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RESUMERN

Los virus de la rubeola y de la EEV pertenecen am-
hos a la familia Togaviridae. Las alteraciones iniciales
en los vasos placentarios durante la infeccidn con el virus
de la EEV fueron examinados por métodos vireldgicos,
histolégicos e inmunchistogufmicos. Se vieron células
citotrofohblésticas que reemplazan a las células endote-
liales y mostraban signos de inflamacién y evidencia
inmunghistoquimica de antigenos del virus de la EEV en
ellas y en las células deciduales perivasculares. La com-
paracién de los hallazgos virolégicos y morfeldgicos en
la infeccion placentaria con el virus de la EEV en la rata
y el mecanismo patogenético propuesto para explicar el
dafio intrauterine inducido en los seres humanos por
el virus de ia rubeola, demuestra grandes similitudes, Se
propone una cuidadosa evaluacién del papel del virus
de la EEV como causa de malformaciones congénitas
en las areas endémicas de esta infeccion en Venezuela,



INTRQDUCCION

Ef virus de la encefalitis equina venezolana (EEV) y el de la rubeola
pertenecen a la familia Togaviridae (14). Ambos virus poseen un niicleo-
cdpsido formado por Acido ribonucleico y protefnas dispuestas con un
arreglo similar, asf como una enveltura glicoliprdica atin no muy bien ca-
racterizada; tanto el virus de la EEV como el de la rubeola son capaces de
atravesar la barrera placentaria y provocar infecciones en los seres huma-
nos {1, 19} y en los animales (2, 12, 21), La principal diferencia entre ambos
virus consiste en que uno de ellos {EEV) es transmitido por artrépodos y
pertenecen al género Alfavirus y el otro (rubeola) no tiene un vector inter-
mediario y es el tinico miembro del género Rubivirus (14},

La patogenia de la infecci6n intrauterina provocada por los Alfavirus
y Rubivirus parece ser similar (13, 17, 22); sin embargo se sabe poco sobre
las alteraciones placentarias inducidas por el virus de la EEV (12, 13). Re-
cientemente estudios realizados en nuestro laboratorio han descrito trom-
bosis de los vasos deciduales y necrosis placentaria en la infeccién con el
virus de la EEV, similares a las demostradas en la placenta de humanos
durante la infeccién con el virus de la rubeola; las lesiones en los fetos de
las ratas inoculadas con el virus de la EEV se consideraron secundarias
a las alteraciones vasculares de la placenta (12, 13).

El objeto de este trabajo es examinar por métodos viroldgicos, histo-
{6gicos e inmunohistoqu/mices, la patogenia de las lesiones iniciales en los
vasos placentarios de las ratas inoculadas con el virus de la EEV.

MATERIAL Y METODOS

Virus: Se utiliz6 la cepa Guajira del virus de la EEV IVIC PH 1178,
de acuerdo con la metodologfa de pasajes y titulaciones descritas en tra-
bajos previos {10, 11, 12, 13),

Animales: Veinte ratas hembras Sprague-Dawley de aproximada-
mente cien dfas de edad fueron inoculadas por via intraperitoneal {IP)
con 200 unidades formadoras de placas (UFP) del virus de la EEV a los
15, 16, 17 y 18 dfas de gestacién. La fecha de inicio de la gestacidn se
determiné por el estudio microscépico del medio vaginal, apareamiento
de ias ratas hembras durante el estro y posterior lectura microsc6pica del
contenido de espermatozoides en el medio vaginal. Las ratas se sacrifi-
caron uno, dos y tres dfas después de la inoculacién cuando la edad ges-
tacional oseilaba entre 18 y 20 dras. Cinco ratas Sprague-Dawiey con un
perfodo de gestacién similar a las experimentales no fueron inoculadas y



se sacrificaron de manera similar para Ser utilizadas coma controles sanos.

El material de sangre y tejidos para el estudio viroldgico fué tomado al mo-
mento de sacrificar los animales y se procesé de manera similar a la des-
crita en experimentos previamente reportados por nosotros {10, 13).

Histologia: La fijacién de las placentas y los fetos se hizo en formol
al 10% tamponade en solucidn reguladora de fosfato de sodio a pH 7.2.
El material se deshidratd en alcoholes a concentraciones crecientes y se
incluy6 en parafina. Cortes histologicos fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina, PAS, tricrdmico de Masson y reticulina de Wilder segtin métodos
convencionales y se examinaron y fotografiaron en un microscapio de luz.

