EEV (4) y 
las lesiones descritas en el corazón 
en un caso humano de EEV (39). El 
papel del músculo estriado en la fase 
aguda de la infección con arbovirus 
ha sido examinado durante la infec­
ción con los virus Roos River y SF 
(110) y las evidencias de este estudio 
señalan que, efectivamente e] papel 
del tejido muscular estriado del mio­
cardio, de la grasa parda y de otros 
tejidos mesenquemáticos en la re­
plicación de los arbovirus en fases 
tempranas de ]a infección, es muy 
importante. 

Finalmente debo añadir algunos 
comentarios sobre hallazgos histo­
químicos que fueron parcialmente 
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reportados previamente (47, 48), y 
que contribuyen a valorar la patoge­
nia de las lesiones tisulares durante 
la infección con el virus de'la EEV. 

La fosfatasa ácida es una enznna 
hidrolítica que ha sido utiUzada 
para demostrar la actlvldad del sis­
tema l1sosómico de las células. Esta 
enzima se ortgtna a nivel de los ribo­
somas y migra por el retículo endo­
plasmático para concentrarse en el 
aparato de GoIgt (33,116). Este he­
cho hace que parte de los resultados 
que se presentan en este trabajo 
señalando la actlvldad de la enznna 
fosfatasa ácida en el retículo endo­
plasmático yen la cisterna perinu­
clear deban ser interpretados como 
un exceso de producción de la enzi­
ma a nivel de los ribosomas. Esta 
localización de los depósitos de plo­
mo que marcan la actividad de la 
fosfatasa no es común. Si bien los 
argumentos de De Duve y Novikoff 
sobre el origen de la enzima en los 
ribosomas son firmes. éstos Se ba­
san en el origen proteico de la misma 
y no en su ubicación por medio de 
métodos histoquímicos a nivel ul­
traestructural. Considero que, tal y 
como se planteó en 1971 (48), hay 
un incremento en la actividad de la 
fosfatasa ácida evidenciable a nivel 
de las áreas de necrosis celular, a 
nivel de las cisternas proliferadas de 
los aparatos de Golgt y en general en 
los sitios donde en células aún no 
alteradas se estaba replicando el vi­
rus de la EEV. Pero mas interesante 
aún es el poder decir que la produc­
ción de esta enzima parece haber 
sido aumentada por las células ner­
viosas puesto que hay evidencias 
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que señalan su presencia a nivel de 
las cisterna perinuclear y del retícu­
lo endoplasmático rugoso de las 
neuronas. Cuando se demostró que 
las enznnas lisosómicas eran capa­
ces de visualizarse en las células e 
intexventr en los cambios necroti­
zantes como consecuencia de infec­
ciones virales (6, 97). se pensó que 
este era un mecanismo de protec­
Ción celular para destruir las proteí­
nas virales. En estudios posteriores 
demostramos con la rabia paralítica 
bovina, los ltsosomas neuronales a 
nivel de la médula espinal parecen 
dtrtgtrse hacia las áreas de vlroplas­
ma para rodear los sitios de forma­
ción del virus de la rabia (52). Queda 
por aclararse, si realmente el geno­
ma viral es capaz de inducir un au­
mento de producción de esta u otras 
enzimas a nivel de los ribosomas. 
Este campo de estudio, citoquímica 
a nivel ultraestructural, ha sido exa­
minado muy superficialmente y creo 
que la aplicaCión de métodos histo­
químicos a los estudios que se reali­
zan con el ME. puede aportar impor­
tantes contribuciones para com­
prender mejor la patogenia de las 
alteraciones tisulares que se produ­
cen en las infecciones virales. Creo 
de interés en este momento desta­
car algunos experimentos sobre la 
actividad de ATPasa, realizados en 
los tejidos de ratones recién nacidos 
inoculados con el virus de la EEV y 
cuyos resultados no son presenta­
dos en este trabajo. La aplicación del 
método de Wachstein y Meisel al 
estudio ultra estructural. demostró 
la presencia de depósitos de plomo 
que marcan la actividad de ATPasa 
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Fig.48. Demostración de la actividad de ATPasa en el tejido nervioso de ratones recién 
nacidos inoculados con el virus de la BEV. Las cabezas de flechas en la figura a, 
señalan una hendidura sináptica y se observa la intensa actividad de ATPasa en la 
vesículas presinápticas. Las partlculas del virus de la BEV muestran depósitos de 
plomo que marcan la actividad de la enzima en su parte central dejando claramente 
visible la envoltura (flechas simples). La doble flecha en el extremo inferior de la 
figura b, señala depósitos de plomo en la hoja externa de la membrana plasmática y 
en el interior de una partícula que está saliendo al espacio intercelular por gemación. 
Se utilizó el método de Wachstein & Meisel aplicado para ME para detectar la 
actividad de la ATPasa. 125.000 X. 
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en el interior de las partículas del 
virus de la EEV (Fig.48). La incorpo­
ración de la membrana celular du­
rante el fenómeno de gemaCión nos 
hizo pensar que los depósitos de 
ATPasa se deberian encontrar en la 
superficie de la envoltura viral. pero 
el hallazgo contradictorio sólo nos 
puede sugerir que se produce una 
modificación de la organJzación es­
tructural de las proteínas y en par­
ticular en las enzimas que posee la 
membrana celular. durante el pro­
ceso de gemación. Si éste es el caso. 
quedaría por verse hasta que punto 
el genoma viral influencia este arre­
glo. o si son cambios que se dan en 
la membrana inespecíficamente si­
guiendo los patrones de movilJza­
ción en la bicapa lipídica de acuerdo 
con el modelo de Singer (139). La 
imposibilidad para responder a es­
tas preguntas ha hecho que estos 
resultados no se incluyan en el tra­
bajo actual. pero los comento por el 
interés que puede despertar en al­
gún investigador. tanto para com­
prender mejor la arquitectura del 
virus como para examinar en detalle 
las modificaciones de las membra­
nas bajo la acción de los virus. 

EDmende la arquitectura. del vi­
rus por el método de tlnci6n nep­
tlva. 

a) Envoltura. En la discusión 
sobre la estructura del virus en cor­
tes ultrafinos señalaba la asociación 
entre las partículas v1raIes a través 
de sus espículas de superfiCie. las 
cuales se unían formando mallas y 
se indicaba que esas espículas eran 
mas evidentes cuando los viriones 

Vot36 (Supo 2): 341-429.1995 

se hallaban en presencia de plasma 
sanguíneo. En las preparaciones del 
virus de la EEV purificado examina­
do con tlnción negativa e igualmente 
al examinar las fracciones hemaglu­
tinantes de los gradientes tratados 
con DOC. fué posible detectar con 
claridad las espículas en la superfi­
cie de las partículas virales y en las 
envolturas alteradas por el efecto del 
DOC. Resultados similares han sido 
reportados con el virus de la EEV 
(49. 53. 74) Y con otros arbovirus 
(24. 75. 110. 138. 152). Cuando las 
partículas del virus de la EEV puri­
ficado se pusieron en contacto con 
suero rico en anticuerpos anti-EEV 
y se examinaron con tinción negati­
va. la obseIVación de finos filamen­
tos que unían los virus fueron simi­
lares a las reportadas con otros vi­
rus al entrar en contacto con anti­
cuerpos (7, 77,140). 

