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Resumen. El estudio macroscépico y microscopico de los fetos de ratas
Sprague-Dawley inoculadas con el virus de la EEV, cepa Guajira y cepa
atenuada TC 83 demostré, durante la primera semana de gestaciéon, muerte
y reabsorcion de todos los fetos con cepa Guajira y una disminucion
considerable en el namero de crias, cuando se inocularon con la cepa
TC-83. El estudio histolégico del sistema nervioso central de las crias
nacidas vivas, no demostré lesiones. Ratas inoculadas al 4to. y 7mo. dia de
gestacion con TC- 83 y sacrificadas el dia 15 de la gestacién mostraron
lesiones placentarias, principalmente, en los vasos miometriales en los fetos
de aspecto viable, asi como fuerte necrosis de otros fetos. Se compara la
patogenia de la infeccion con el virus de la EEV a las lesiones inducidas en
humanos por el virus de la rubéola y con estudios previos sobre el efecto
intrauterino de otros Togavirus, y se destaca la necesidad de examinar
cuidadosamente a las mujeres embarazadas y a sus hijos en las areas de
riesgo epidémico asi como proscribir el uso de la vacuna TC 83 durante la
gestacion.

Fetal-placental alterations induced in rats by Venezuelan Equine
Encephalitis Virus Strain TC-83.
Invest Clin 27(1).25-48, 1986,

Abstract. Macroscopic and microscopic study of fetuses in Sprague-
Dawley rats inoculated with Venezuelan equine encephalitis (EEV) virus
Goajira and TC 83 strains, revealed death and reabsortion of all products
during the first week of pregnancy when Goajira strain was inoculated and
decreased number of newborn rats when TC 83 inoculation was performed.
No alterations of the CNS in newborn rats were histologically demonstrated.
TC 83 inoculation on the 4th and 7th days of pregnancy was performed and
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rats were sacrificed the 15th day of pregnancy. Placental alterations were
always observed in the mesometrial arteries. Placental changes were obser-
ved in normal looking fetuses as well as in necrotic and hemorragic products.
Pathogenic mechanism of EEV infection are compared with those described
in humans with rubella virus and with the intrauterine effect of other
togaviruses. The importance of the study of pregnant women and children
in endemic areas and the abolition of TC 83 vaccine during pregnancy is

emphasized.
INTRODUCCION

La encefalitis equina venezolana
(EEV) ha venido presentandose en el
pais causando brotes epizodticos y
epidémicos desde hace varias déca-
das, principalmente en la Guajira
venezolana (4, 37, 39) pero fue en
1962 (4, 38} cuando realmente lla-
mé la atencién como problema hu-
mano a raiz de la grave epidemia de
EEV registrada entre los meses de
octubre y noviembre de ese mismo
ario. Durante las epizootias de ence-
falitis equina venezolana, los caba-
llos son las victimas principales,
aunque se ha visto que los burros y
las mulas son también, clinicamen-
te susceptibles a la infeccién (4, 23,
29, 38, 41). En el hombre, la enfer-
medad es generalmente benigna y
de baja mortalidad aiin cuando se
han reportado casos fatales que
acompaian las epizootias y brotes
epidémicos descritos en diferentes
paises (23, 24).

En 1963 (43) y 1967 (44) Wenger
describié necrosis cerebral masiva
en fetos, hijos de madres que habian
sufrido de EEV durante el embara-
zo. Esto planteé el posible efecto
teratogénico de este virus.