Inmunahistoquimica: El material incluido en parafina fué seccionado
en cortes de seis micras de espesor, recogidos en laminas de vidrio y colo-
cados en una estufa a 60°C durante una hora. Los cortes fueron deparafi-
nados en xilol y en etanol a concentraciones decrecientes. La actividad de
la peroxidasa enddgena fué biogueada por medio de la incubacion de los
cortes durante veinte minutos en una solucion de metano! y peréxido de
hidrégeno. Previo Javado con agua destilada los cortes se incubaron duran-
te quince minutos en suero normal de cochino, y luego se colocaron en
cajas de Petri, himedas, a temperatura ambiente, cubiertas con anticuer-
pos, anti-EEV, de conejo preparado en el laboratorio de Virolegia det HE,
usando los métodos convencionales de inmunizaciéon a diluciones de
1:100, 1:250, 1:500. Algunos cortes fueron cubiertos con solucion tam-
ponada de hidroximetil-aminometano-salina (TRIS) para ser usados como
control. Posteriormente todos los cortes fueron lavados con la solucion
TRIS vy se incubaron en la solucion del complejo peroxidasa-antiperoxi-
dasa con una dilucion de 1:100 durante 30 minutos. Los cortes lavados
nuevamente con la solucion tampon TRIS, fueron cubiertos con 0.06
tetrahidroclorido de diaminobenzidina diluido en 10 ¢c de TRIS con tres
gotas de perdxido de hidrégeno al 3%. Los cortes se lavaron en agua des-
tilada y se contratifieron con hematoxiiina de Harris para ser montados
en Permount.

RESULTADOS

Apariencia macroscdpica: Las ratas sacrificadas uno, dos, tres y cuatro
dias despuds de la inoculacion intraperitoneal con el virus de la EEV mos-
traron alteraciones variables en cuanto al aspecto macroscopico de los
fetos y de las placentas. Un dia después de la inoculacién ef aspecto de los
fetos y placentas, no mostrd diferencias con las de las ratas utilizadas como
control, sin embargo se observé mayor congestion en la cabeza y en el
area hepética. El segundo dia de inoculacion se observé una disminucion
del tamafio de casi todos los fetos comparados con fetos de ratas utilizados



camo control y sacrificadas en la misma edad gestacional. Algunos de estos
fetos de menor tamafio eran muy pélides y la placenta de cada uno de

ellos mostraba al corte areas de color blanco grisdceo. El tercer y cuarto
dia después de la inoculacidn estos cambios se acentuaron (Fig. 1). El ta-

Fig. 1.— Fetos y placentas a los 18 dias de gestacian, 3 dias post-inocula-
cion, todos de la misma madre. Se observa disminucion del tamafio y cam-
bios necrotizantes variables de un feto a otro.

mafio y la apariencia general de los fetos varig entre algunos peguefios
muy pélidos, blandos y friables y otros mas grandes con areas congestivas
y hemorrdgicas; el tamafio de estos fetos fué siempre menor del que de-
berran tener para la edad gestacional, En las placentas se vieron dreas he-
morrdgicas alternando con zonas de colar blanco grisaceo.

Apariencia Microscopica: Histologia.— Un d{a después de la inocula-
cion los fetos mostraron congestion muy severa de todas los drganos sin
lesiones tisulares aparentes. El segundo dia después de la inoculacion se
observd marcada congestion del higado y del sistema nerviosa, con dreas
hemarrdgicas focales en los espacios de Virchow-Bobin y en las meninges.
La retina mostraba vacuolizacién de sus capas mds profundas. Se vieron
signos de edema en la substancia gris del cerebro y hemorragias en la mé-
dula espinal. En los dfas tercers y cuarto después de la inoculacién las
diferencias entre los fetos producto de cada rata iban, desde las cambios
descritos el segqundo dfa hasta necrosis y hemorragias con aspecto de licue-
faccidn en extensas dreas del cerebro y la médula espinal con alteracion
de la estructura del higade y del bazo, cambios necrdticos en los tibulos
renales, congestion y hemorragias en el corazdn y los pulmones.



El estudio histolégica de las placentas mostrd el primer dia después
de la inoculacién cambios inflamatorios focales en la pared de algunos
vasos miometriales. Las arterias y arteriolas del miometrio v de la decidua
en la base de implantacién de la placenta mostraron proliferacion de las
células deciduales alrededor del endotelio y de la pared muscular, E! exa-
men cuidadoso del endotelio de arterias y arteriglas mostré el reemplazo
de las células endoteliales por células de apariencia similar a las células
trofoblasticas (Figs. 2 a 5). El segundo dia pos inoculacion las arterias y

\

Figs. 2-5.— Cambios inflamatorios iniciales durante el primer dfa después

de la inoculacién en los vasos de la zona de implantacién de la placenta y

del miometrio. Se ven células trofoblésticas que tapizan focalmente el en-

dotelio reaccién decidual perivascular y algunos leucocitos polimerfonu-
- cleares infiltrando la pared vascular,