De manera general se acepta 
que las espículas que se obseIVan en 
la superfiCie de las partículas virales 
corresponden a determinantes anti­
génicos y que los anticuerpos se van 
a fijar a estas espículas. En este 
sentido se ha utilizado la tlnción 
negativa de partículas virales para 
relacionar la fusión de las partículas 
con el tamaño de las moléculas de 
anticuerpos en conejos. antes (68) y 
después que éstas se peguen a la 
superficie de los virus polloma y pa­
piloma (8). Estos hallazgos parecen 
indicar que las espículas del viruS 
de la EEV no solamente correspon­
den a las hemaglutininas sino que 
están formadas por gllcoproteínas 
cuyas propiedades antigénicas de­
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penden de la organización de las 
proteínas del nucleocápsido. 

Por este motivo es interesante 
señalar la importancia de las unio­
nes que se pueden ver con el ME. 
entre las partículas del virus de la 
EEV a través de sus espículas. Este 
fenómeno fué señalado en cortes ul­
trafinos y amplía en concepto que se 
emitió anteriormente al mencionar 
la fusión de las partículas virales en 
presencia de suero con anticuerpos. 
Experimentos hechos con Slavia y 
Elena Ryder. del Instituto de Inves­
tigaciones Clínicas de la Universi­
dad del Zulia, utilizando suero de un 
paciente con altos títulos de anti­
cuerpos contra EEV (resultados no 
publicados), revelaron que las 
muestras correspondientes a las 
fracciones séricas de unidades 19s 
y 7s separadas por ultracentrifuga­
ción. al ser puestas en contacto con 
el virus de la EEV purificado. mos­
traron fusión de las partículas vira­
les por puentes semejantes a los 
denominados "puentes de anticuer­
pos"(7. 77) y que éstos fueron mas 
evidentes en la fracción que mostra­
ba las unidades 19s. 

b) Nucleoc4paido. La estructura 
capsomérica de los togavirus han 
constuído otro problema de dificil 
solución. Por una parte la existencia 
de una envoltura lipoproteica en­
mascara el nucleocápsldo (NC) y por 
otro lado la uniformidad esferoidal 
del mismo hace que sea dificil de­
mostrar su organización submicros­
cópica. Los primeros estudios con el 
ME sobre virus de la EEV se reali­
zaron en el MC (111). Posterior­
mente estudios con el virus de la 

selva de Semliki (SF) (119) Y con 
otros arbovirus (13, 138) no pudie­
ron inicialmente demostrar una es­
tructura capsomérica coherente. 
Horzinek y Mussgay (75) propusie­
ron un modelo estructural para el 
cápsido del virus Sindbis después 
de desnudarlo de su envoltura por 
medio de puricaCión en gradientes 
de sacarosa y tratamiento con DOC. 
Los resultados de nuestras investi­
gaciones sobre el virus de la EEV, 
reportados en 1972 (49) Y 1974 (53) 
Y las observaciones señaladas en 
este trabajO nos demuestran que el 
cápsido del virus de la EEV tiene 
una simetría icosaédrica. con una 
arquitectura capsomérica similar a 
la descrita para virus Sindbis (75). 
Semliki Forest (151) y el virus Banzt 
(24). Sin embargo. estos estudios no 
ofrecen medidas idénticas para las 
subuntdades capsoméricas: de 12 
a 14 nm para el virus Stndbis (75). 
de 7 aS nm para SF (151), y en el 
estudio con Unción negativa que 
presentamos en este trabajo de­
muestra capsómeros entre 10 y 12 
nm de diámetro. Es dificil aplicar los 
postulados sobre los virus cúbicos 
propuesto por Gaspar (58) ya que 
podemos considerar un esquema de 
92 unidades donde se verían unida­
des de 5 y 6 lados organizados en 
forma· coordinada (forma Icosadel­
taedra) de 36 nm de diámetro. con 
capsómeros de 7 nm de diámetro o 
un modelo de 32 unidades capso­
méricas donde cinco subunidades 
estarían rodeadas por otras cinco 
subunidades en forma hexagonal. 
Estas medidas han sido propuestas 
para virus Sindbis con un NC de 32 
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nm de diámetro formado porsubu­
nidades de 14 nro. organizadas en 
forma icosaédrica (75). Estudios con 
el virus Sindbis utilizando el método 
de crio-fractura sugieren sin embar­
go, el primer esquema para ubicar el 
tamaño de su NC (19). Las microgra­
fías electrónicas que muestran las 
subunidades capsoméricas disocia­
das permiten destacar la estructura 
y medidas de estos capsómeros en 
el virus de la EEV. señalando que no 
deben confundirse con las estructu­
ras anulares descritas por nosotros 
en este trabajo en la fracción hema­
glutlnante del gradiente tratado con 
DOC. sobre las cuales discutiremos 
su sign1flcado mas adelante. 

Un efecto similar al observado 
en las preparaciones del mateI1al 
tratado con DOC relativo a la diso­
ciación de las subunidades capso­
méricas se puede lograr mod1flcan­
do el pH de la solución que contiene 
el virus o tratándolo con sonicación. 
Algunas de estas experiencias las 
hemos podido comprobar. particu­
larmente el efecto del ultrasonido (E. 
Teruel-López y García-TamayoJ. re­
sultados no publicados). que nos 
han proporcionado preparaciones 
tan puras en las que es factible ob­
servar los NC en forma semejante a 
la descrita por Vazquez al disociar 
las cápstdos de los reovirus (148). 

Es innegable que con prepara­
ciones mas puras. utilizando mica y 
carbón con una doble tinción de 
uranilo y molibdato de amonio. lo­
graremos visualizar mucho mejor 
los nuc1eocápsidos y si se emplean 
detergentes el estudio de las subu­
nidades capsoméricas aisladas va a 
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ofrecernos un gran avance en el co­
nocimiento de la estructura del vi­
rus de la EEV. 

e) Hemaglutlninas. Hemos apli­
cado algunas variantes en el método 
de tlnción negativa como el uso del 
acetato de uranilo. molibdato de 
amonto y ácido fosfotúngstlco a pH 
y concentraciones d1ferentes (Gar­
cía-Tamayo J. resultados no publi­
cados) y estas experiencias señalan 
que la apariencia de las estructuras 
localizadas en las fracciones hema­
glutlnantes es variable de acuerdo a 
las condiciones en que se coloquen 
las partículas virales o sus compo­
nentes disociados y en particular de 
acuerdo con el pH del medio, con la 
temperatura y el tiempo de incuba­
ción. 