Experimentalmente es dificil re-
producir este tipo de infeccién in

utero porque el virus de la encefalitis
equina venezolana es letal para casi
todos los animales de laboratorio,
como ratones, cobayos, conejos y
hamsteres (14, 15, 16, 24, 42). En
1979 (18) se publicé un trabajo so-
bre lesiones cerebrales inducidas en
ratas blancas que sobrevivian a la
infeccién con el virus de la EEV. En
1981 (20) se propuso que este mo-
delo experimental en ratas Sprague-
Dawley podria servir para reprodu-
cir las posibles lesiones intrauteri-
nas producidas por el virus de la
encefalitis equina venezolana en hu-
manos. Aunque no es mucho lo que
se conoce sobre la patogenia de la
infeccién intrauterina inducida por
el virus de la encefalitis equina ve-
nezolana, existen trabajos en el pais
{19, 21, 22) que han descrito altera-
ciones placentarias durante la infec-
cién con este virus, comparandolas
con las ocasionadas por el virus de
la rubéola (1, 35). Sin embargo, el
estudio comparativo sobre el efecto
teratogénico del virus de la EEV y el
virus de la rubéola, debe examinar
las alteraciones intrauterinas indu-
cidas por estos virus durante toda
la gestacién y particularmente, du-
rante la primera semana de gesta-
cién en larata, que seria equivalente
al primer trimestre del embarazo en
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la mujer. En estudios experimenta-
les (21) ya se habia senalado que la
cepa Guajira del virus de la EEV
provaca abortos y reabsorcién de los
embriones y fetos, cuando se inocu-
la el virus durante las dos primeras
semanas de gestacién en las ratas.
Para confirmar este hecho, en este
trabajo utilizamos inicialmente la
cepa Guajira y describimos la muer-
te de muchos de los animales, sin
obtener ningan nacimiento. Este
resultado nos llevé a utilizar l1a cepa
atenuada TC-83 del virus de la EEV,
para examinar las alteraciones pla-
centarias inducidas por el virus ate-
nuado de la encefalitis equina vene-
zolana, sub-tipo TC-83, en ratas
inoculadas al cuarto y al séptimo dia
de gestacién. Se comparan las alte-
raciones placentarias inducidas por
la cepa TC-83 con las alteraciones
ocasionadas por el virus de 1a rubéo-
la en el humano, abriendo la posibi-
lidad de extrapolar los resultados
obtenidos en estos estudios con las
ratas prenadas, a mujeres embara-
zadas que adquieren la encefalitis
equina venezolana durante el pri-
mer trimestre de la gestacion.

MATERIAL Y METODOS

1. Virus:

En la primera parte de este ex-
perimento se utilizd el virus de la
encefalitis equina venezolana, cepa
Guajira. La cepa utilizada en este
estudio fue originalmente aislada en
1962 del suero de un paciente du-
rante la epidemia de encefalitis equi-
na venezolana en la Guajira (cepa
Guajira IVIC-SH 11.75) (6, 38). El

virus se utilizé después de dos pa-
sajes en células BKH-21, seguidos
por tres pasajes en cerebro de ratén
lactante (38). El lote de virus fue
preparado en células Vero y los titu-
los de infectividad se calcularon por
el método de placas utilizando una
capa de agarosa libre de suero (6).
El virus atenuando de la encefalitis
equina venezolana, TC-83 fue cedi-
do por el Dr. José Esparza del Centro
de Microbiologia y Virologia del Ins-
tituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas). La vacuna de la EEV,
TC-83, es una cepa derivada de 83
pasajes serlados de la cepa virulenta
de la encefalitis equina venezolana
Trinidad-donkey, en cultivo de célu-
las de corazén de feto de cobayo (5,
31). La vacuna de la EEV, cepa TC-
83, fue usada en este experimento
después de un pasaje en células
Vero (células de rifién de mono ver-
de).

1.1. Preparacién de la solucién
stock: Se inoculé intracerebralmen-
te (ic) 0,01 ml de una suspensién de
virus de la encefalitis equina vene-
zolana, cepa TC-83 (IVIC) a 10 rato-
nes lactantes de 6 dias de nacidos.
Se congelaron vivos 2 dias post- ino-
culaciéon y se les extrajo el cerebro.
Se homogeneizaron los cerebros con
buffer salino fosfato (PBS), el homo-
geneizado se centrifugd durante
30 minutos a 10.000 r.p.m., el so-
brenadante se separé y se repartié
0,5 ml en 37 viales, guardandose
luego en el congelador a -90°C hasta
Su uso.