Hematoxilina - eosina X 200 (Reduccidn tipogréfica = 1/3)



arteriolas miometriales y deciduales mostraron signos de inflamacin mas
severa con edema de las células deciduales y del tejido conectivo perivascu-
far, infiltracién con leucocitos palimorfonucleares y macrdfagos. La colo-
racion de reticulina mostré como la malla reticular alrededor de cada cé-
lula comenzaba a fragmentarse. Las vellosidades coriales estaban edema-
tosas y algunas arteriolas en la placa cori6nica mostraron gvidencias de
necrosis fibrinoide (Figs. 6, 7). El tercer y cuarto dia post inoculacion las

Figs. 6-7.— Segundo dfa post inaculacién, Cambios inflamatories en vasos
de la implantacion placentaria que muestran abundantes células deciduales
perivasculares,

Hematoxilina - eosina X 100 (Reduccidn tipografica =1/3)

alteraciones vasculares eran mds severas con necrosis fibrinoide de la pared
vascular y areas de infarto y hemorragias en la placenta, los cuales eran
paralelas al grado de vasculitis en la decidua y el miometrio.

Inmunchistoguimica: E! examen del material procesade con inmuno-
peroxidasa contra antigenos de EEV, mostré precipitados pardes que mar-
caban la positividad de la reaccidn desde el primer v segundo dia post
inoculacién en las células deciduales perivasculares y en las células trofo-
blasticas que reemplazan el endotelio vascular (Figs. 8, 9, 10); algunas
células fusiformes endametriales en la vecindad de los vasos sanguineos
también mostraron positividad para antfgenos de EEV (Figs. 11 y 12).
Estos cambios se hicieron més evidentes en las muestras del tercer y cuarto
dfa post inoculacibn y fueron siempre negativos en las placentas de las



Fig. 8.— Pared vascular con alteraciones inflamatorias que muestran posi-
tividad para peroxidasa - DAB en varias células deciduales. Anticuerpo
contra EEV en conejo X 200,

ratas no inoculadas y en las placentas de ias ratas inoculadas procesadas sin
la adiccién del anticuerpo primario contra EEV. Los cambios necratizantes
en los fetos impidieron evaluar con precision la positividad de la reaccidn
inmunohistoquimica en elios.

DISCUSION

Estudios virolégicos realizados previamente en nuestro laboratorio
han demostrado que el virus de fa EEV se replica activamente en la pla-
centa de las ratas entre el sequndo vy el cuarto dia después de la inoculacion
intraperitoneal {13). La demostracién inmunchistoguimica de la presencia
de antigenos virales en las células deciduales perivasculares y en el trofo-
blasto de la rata, descritas en este trabajo desde el segundo dfa después
de la inoculaci6n ya hahian sido sefialadas por nosotros como ofra eviden-
cia de la replicacién placentaria del virus de la EEV {12, 1a).

En general se ha sefialado que en las infecciones virales el estudio ana-
tomopatolGgico de la placenta aporta muy poca informacion sobre la etio-
patogenia de las mismas, a diferencia de las lesiones evidentes que carac-

terizan a las infecciones bacterianas (7) o mic6ticas{e). A pesar de estas
afirmaciones, las alteraciones vasculares de la placenta humana en la infec-



Fig. 9.— Positividad para la peroxidasa - anti EEV en células deciduales de

la pared vascular,
X 400

cidbn con el virus de la rubeola{e, 15, 17, 22} y las descritas experimental-
mente en ratas inoculadas con el virus de la EEV {12, 13}, son muy evi-
dentes y han sido destacadas como el mecanismo principal implicado en la
patogenia de las lesiones fetales.

En el presente estudic demostramaos cambios inflamatorios en el en-
dotelio de los vasos uteroplacentarios detectados durante la etapa inicial
de la infeccién, Las lesiones necrotizantes de la placenta y el dafio fetal
correspondiente van a ser consecuencia de las alteraciones vasculares ini-
ciales por lo que pensamos que la causa primaria de estas lesiones debe
estudiarse examinando la vulnerabilidad endotelial de los vasos placen-
tarios. Brosens (3) y recientemente de Wolf (2) han examinado el endotelio
de los vasos placentarios en humanos al final del embarazo y han descrito
células trofoblésticas tapizando las paredes de las arteriglas espirales (s, 4).
Estas células trofoblasticas invasoras van a jugar un papel de células endo-
teliales y crecen hacia la regién utero placentaria tapizando focalmente la
pared de los vasos; este cambio fisioldgico ha sido también examinado con
la ayuda del microscopio electranico en la placenta humana normal y se
ha propuesto que las células trofoblasticas endotelizadas secretan holocri-
namente un material fibrinoide que infiltra la pared vascular (23), y que
ellas son capaces de elaborar una substancia con un efecto similar a fa pros-
taciclina que intervendria en la prevencién de los fendmenos trombo-
ticos (16). Ya previamente habiamos sefialado que la vulnerabilidad selec-
tiva de los vasos placentarios podria estar relacionada con la presencia de
células sincitiotrafoblésticas invasoras (12}, de modo similar a la explica-
cign que se ie di6 al dafio foeal endotelial inducido por Ia hipoxia crdnica
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Fig. 10.~ Inflamaci6n de la pared vascular y depésltos de peroxidasa anti
EEV en células deciduales y miometriales,
X _200