He obselVado en las fracciones 
hemaglutlnantes una partícula uni­
formemente redondeada con un diá­
metro de 10 nm y un centro de 4 nro. 
Algunas de estas estructuras circu­
lares muestran proyecciones en for­
ma de filamentos en su per1feria y de 
12 a 15 nm de largo y su ubicación 
generalmente en número de cinco. 
en el perímetro de su circunferencia 
son también bastante un1formes. 
Conviene llamar la atención sobre el 
hecho de que las hemaglutlninas 
detectadas con el ME por diversos 
procedimientos de aislamiento y pu:" 
r1ficación han sido descritas como 
estructuras de forma variable: se 
han comparado por su forma con 
mallas fibrilares (9). con rosetas 
(120) y con las partículas elementa­
les de las mitocondrias (81). La or­
ganización macromolecular de las 
estructuras anulares rodeadas por 
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finos filamentos descritas en la frac­
ción hemaglutinante de los gradien­
tes de sacarosa con virus de EEV 
purificado y tratado con DDC. es 
similar a la que hemos observado en 
el líquido extraído de las placas de 
hemaglutinación de Sever y a las 
que hemos hallado después de tra­
tar el virus purificado con ultrasoni­
do (E. Teruel-López. García-Tamayo 
J. resultados no publicados) 

La estructura fina de las hema­
gIutininas demostrada previamente 
en nuestros estudios con el micros­
copio electrónico (53). coincide con 
la apariencia de las hemagIutininas 
del virus SF. aisladas por Van Bons­
dorff (152). Por otra parte debe lla­
mar la atención sobre la similitud 
entre las estructuras anulares antes 
señaladas descritas en este trabajo 
y la estructura descrita para la IgM 
(120) Y para las moléculas de tiro­
gIobulina antes de ser sometidas a 
la fijación (14). Estudios con tinción 
negativa del virus Banzi (24) descri­
bieron estas estructuras como ani­
llos con frecuencia hexagonales que 
corresponderian a capsómeros ais­
lados. En la sección anterior (nu­
cleocápsido) señalaba las caracte­
rístioas de los capsómeros aislados 
del virus de la EEV tratado con DOC: 
esta estructura anular descrita en la 
porción hemaglutinante no parece 
corresponder a las subunidades 
capsoméricas. Por otra parte no 
puede subestimarse el hecho de que 
en el tope del gradiente tratado con 
DDC coinciden las hemagIutininas 
con un incremento apreciable de las 
proteínas y las cuales las considera­
mos contaminantes correspondien­

tes al tejido neIVioso de los ratones. 
Sin embargo. el estudio cuidadoso 
de estas fracciones con el ME nos ha 
demostrado la presencia de nucleo­
cápsidos que sin duda no se fueron 
al fondo del gradiente con la mayoría 
de ellos. 

Los gráficos que muestran estos 
gradientes pueden observarse en 
nuestro trabajo reportado en 1974 
(53). En 1973. Narayan y cols. re­
portaron estructuras similares a los 
anillos mencionados. en células ma­
lignas cultivadas (112). y el estudio 
exhaustivo de sus propiedades fisi­
ca-químicas demostró que los ani­
llos son de naturaleza proteica y que 
se asocian a los polirribosomas. El 
soporte de subunidades circulares 
similares. en virus RNA (18. 24. 132) 
parece señalar que deben hacerse 
estudios mas cuidadosos sobre este 
tipo de estructura la cual considero 
diferente a las partículas hemaglu­
tinantes descritas por Van Bons­
dorff en el virus SF (152) y a las 
demostradas por nosotros con el vi­
rus de la EEV (53). La presencia 
constante a nivel macromolecular 
de una estructura. que si la consi­
deramos como asociada a las espí­
culas virales debe estar relacionada 
con importantes fenómenos inmu­
nológicos y el papel que estas espí­
culas del viruS juegan en los meca­
nismos de fusión entre los virusy las 
células. o entre ellas y los anticuer­
pos del suero. merece ser mejor es­
tudiado. 

En reportes recientes sobre es­
tudios bioquímicos con el virus 
Sindbis se ha señalado que por su 
composición fisico-química las he-
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maglutlninas son gl1coproteínas con 
las propiedades infectantes (134). 
Observaciones reportadas por Soto 
Escalona en el VI Congreso Latinoa­
mericano de Microbiologia celebra­
do en Caracas 1974. describieron 
una I1poproteína inhibidora del fe­
nómeno de hemaglutinacIón, pre­
sente en el líquido alantoldeo. qlle 
separaba la actividad hemagluti­
nante de la capacidad infectante del 
virus de la EEV. Es probable que el 
virus de la EEV tenga en su super­
ficie receptores diferentes para la 
hemaglutinación y para asociar los 
complejos de anticuerpos relaciona­
dos con la infectlvidad. Ya he co­
mentado algunos aspectos mas con­
cretos sobre la estructura fiSico-quí­
mica de las gl1coproteínas que po­
seen los togavirus en su superficie y 
la relación de éstas y la morfología, 
de las partículas virales. El aisla­
miento de grandes cantidades de 
hemaglutininas permitirá su carac­
terizacIón por electroforesisen .geles 
de poliacrilamtda o por Inmunodifu­
sión: igualmente experimentos .de 
provocación de anticuerpos antihe­
maglutininas sin duda ayudarán a 
dilucidar la naturaleza inmunoquí­
mica de estas estructuras macro­
moleculares. La visualización con el 
ME de las hemaglutlninas en las 
fracciones hemaglutlnantes consti­
tuye una guía importante hacia una 
mas fácil identificación de .las mis­
mas. 

Observaciones sobre el fen6meno 
encefaUtlco comparando las· alte~ 
raciones histológicas del bazo y 
del cerebro durante la faaeaguda 
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de la lDfeccl6n aguda con el virus 
de la encefaUtla equina venezolana 
en ratas; 

El virus de la EEV es letal para 
la mayoría d~ los roedores y demás 
animales de laboratorio (60, 90., 
149) Y su acción patógena se carac-. 
teriza por la producción de lesiones 
necrotlzantes en el sistema nervioso 
y los órganos linfohematopoyéticos 
(61. 82. 90, 109, 149). Las lesiones 
que el virus de la EEV provoca en ,el 
sistema nervioso se han considera­
do secundarias iu efecto directo del 
virus sobre las células nervi()sas así 
como también los mecanismos de 
defensa dependiente~ del sistema 
inmun()competente (15,98, 124,). El 
estudio nistolÓgico del cerebro y el 
bazo en ratas inoculadas Ip con 200 
ufp del virus de laEEVcepa Guajira, 
durante la fase aguda de la infec­
ción. ofrece un modelo experimental, 
para examinar morfológicamente lél: 
importancia de la respuesta celular . 
del huésped en la producción del 
fenómeno encefalítico. 