1.2. Titulacién de la solucién
stock: Para determinar la infectivi-
dad del virus de la encefalitis equina
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venezolana, cepa TC-83, se utilizo el
método de plaqueo con el fin de
calcular las unidades formadoras de
placas (UFP}, en diferentes dilucio-
nes de la solucién stock. Se cultiva-
ron fibroblastos de conejo recién na-
cidos en 6 placas (FB-6TC, Linbro
Chemical Co., New Haven, Conn) en
2 ml de un medio minimo esencial
de Eagle (EMEM]) obtenido de Flow
Laboratories, Laprol Scientific, USA;
complementado con 5% de suero
fetal bovino, 100 unidades de peni-
cilina/ml y 100 microgrs. de strep-
tomicina/ml. Las monocapas celu-
lares fueron infectadas con la adi-
cioén de 0,1 ml de cada una de las
siguientes diluciones de la solucién
stock: 10®, 107 y 108, Se permitié
la absorcion del virus por una hora
a 37°C en una atmosfera de 5% de
COz2. Las placas se cubrieron con 2
ml de EMEM complementado con
5% de suero fetal bovino, 100 uni-
dades de penicilina/ml, 100 mi-
crogrs, de streptomicina/mly 1% de
agarosa. Las placas se incubaron a
37°C en una atmoésfera de 5% de
COz2 durante 3 dias, hasta que los
efectos citopaticos fueron evidentes;
se agreg6 luego una solucién de for-
malina en PBS, para fijar la mono-
capa de células y virus en la placa.
y se tifé con cristal de violeta para
determinar las UFP.

2, Animales:

2.1. Apareamiento de las ratas
y determinacién del embarazo: En
este experimento fueron utilizadas
52 ratas Sprague-Dawley, en edad
reproductiva, entre 100 y 120 dias
de edad. Treinta y nueve ratas hem-

bras fueron apareadas, 3 hembras
con un macho en cada jaula. Diaria-
mente se les hizo un examen vaginal
a los animales, el cual consistié en
tomar una muestra con agua desti-
lada de la vagina de cada rata, para
precisar la fecha de inicio de la ges-
tacion. Esto se realizé por la lectura
microscopica (microscopio de luz
Zeiss, utilizando aumentos de 10x y
40x) del contenido de espermatozoi-
des en el medio vaginal. De acuerdo
a este estudio, el frotis positivo indi-
ca el dia O de inicio de la gestacion;
este dia las ratas se separaron en
jaulas individuales, se alimentaron
y cuidaron, preparando asi las con-
diciones para el parto, que se produ-
jo entre los dias 21 a 23 de gesta-
clon,

2.2, Inoculacién de las ratas
con la cepa Guajira: Se utilizaron
13 ratas Sprague-Dawley de 100 a
120 dias de edad; se aparearon y
una vez prefiadas, se inocularon in-
traperitonealmente {ip): 9 ratasenel
séptimo dia de gestacion con 0,02
ml (10 UPF) de una suspension de
virus de la encefalitis equina vene-
zolana, cepa Guajira, y 4 prenadas,
del mismo lote, no fueron inocula-
das y se utilizaron como controles.

2.3. Inoculacién de las ratas
con la cepa atenuada TC-883: Ini-
cialmente se inoculdé intraperito-
nealmente 0,3 ml de la soluciéon
stock del virus TC-83 (2,8 x 109
UFP-ml) a 10 ratas Sprague-Dawley
de 100 a 120 dias de edad, al sépti-
mo dia de gestacion. Como controles
se utilizaron 3 ratas prefiadas no
inoculadas. Al culminar el periodo
de gestacioén (21 - 23 dias), los ani-
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males recién nacidos, tanto de las
ratas experimentales como la de los
controles, fueron pesadasy medidos
los dias 1, 5, 10, 15y 20 de edad.
Este altimo dia se sacrificaron a las
crias para la extraccion y subsi-
guiente estudio histologico de los
cerebros.