en la placenta de acures(s). Todos estos estudios nos llevan a considerar
el fenomeno fisiolégico del crecimiento endotelial del trofoblasto no velio-
so, como e! factor fundamental implicado en la vulnerahilidad de ios vasos
uteroplacentarios en nuestro modelo experimental con el virus de la EEV,
Posiblemente este mecanismo también esté relacionade con las lesiones
vasculares de la placenta humana durante la infeccién con el virus de la
rubeola. Esta hipOtesis estd apoyada por hechos ya sefialados en los resul-
tados, como son la presencia de estas células tapizando los vasos, los
cambios inflamatorios deseritos, asi como la positividad inmunochistoqui-
mica para antigenos del virus de la EEV en las etapas iniciales de la infec-
cifn placentaria,

Las alteraciones fetales descritas previamente en las ratas inoculadas
con el virus de la EEV (12, 13) fueron del tipo necrotizante y se relacio-
naron siempre con las lesiones vasculares placentarias. Toundry describio
necrosis endoteliaf en fetos humanos de madres que habian sufrido rubeola
durante el embarazo (22). También en nifios con sindrome post rubeola
congénita se han descrito signos de vasculitis y mineralizacion de los vasos
cerehrales (zo0), asi como proliferacidn fibromuscular en la intima con re-
duccion del calibre arterial (s). La patogenia de estas lesiones no ha podido
ser explicada satisfactoriamente, proponiéndose la persistencia de los virus
de ia rubeota con depdsito de mucopolisacédridos y proteinas en el endo-
telio de los vasos cerebrales(1s). Sin embargo las alteraciones vasculares
de la placenta con embolizacion de células. endoteliales necréticas sigue
siendo considerada como la causa fundamental de las alteraciones congg-
nitas inducidas por el virus de la rubeola en los humanos (3, 8, 15, 17, 22},
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Figs. 11-12.— Mayor aumento de las células miometriales con depésitos de
PAP - DAB anti EEV dos dfas después de la inoculacion,
X 400

No dudamos en afirmar que es muy notoria la similitud entre la pato-
genia de las lesiones placentarias y consecuentemente el dafio fetal en la
infeccion intrauterina con el virus de la EEV; ésta comparacion debe con--
ducirnos a examinar mas cuidadosamente todos los factores epidemiold-
gicos, sociales, clinicos y patoldgicos involucrados en el problema de la
encefalitis equina venezolana en nuestro medio. Posiblemente una inves-
tigacion clinica y epidemiologica exhaustiva de nuestros habitantes en las

areas endémicas producird resuitados mds valiosos que el estudio futuro
sobre la ultraestructura o la inmunohistoquimica submicroscdpica para
detectar las particulas del virus de la EEV en las células invasoras del sin-
citiotrofoblasto.

ABSTRACT

Initial alterations induced by Venezuelan equine encephalitis virus infec-
tion in rat placental vessels. Carcia-Tamayo J., de Garcia S.E., Esparza J.
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(Instituto Anatomopatolégico, Facultad de Medicina, Universidad Central
de Venezuela y Centro de Microbiologia, Laboratorio de Virus Animales,
Instituto de Investigaciones Cientificas (IVIC), Apertado Postal 50647,
Correo de Sabana Grande, Caracas, Venezuela). Invest Clin 24(1): 3-15,
1983. — Rubeila and VEE virus both helong to Togaviridae family. Initial
alterations of placental vessels during VEE virus infection were examined
by virologic, histologic and inmunshistochemical methods. Citotropho-
plastic cells were replacing endothelial cells and showed inflamatory chan-
ges and inmunohistochemical evidences of VEE virus antigens were also
observed in the perivascular decidual cells. Comparison of virologic and
morphologic changes in the placenta during VEE virus infection in the rat
and the pathogenic mechanism propossed to explain the intrauterine da-
mage induced by rubella virus in humans show striking similarities. A care-
full evaluation of the role of VEE virus as the cause of congenital malfor-
mations in the endemic areas of this infection in Venezuela is proposed.
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