La patogenia de la infección con 
el virus de la EEV en ratas adultas 
ha.sido examinada en detalle recien­
temente (85) y confirma nuestra im­
presión de. que éste es un modelo 
experimental muy útil. Lo uWizare­
mos por el curso de esta discusión 
para examinar aspectos morfológi"" 
cos y virológicos de la infección con 
este virus. 

Los primeroscambioshistológi­
cos en el. sistema nervioso central 
(SNC) se observan entre el3er y4to. 
día después de la inoculación. Las 
leptomeninges y el espacio de Vir­
chow-Robin son infiltrados por célll ':" 
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las mononucleares y leucocitos po­
limorfonucleares (PMN) y estascélu­

• 	 las comienzan a penetrar hacia el 
tejido nervioso. Estos haDazgos se 
relacionan'con el aumento del titulo 
de anticuerpos y la multipltcación 
del virus en estos tejidos. El incre­
mento progresivo de los anticuerpos 
es semejante al descdto previamen­
te en ratones inoculados con el virus 
de la EEV (15). Estas modificaciones 
a nivel del suero pueden ser compa­
radas con los cambios histológicos 
de los folículos l1nfoides en el bazo y 
paralelamente observar la respues­
ta tnflamatoda en el SNC. Se ha 
descdto previamente que esta res­
puesta está dada por dos sistemas, 
l1nfoide y macrofágico. que deben 
intervenir en la defensa del huésped 
ante la infección del virus de la EEV 
(124). La hiperplasia de las células 
mononucleares en la parte central 
del folículo l1nfoide. la actlvidad fa­
gocítica en el centro germmal y el 
incremento exagerado de plasmocl­
tos sobre todo después del 6to. día 
y los cuales se hacen muy evidentes 
en los cortes de una micra del ma­
tedal incluido en Araldlta para ser 
examinado con el ME. pueden con­
siderarse como la expresión celular 
del aumento de los anticuerpos. Se 
ha demostrado que la administra­
ción de suero inmune durante la 
viremia agrava la respuesta celular 
tnflamatoda provocada por el virus 
de la EEV (15). Sin embargo se sabe 
que los anticuerpos no juegan un 
papel muy Importante en la res­
puesta celular tnflamatoda durante 
el fenómeno encefalitico (102). Aún 
cuando sabemos que se produce un 

incremento de los anticuerpos en las 
etapas iniciales de la infección. el 
fenómeno encefalitico va a depender 
fundamentalmente de la replicación 
del virus en el SNC y de la respuesta 
de las células inmunocompetentes 
de] huésped. 

Se ha demostrado antígenos de 
superficie para el virus Slndbis en la 
membrana de f1broblastos de em­
bdón de ratón cultivados o infecta­
dos con ese virus. antes de produ­
cirse el efecto citopático mediado 
por l1nfocitos inmunes (103). Inves­
tigaciones similares in vitro también 
han sido realizadas con el virus de 
la EEV (124). y se ha señalado la 
importancia de las células T en la 
patogenia de la infección con este 
virus. La inmunidad mediada por 
células también ha sido considera­
da recientemente como un factor 
decisivo en los fenómenos de protec­
ción cruzada que se observan en las 
infecciones con toga virus (122). Es­
tos trabajOS de investigación coinci­
den en considerar a los linfocitos 
esplénicos (1; y nó a las células l1n­
foldes dedvadas de la médula ósea 
(B). como las responsables de la cl­
tól1sis por mecanismos inmunolÓgi­
cos durante la infección con togavi­
rus y específicamente en el caso de 
la infección con el virus de la EEV: 

En el modelo expedmental que 
nos ofrecen las ratas inoculadas por 
via Ip con una dosis letal de una 
cepa muy virulenta (Guajira) del vi­
rus de la EEV, podemos prestarle 
especial atención a los cambios ce­
lulares a nivel del bazo y del cerebro. 
En este trabajo estoy reportandó 
únicamente los hallazgos htstológi-
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cos, pero debo aclarar que el estudio 
ultraestructural y con inmunofluo­
rescencia. tanto para antigenos vi­
rales como para la identificación de 
los linfocitos Ty B en ratas, también 
se está llevando a cabo y sus resul­
tados serán publicados oportuna­
mente. 

Se ha propuesto que los linfod­
tos comunes (T) reaccionan con ]os 
antígenos inducidos por los virus en 
la superficie de las células infecta­
das para provocar la citóltsis. Por 
otra parte las células Tvan a activar 
a los macrófagos para que fagociten 
las partículas virales y las células 
infectadas (124). A pesar de que el 
efecto de las células mononucleares 
en el fenómeno encefalítico ha sido 
bien estudiado in vUro (63). no exis­
ten estudios in vivo que hayan exa­
minado el papel de las células inmu­
nocompetentes desde el punto de 
vista morfológico. ni se ha relaciona­
do la respuesta celular en el SNC y 
en el bazo con la titulación del virus 
en los tejidos y la determinación de 
los anticuerpos en el plasma. du­
rante las encefalitis provocadas por 
los togavirus. 

Uno de los datos importantes en 
la infección con el virus de la EEV 
en ratas, cuando se utiliza la via ip. 
es la provocación de una viremia 
transitoria que se obselVa durante 
el segundo día después de la inocu­
lación. Si se examina cuidadosa­
mente el bazo entre el 3er. y 4to. día 
pos inoculación. es posible ver un 
incremento de los pequeños linfoci­
tos a lo largo de las trabéculas y 
alrededor de las arteriolas. esta pro­
liferación celular es paralela a la 
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actividad macrofágica que se inicia 
en los centros germinales de los fo­
lículos linfáticos. Si comparamos 
estos cambios con la respuesta in­
flamatoria en el SNC, veremos como 
las células que aparecen alrededor 
de los vasos y en las meninges son 
mononucleares y macrófagos. 