Se inoculd intraperitonealmente
0.3 ml de solucién stock del virus
TC-83 (2.8 x 10° UFP/ml) a 8 ratas
Sprague-Dawley entre 100 y 120
dias de edad; 4 de estas ratas fueron
inoculadas al cuarto dia de gesta-
cién. Tres ratas prefnadas fueron
utilizadas como controles. Otra rata
no prefiada fue sacrificada y se le
extrajo el utero para utilizarlo como
control en el estudio histolégico. Las
ratas prenadas fueron sacrificadas
a los 15 dias de gestacion y se les
extrajo el utero para el estudio his-
tolégico.

3. Histologia:

El estudio histolégico se hizo fi-
jando el material en formol tampo-
nado al 10% se deshidraté con alco-
holes y se incluyd en parafina. Los
cortes se colorearon con hematoxili-
na-eosing, y se examinaron en un
microscopio de luz.

RESULTADOS

1.- Ratas inoculadas con el virus
de 1a EEV, cepa Guajira:

Las 9 ratas inoculadas al sépti-
mo dia de gestacién con la cepa
Guajira, murieron cinco dias des-
pués de la inoculaciéon. Dos dias
después de la infeccion, las ratas
mostraron temblores, paralisis del

tren posterior, pelos erizados y ano-
rexia, sintomas que persistieron du-
rante dos o tres dias, ocasionando-
les abortos y posteriormente la
muerte.

2.- Ratas inoculadas con el virus
de la EEV, cepa TC-83:

2.1. Estudio histolégico del
sistema nervioso central en ratas
de 20 dias de edad:

a) Animales: Las 10 ratas inocu-
ladas al séptimo dia de gestacion
con el virus- vacuna TC-83 no reve-
laron sintomas de la enfermedad. El
parto fue aparentemente normal,
Las ratas experimentales 1 y 2 no
tuvieron cria. De las otras ratas, 3
crias fueron comidas por sus ma-
dres, entre los 2-4 dias de nacidos;
uno de estos animales mostré mal-
formaciones congénitas, habiendo
nacido con 6 patas. Debido a que la
madre se lo comid al segundo dia de
nacido, no se le pudo hacer estudio
histopatologico; sin embargo, se
peso, se midié y se le tomaron foto-
grafias el primer dia de edad (Fig. 1).

Las otras 8 ratas tuvieron un
promedio de 5 crias, cuyo peso pro-
medio el dia de nacimiento era de
7.6 grs y una talla promedio de 7
cms. Las ratas utilizadas como con-
trol tuvieron un promedio de 12
crias con un peso promedio el dia del
nacimiento de 7.5 grs y una talla
promedio de 7,3 cms (Tabla 1}.

b) Estudio microscépico: Las
crias de las ratas inoculadas al sép-
timo dia de gestacion con el virus de
la EEV, cepa TC 83, fueron sacrifi-
cadas a los 20 dias de edad. Cortes
seriados del sisterna nervioso cen-
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Fig. 1.
TC 83 del virus de 1a EEV,

Recién nacido con 6 patas de rata inoculada al séptimo dia de gestacion con la cepa

TABLA 1
CARACTERISTICAS FISICAS DE LAS CRIAS PROVENIENTES DE RATAS
CONTROLES Y EXPERIMENTALES

Ratas Experimentales

Ratas Controles

(n=8) (n=3}
Nuamero de crias 57+26 12.3+25
Peso al nacer (g 7.55£0.70 7.52+£0.37
Talla al nacer (cm) 7.06 £ 0.38 7.37 £ 0.47

Los valores representan el promedio + D.E.

tral de 3 ratas de 20 dias de edad
utilizadas como control, fueron es-
tudiadas comparativamente. El es-
tudio histolégico del sistema nervio-
s0 central de las ratas experimenta-
les y controles no mostré alteracio-
nes.