La respuesta inicial de las célu­
las inflamatorias ante la infección 
con el virus de la EEV es mediada 
desde el punto de vista histológico 
por macrófagos y linfocitos T. Esta 
aseveración se puede hacer sobre 
bases puramente histológicas ya 
que la ubicación de las dos poblacio­
nes linfocíticas en el bazo es un 
hecho bien conocido. Por otra parte 
ha sido bien estudiado el origen de 
las células inflamatorias que se ven 
en el SNC durante las encefalitis 
virales (100, 101). Inicialmente se 
demostró por medio de autorradio­
grafia que las células inflamatorias 
que infi]traban el SNC durante la 
infección con el virus Sindbis eran 
predominantemente mononuclea­
res (87). Posteriormente estudios 
autorradiográftcos demostraron el 
orden hematógeno de las células in­
flamatorias durante la producción 
experimental de encefalitisjaponesa 
B (46). También se demostró que las 
células inflamatorias que intelVe­
nían en los fenómenos encefalíticos 
provocados por el virus Sindbis eran 
inmunológicamente específicas 
(102). Las obselVaciones histopato­
lógicas reportadas en este trabajo 
confirman que las células que inter­
vienen en los fenómenos inflamato­
rios en el SNC durante la fase aguda 
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de la infección con el virus de la EEV 
son linfocitos y macrófagos. 

El efecto destructivo de los linfo­
citos sobre las células infectadas por 
virus se ha estudiado desde hace 
años (158). Se ha demostrado con el 
ME como los linfocitos son capaces 
de adherirse y penetrar en neuronas 
que contienen antígenos (78). Se ha 
descrito también la transformación 
de linfocitos inducida por el virus de 
la EEV (98) y se piensa que el efecto 
citotóxico de los linfocitos se cumple 
por un fenómeno de atracción hacia 
los sitios donde existen antígenos 
virales. bien sea antígeno o agrupa­
ciones de complejOS antígeno-anti­
cuerpo y complemento en la mem:­
brana plasmática de las células. Los 
virus van a comportarse como antí­
genos y la activación de los linfocitos 
y macrófagos va a provocar la libe­
ración de una serie de mediadores 
químicos solubles que van a produ­
cir efectos tóxicos sobre las células 
inhibiendo la multiplicación viral o 
produciendo citólisis. 

La respuesta celular ha sido 
considerada como el factor principal 
en la disminución del contenido de 
partículas virales en el tejido duran­
te la itúección con el virus Sindbis 
(64). Son las células y nó los anti­
cuerpos los que intervienen en la 
destrucción viral en el SNC. y ésto 
también se ha demostrado inmuno­
suprimiendo ·la respuesta celular 
con cytoxan en ratones infectados 
con el virus Sindbis de modo que se 
bloquean los mecanismos que influ­
yen en la reducción del contenido de 
partículas virales en el SNC hasta 
que se restituye la respuesta inmu­

ne (100). También se ha demostrado 
que los linfocitos T constituyen la 
mayor parte de las células que res­
ponden durante la encefalitis provo­
cada por el virus Sindbis (63). 

Los resultados de esta investiga­
ción señalan que la reacción infla­
matoria que se observa en el SNC 
durante los primeros cuatro días 
después de la inoculación ip con el 
virus de la EEV, está representada 
por células mononuc1ear.es peque­
ñas, macrófagos y algunos leucoci­
tos PMN. En esta etapa se ve un 
aumento de linfocitos en el bazo en 
las áreas correspondientes a las cé­
lulas T. En el curso de la Infección y 
durante los días 6to a 8avo post 
inoculación. la destrucción tisular 
en el SNC aumenta y el infiltrado 
penetra en el neuropilo con intensa 
actividad macrofágtca. Ya en esta 
fase la reacción glial y la. necrosis es 
evidente. Estas observaciones seña­
lan que el fenómeno encefalítico está 
provocado por la destrucción tisular 
que causan células de estirpe linfoi­
de del tipo linfocitos T y macrófagos 
que deben ser activados inmunoló­
gtcamente para reconocer y fagoci­
tar los antígenos virales. El fenóme­
no descrito es similar al que se ha 
observado en otras infecciones con 
togavirus (25), y señala que paradó­
jicamente, la respuesta inmune pro­
tege y daña al huésped. 

Estudio hJstol6gico y ultraestruc­
toral de las secuelas provocadas 
por el virus de la encefaUtis equina 
venezolana en el sistema nervioso 
de ratas. 

La acción patógena del virus de 
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la EEV sobre los animales de labo­
ratorio y en particular sobre los roe­
dores ha sido comentada previa­
mente en este trabajo. Para lograr 
un modelo experimental similar al 
humano. inoculamos ratas adultas 
Sprague-Dawley por vía ip con una 
dosis letal del virus de la EEV. cepa 
Guajira. y extremando los cuidados 
en la forma que se indicó en la sec­
ción de material y métodos, logra­
mos la supeIVivencia de algunos 
animales. La idea de utilizar las ra­
tas adultas como el animal de esco­
gencia para este experimento. se ori­
ginó del conocimiento de que era 
posible provocar infecciones suble­
tales en roedores salvajes cuando el 
virus de la EEV se administra en 
dosis moderadas (160). Este modelo 
experimental se ha utilizado para 
estudiar el desarrollo del virus en 
roedores salvajes, considerados 
como reseIVorios del virus de la EEV 
(160); sin embargo. este tipo de in­
vestigación carecía de correlación 
morfológica. y en realidad no exis­
tían trabajos que describieran lesio,. 
nes del SNC como secuela de la 
infección con el virus de la EEV 
hasta nuestra reciente publicación 
del año 1979 (551, la cual resume los 
resultados de estos experimentos. 

La importancia de estudiar las 
secuelas de la infección con el virus 
de la EEV es mayor. dada la alta 
morbilidad que se obseIVa durante 
las epidemias de encefalitis equina 
venezolana. Por otra parte. se han 
descrito alteraciones de las funcio­
nes cerebrales e incremento en la 
aparición de epilepsia en niños que 
sufrieron de encefalitis equina vene-

Vol 36 (Sup. 2l: 341-429.1995 

zolana (95). Estos hallazgos nos lle­
varon a plantear la necesidad de 
estudiar experimentalmente las se­
cuelas de la infección con el virus de 
laEEV. 

Los cambios patológicos que el 
virus de la EEV induce en el SNC se 
producen a consecuencia de la mul­
tiplicación del virus en el tejido ner­
vioso y del efecto que la reacción 
inmunológica del huésped provoca. 
Ya en la parte anterior se discutió el 
papel de la respuesta inmune en la 
fase aguda de la infección provocada 
en ratas por el virus de la EEV. El 
hallazgo entre 1 y 3 meses después 
de la inoculación de áreas de reblan­
decimiento. sobretodo en la subs­
tancia gris cortical y la actividad de 
células macrofágicas. se correspon­
de con las lesiones descritas en la 
fase aguda de la infección. Llama la 
atención la recuperación clínica de 
los animales. los cuales a los 20 días 
no presentaban manifestaciones de 
enfermedad. contrastando este he­
cho con la severa crisis durante los 
8 a 15 días después de la inocula­
ción ip que incluía en casi todos los 
casos la parálisis del tren posterior. 

El estudio del SNC en las ratas 
sobrevivientes demostró la presen­
cia de células aparentemente de ori­
gen hematógeno que infiltraban las 
áreas lesionadas. en su mayoría mo­
nocitos y algunos plasmocitos y lin­
focitos. La ubicación de estas célu­
las era en el neuropilo, en los espa­
cios perivasculares y cerca de los 
focos de reblandecimiento. y su dis­
tribución y apariencia es similar a la 
que se ha descrito para el infiltrado 
inflamatorio que se obseIVa en las 



414 García-Tamayo 

encefalitis virales U02}. El origen de 
estas células inflamatorias que apa­
recen durante las encefalitis virales 
ha sido estudiado exhaustivamente 
(46. 100. 101). Se sabe que tanto las 
células mononucleares de origen 
hemático como los pericitos son 
susceptibles de transformarse en 
macrófagos cerebrales y a estas cé­
lulas se les ha denominado micro­
gUa. células "M' o macrófagos (30. 
100). Los hallazgos ultraestructura­
les confirman la naturaleza del neu­
ropllo. cuyos largos seudópodos pa­
recen rodear como dedos las neuro­
nas y cuya actiVidad macrofágica es 
mas evidente en las áreas de reblan­
decimiento. En la parte anterior de 
este trabajo ya se discutió el papel 
de los macrófagos como parte de la 
respuesta inmune y su relación con 
los linfocitos inmunológicamente 
activados. para actuar sobre los an­
tígenos virales específicos a nivel de 
la membrana de las células nelVio­
sas. Mayores detalles sobre esta re­
lación son ofrecidos por Rabinow1tz 
y Proctor en su trabajo del año 1974 
(124) Y en nuestra publicación re­
ciente sobre el efecto de la respuesta 
celular en el fenómeno encefalítico 
inducido por el virus de la EEV (54). 

Los cambios degenerativos en 
los axones que se vieron con el ME 
en las ratas sobrevivientes. parecen 
secundarios a degeneración transi­
náptica de las neuronas. Alteracio­
nes similares han sido descritas por 
Cox en ratas (30) y el papel de las 
enzimas lisosómicas en estos fenó­
menos también fue discutido por 
ese autor. En este trabajo he seña­
lado la importancia de actividad de 

las enzimas lisosómicas y en parti­
cular de la fosfatasa ácida en la 
producción de las alteraciones del 
SNC inducidas por el virus de la 
EEV: estos hallazgos también fue­
ron señalados previamente en mis 
publicaciones del año 1971 (47.48), 
Yhe discutido también el efecto de 
la infección con el virus rábico sobre 
los liso somas neuronales en bovinos 
(52). Es lógico suponer que las enzi­
mas lisosómicas Juegan un papel 
importante n la producción de las 
lesiones necrotizantes en el SN C y 
también en la persistencia de la re­
acción inflamatoria durante los me­
ses siguientes a la inoculación intra­
peritoneal. pero se requieren mas 
estudios citoquímicos para demos­
trar estos hechos. 

Lo que no es posible precisar con 
certeza. es hasta que punto toda 
esta reacción celular es debida al 
efecto del virus sobre el tejido ner­
vioso o la respuesta celular inmune 
contra los antígenos virales presen­
tes en las membranas de las células 
nerviosas. La ausencia de partículas 
virales y los comentarios hechos en 
la parte anterior de este trabajO, re­
fuerzan la segunda hipótesis. 

Se ha sugerido que el virus de la 
EEV puede persistir en forma laten­
te n las ratas que son infectadas 
experimentalmente con este virus 
(160), y se han descrito enfermeda­
des subagudas degenerativas del 
cerebro en animales infectados en 
forma latente o crónica con otros 
arbovirus (161, 162). Estas investi­
gaciones vienen a ser de gran interés 
si se examinan los resultados repor­
tados recientemente por Carreño y 
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Esparza (26). demostrando que las 
células de mosquito pueden infec­
tarse en forma latente con el virus 
de la EEV pudiendo inducirse la 
aparición posterior de la informa­
ción viral reprimida. 

No hay duda de que las lesiones 
descritas en el SNC de las ratas. 
varios meses después de la inocula­
ción con el virus de la EEV. pueden 
ser consideradas como secuelas de 
la infección con este virus. La au­
sencia de reportes previos sobre este 
tipo de investigación hace que los 
resultados sean extrapolables al 
modelo de infección en el humano y 
explicarían los fenómenos descI1tos 
clínicamente como resultado de las 
epidemias de encefalitis equina ve­
nezolana (27, 951. Es interesante se­
ñalar que la actividad de las células 
mononucleares persistía después 
de tres meses en ausencia de partí­
culas virales. hecho éste que señala 
nuevamente la importancia de los 
fenómenos inmunológicos en la pro­
ducción de las lesiones encefalíticas 
y que abre el camino para investiga­
ciones mas completas sobre la posi­
bilidad de infecciones virales lentas 
con el virus de la encefalitis equina 
venezolana. 

Efecto del virus de la EEV sobre la 
toxoplasmosis cerebral en ratas. 

Las ratas son animales que pue­
den ser afectados en forma natural 
por el Toxoplasma gondiL Como el 
hombre y otros mamíferos (ratones. 
cobayos. cerdos. perros. visones y 
en ocasiones gatos), las ratas pue­
den infectarse durante el período 
fetal con este paráSito (89) . 
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La infección aguda con el TaKo­
plasma gondii es seguida por una 
respuesta inmunológica mediada 
por células. la cual puede evolucio­
nar a una fase latente caracterizada 
por el enquistam1ento de los toxo­
plasmas en el cerebro y en otros 
órganos (59. 89, 99); se ha postula­
do que la reactivación de las lesiones 
cerebrales es consecuencia de la 
ruptura de los quistes con salida de 
los paráSitos provocando un cuadro 
de encefalitis (41). Cada vez es ma­
yor el número de reportes que aso­
cian esta reactivación de la toxo­
plasmosis con deficiencias del siste­
ma inmune o enfermedades malig­
nas (29, 70.96. lSOI.Experimental­
mente se sabe que la inmunosupre­
sión o la medicación esteroidea re­
activa las lesiones encefalíticas cau­
sadas por el toxoplasma (42). Tam­
bién se sabe que la protección inmu­
ne que dan los anticuerpos circulan­
tes es poco importante en la toxo­
plasmosis (80). Todos estos factores 
nos conducen a pensar que el meca­
nismo por el cual se produce la ac­
tivación de las lesiones cerebrales 
durante la infección natural con to­
xoplasma en el SNC de las ratas al 
ser éstas inoculadas con el virus de 
la EEV, tiene como base una altera­
ción de los mecanismos inmunoló­
gicos que mantienen latente la infec­
ción y que se modifican por acción 
del virus de la EEV. 

En este trabajo hemos descrito 
evidencias morfológicas y virológi­
cas que señalan el papel de la res­
puesta celular inmune durante la 
infección aguda con el virus de la 
EEV en ratas Sprague-Dawley. 
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También se han reportado lesiones 
del sistema linforeticular y mteloide 
en hamsters inoculados con el vints 
de la EEV (154) y es un hecho cono­
cido que ciertas especies animales 
como el cobayo y los conejos sufren 
graves lesiones del sistema linfohe­
matopoyético durante la infección 
con el virus de la EEV (149. 154). 
Hemos descrito previamente en este 
trabajo evidencias morfológicas so­
bre la importancia de los linfocitos T 
en la respuesta temprana del siste­
ma inmune de las ratas infectadas 
con el vints de la EEV y nuestros 
hallazgos estdn de acuerdo con re­
portes previos que describen la acti­
vación de linfocitos T in vitro induci­
da por el virus de la EEV (78. 98). 

A! examinar las alteraciones del 
SNC en las ratas utilizadas como 
control se evidenciaron las lesiones 
latentes de toxoplasmosis descritas 
en diversas especies animales {41, 
42. BO}. Las caracteristicas histoló­
gicas de estas lesiones son diferen­
tes del complejO glio-mesenqutmáti­
co y alteraciones focales o difusas 
provocadas por el virus de la EEVen 
el SNC de ratas (54). Desde el 4to. 
día P9st inoculación. la actividad de 
los focos necróticos con presencia 
de células balonadas y áreas de in­
flamación con nidos de parásitos 
que parecen originarse por ruptura 
de quistes fué evidente. Las áreas de 
necrosis eoSinoflllca coronadas por 
células espumosas y la identifica­
ción de los parásitos en estas lesio­
nes son similares a las descritas 
durante la reactivación de la toxo­
plasmosis experimental por esteroi­
des y citostáticos (42). Estas áreas 

focales con parásitos fagocitados 
dentro de células microg1iales hin­
chadas con aspecto de pseudoquiS­
tes se han reportado como caracte­
risticas de la infección activa con 
Toxoplasma gortdü (92). Estos ha­
llazgos coinciden con estudios expe­
rimentales que demuestran la capa­
cidad del toxoplasma para multipli­
carse intracelularmente y para in­
tervenir directamente en la forma­
ción de los quistes (99). En ausencia 
de quistes el diagnóstico de toxo­
plasmosis se puede hacer por la 
identificación de los parásitos en las 
células fagocíticas presentes en las 
áreas de necrosis o en las vacuolas 
que confluyen formando los pseudo­
quistes (42). la. posibilidad de con­
fundir los parásitos con material ex­
tracelular o restos de material nu­
clear ha sido señalada previamente 
(41). Sin embargo. las lesiones del 
SNC causadas por el toxoplasma en 
las ratas descritas en este trabajO 
son bastante típicas y los paráSitos 
fueron demostrados fácilmente. 
Nuestro material fué enviado para 
consulta al Instituto de Investigacio­
nes Veterinarias confirmándose la 
presencia de los toxoplasmas en el 
SNC. 

Este modelo de infección natural 
con Toxoplasma gortdii podía servir 
para examinar experimentalmente 
la toxoplasmosis y la EEV en la rata 
y evaluar la alteración de la respues­
ta inmune con mecanismo que pro­
voca la reactivación de la toxoplas­
mosis inducida por la infección con 
el vints de la EEV. Experimentos de 
esta naturaleza para evaluar la res­
puesta inmune han sido descritos 
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en la toxoplasmosis con hamsters 
recibiendo esteroides y citostáticos 
(41); sin embargo aún quedan mu­
chas interrogantes sobre la .patoge­
nia de la encefalitis por toxoplasma, 
su relación con la inmunidad celu­
lar, el mecanismo de ruptura de los 
quistes, la predilección del toxoplas­
ma por albergarse en el SNC, etc. El 
modelo experimental que proveen 
las ratas como animal capaz de so­
brevivir a la infección con el virus de 
la EEV y en el cual se pueden hallar 
lesiones residuales producidas por 
la infección viral aguda, ha sido se­
ñalado antes por este trabajo. La 
pOSibilidad de combinar experimen­
talmente estas dos situaciones para 
una mejor evaluación de los meca­
nismos de inmunidad celular impli­
cados en la patogenia de ambas in­
fecciones, toxoplasmosis y encefali­
tis equina venezolana debe estimu­
lar el interés para ampliar la inves­
tigaci6n en este campo. 

PatogeDia de la iDfeecl6n intraute· 
rIna con el virus de la EEV. 

La capacidad teratogénica del vi­
rus de la EEV, merece ser examina­
da con especial atención, ya que 
clínicamente la encefalitis equina 
venezolana, puede manifestarse 
como una enfermedad febril con ce­
falea y malestar general que dura 
varios días (27, 114); esta forma es 
mas frecuente que la denominada 
"forma localizada" con signos neuro­
lÓgicos y fue descrita en la mayoría 
de los casos durante la epidemia de 
encefalitis equina venezolana en la 
Guajira venezolana el año 1962 (11, 
27, 114). Wenger ha mencionado 
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como se obselVaron con frecuencia 
abortos durante el primer tercio del 
embarazo, en mujeres que habita­
ban al norte del Estado Zulia, Vene­
zuela durante la epidemia del año 
1962 (157). En nuestro modelo ex­
perimental la imposibilidad de ob­
selVar malformaciones inducidas 
en las ratas por la cepa Guajira del 
virus de la EEV, se debió fundamen­
talmente ala muerte de los embrio­
nes con reabsorción, durante el pri­
mer tercio de la preñez. Lavirulencia 
de la infección, induce en las ratas 
durante la primera semana y gene­
ralmente también en la segunda se­
mana de gestación, graves lesiones 
fetales. Esta obselVación es posible­
mente similar a la que de acuerdo 
con los escasos datos clínicos se ha 
descrito en las mujeres embaraza­
das durante la epidemia de encefa­
litis equina venezolana (157). 

Wenger ha reportado hallazgos 
de necrosis cerebral masiva en fetos 
nacidos de madres que habían pa­
decido la infección con el virus de la 
encefalitis equina venezolana du­
rante el tercer trimestre del embara­
zo (156, 157). Estos hallazgos no 
han sido hasta el presente reprodu­
cidos experimentalmente. Nuestros 
resultados indican que el virus de la 
EEV atraviesa la placenta para in­
fectar al feto y este fenómeno ocurre 
primariamente durante la fase de 
viremia. La placenta demostró ser 
un sitio donde el virus se multiplica 
actiVamente. La replicación del vi­
rus a nivel de las células trofoblás­
ticas y en el endotelio vascular es 
una fuente ininterrumpida de agen­
tes infecciosos que llegan al feto. 
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Este mecanismo de infección es si­
milar al descrito para el virus de la 
rubeola (5. 3S. lIS). 

El examen histológico de la pla­
centa de las ratas Sprague-Dawley, 
mostró moco desde el segundo día 
post inoculación, se observaron 
cambios de necrosis focal y tromho­
sis en los vasos deciduales. Poste­
riorme entre el segundo y cuarto día 
post inoculación las alteraciones es­
taban caracterizadas por necrosis 
focal de las vellosidades coriales. 
trombosis capilares y arteriolas e 
infartos placentarios de tamaño va­
riable. Estas alteraciones son simi­
lares a las descritas en la infección 
con el virus de la rubeola (3S. 104. 
147) . La patogenia de las lesiones 
fetales en la infección congénita con 
el virus de la rubeola se considera 
debida a embolización del endotelio 
vascular necrótico de la placenta (5. 
3S. lIS. 147); estos cambios per­
sisten en los niños que presentan 
sindrome de rubeola congénita en 
quienes se han descrito alteraciones 
en el endotelio de los vasos cerebra­
les (12S). La similitud entre las le­
siones histológicas y los títulos virus 
en placenta y feto durante la infec­
ción con estos dos Togavirus. Ru­
beola y EEV parece ser evidente. Al 
aumentar la infectividad del virus 
de 200 a 2000 ufp las alteraciones 
descritas se produjeron con mayor 
intensidad y mas rápidamente en 
las ratas siendo mas severas las al­
teraciones placentarias y fetales. 

Es necesario examinar con mas 
detalle el mecanismo de producción 
de Jos cambios histolÓgicos descri­
tos a nivel de la placenta. Estudios 

con el microscopio electrónico de 
transmisión y de barrido a nivel del 
endotelio de los vasos deciduales 
están siendo realizados en nuestro 
laboratorio y los resultados de esta 
investigación serán reportados 
oportunamente. sin embargo histo­
lógicamente es evidente que los in­
fartos placentarios están relaciona­
dos con el daño vascular que se 
observa desde las etapas mas tem­
pranas de la infección; el compromi­
so de la oxigenación fetal asociado a 
estos infartos va a contribuir a la 
aparición de lesiones irreparables 
en el feto. Se han descrito lesiones 
arteriolares en los vasos mesome­
triales durante el embarazo de acu­
res sometidos a hipoxJa crónica y es 
cambios se han relacionado con la 
endotel1alización de los canales vas­
culares maternos. la cual es en par­
te producida por las células sincicia­
les (34). Las células trofoblásticas 
invasoras. contribuyen a tapizar los 
canales vasculares y son ellas las 
que mas fácilmente son alteradas 
por la hipoxia (34) y probablemente 
también por el virus de la EEV. La 
replicación del virus de la EEV en 
estas células. parece prgvocar fenó­
menos de necrosis los cuales posi­
blemente se producen a través de 
enzimas hidrolíticas como hemos 
descrito previamente en el cerebro 
de ratones recién nacidos (4S). 
Igualmente la invasión del endotelto 
por leucocitos polimorfonucJeares y 
demás cambios asociados al fenó­
meno inflamatorio. provocará ]a lisis 
celular con salida de gran cantidad 
de partículas virales hacia]a sangre. 
Finalmente la inmadurez de la ba-
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rrera hematoencefál1ca del feto 
constituye un factor coadyuvante en 
la vulnerabilidad del sistema nervio­
so a la penetración del virus. 

A pesar de la imposibilidad de 
producir malfonnaciones congéni­
tas en ratones con el virus de la 
encefalitis equina venezolana (143) 
estudios con el virus de la encefalitis 
Japonesa B (22), han demostrado la 
infección intrauterina de cerdos y 
con el virus de la encefalitis de San 
Luis (3) han demostrado como este 
atraviesa la placenta (2) y es capaz 
de provocar daño cerebral mínimo 
con déficit neurológico en ratones 
cuyas madres se infectaron durante 
el octavo día de gestación. No esta­
mos en capacidad de extrapolar es­
tos resultados ni los nuestros al pro­
blema de la infección con el virus de 
la EEV en humanos. La transmisión 
transplacentaria de otros togavirus 
similares a EEV se habia descrito en 
humanos desde 1953 (137). Sin em­
bargo es preocupante el hecho de 
que se hayan descubierto niños con 
síntomas autistas y una alta inci­
dencia de trastornos de conducta en 
hijos de madres que sufrieron la 
infección con el virus de la rubeola 
durante el embarazo (28, 35). No se 
ha planteado el que ocurran mani­
festaciones similares en madres que 
hayan padeetdo de encefalitis equi­
na venezolana: no hay duda de que 
los resultados que presentamos en 
este trabajo y evidencias previamen­
te descritas (156, 157) sugieren que 
debe estudiarse esta posibilidad en 
nuestro medio. El interés que se ha 
despertado en los últimos años por 
el estudio de los trastornos de con-
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ducta y el retraso mental en nuestra 
población infantil, contrasta con la 
escasez de datos epidemiológicos 
enfocados hacia aspectos de etiopa­
togenia. 

A los resultados discutidos en 
este trabajo debemos añadir un co­
mentario sobre la importancia de 
estudios clínicos realizados en Co­
lombia (95) en los cuales se demos­
traron modificaciones electroence­
falográficas en niños, cuatro años 
después de la infección con el virus 
de la EEV. Estas observaciones se 
suman a los resultados experimen­
tales ya discutidos en esta revisión 
y reportados recientemente por no­
sotros sobre las alteraciones del sis­
tema nervioso central en ratas so­
brev1v1entes a la infección con el 
virus de la EEV (55). Todos estos 
factores señalan la necesidad de es­
tudiar de manera mas integral 
nuestra población en las áreas don­
de la EEV es endémica. Esa investi­
gación debe comprender aspectos 
sociales, clínicos, virológicos y pato­
lógicos y no puede desligarse de una 
evaluación epidemiológica muy es­
tricta del problema. Cuando este co­
metido se lleve a cabo sentiremos 
que nuestros esfuerzos dedicados al 
trabajo expeIimental con el virus de 
la.EEV no han sido en vano. 
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