2.2. Estudio de las placentas y
fetos a los 15 dias de gestacién:
2,2.1, Estudio macroscépico:

Las ratas inoculadas intraperi-
tonealmente al cuarto y séptimo dia
de gestaciéon con el virus TC 83 y

sacrificadas a los 15 dias de gesta-
cion, mostraron alteraciones varia-
bles en cuanto al aspecto macrosco-
pico de los fetos y placentas.

a) Inoculacién al cuarto dia de
gestacidn: El utero de 4 ratas ino-
culadas al cuarto dia de gestacion,
mostro 5 segmentos que contenian
fetos y placentas de apariencia nor-
mal, pero de menor tamano que los
observados en las ratas inoculadas
al séptimo dia de gestacién y de las
ratas utilizadas como controles

Investigacion Clinica 36 (Sup 2): 1995
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Fig. 2. Utero de 15 dfas de una rata inoculada al cuarto dia de gestaci6n con la cepa TC 83

del virus de lIa EEV.

(Fig. 2). Otros segmentos uterinos
mostraron apariencia distendida, de
tamano menor gue los descritos an-
teriormente, con aspecto hemorra-
gico y al corte, no fue posible identi-
ficar fetos viables. En una de las
ratas, el itero mostrd apariencia de
tubo algo distendido, con adelgaza-
miento de su pared, sin que se iden-
tificara ningin feto.

Los fetos de las 4 ratas inocula-
das ip con el virus TC 83 al cuarto
dia de gestacién, mostraron un ta-
mano y un desarrollo menores que
los fetos de 4 ratas inoculadas ip al
séptimo dia de gestacién, y de los
fetos de 3 ratas utilizadas como con-
troles (Fig. 3). Todos estos animales
fueron sacrificados en la misma
edad gestacional.

b} Inoculacién al séptimo dia
de gestacidn: El fitero de las 4 ratas
inoculadas al séptimo dia de gesta-
cién, mostré un total de 11 segmen-
tos con fetos y placentas de aparien-
cia normal, aunque de tamaifio me-
nor que los segmentos uterinos de
los fetos y las placentas de las 3
ratas utilizadas como controles, sa-
crificadas a la misma edad gestacio-
nal (Fig. 4). En el atero de una mis-
ma rata se observaron sitios de re-
absorcién de fetos, con una aparien-
cia redondeada y tamaifo variable
con relacién a los segmentos que
contenian los fetos viables. Esto fue
mas frecuente en los uteros de las
ratas inoculadas al séptimo dia de
gestacion. Situacién no observada
en los tateros de las ratas utilizadas
como controles, en las cuales el pro-
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Fig.3. Comparacion entre los fetos de apariencia viable de 15 dfas de gestacion, de ratas
inoculadas al cuarto (a), al séptimo (b) dias de gestacioén y control (c).

Fig.4. Utero de una rata inoculada al séptimo dia de gestacién con la cepa TC 83 del virus

de 1a EEV, sacrificada a los 15 dfas.
medio de segmentos de] atero con Los fetos de las ratas inoculadas
fetos viables, era de 12 porcadarata  al séptimo dia de gestacién mostra-
(Fig. 5). ron una apariencia normal, pero
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Fig. 5.

existia una disminucién en tamano
y desarrollo comparandolos con los
fetos de las ratas utilizadas como
controles. Sin embargo, estos fetos,
de madres inoculadas al séptimo dia
de gestacion, presentaron mayor de-
sarrollo y tamario que los fetos de las
ratas inoculadas al cuarto dia de
preniez y sacrificadas a la misma
edad gestacional (Fig. 3). Compa-
rando los fetos de apariencia viable
a los 15 dias de gestacion de las
ratas inoculadas al dia cuarto y sép-
timo de prefiez y los controles, se
notd una diferencia de aproximada-
mente 2-3 mm en cuanto al tamario.
Ademas se observé diferencias en el
desarrollo de los fetos, como en los
ojos y las extremidades.

2.2.2, Estudio microscépico:

El estudio histologico de las pla-
centas y los fetos de ratas inocula-
das con el virus de la EEV, cepa TC
83, al cuarto y séptimo dia de gesta-

Utero de 15 dias de gestacién de una rata utilizada como control.

cién y sacrificadas a los 15 dias,
evidenciaron cambios inflamatorios
y hemorragicos en los vasos placen-
tarios y necrosis en zonas adyacen-
tes a ellos.

a) Inoculacion al cuarto dia de
gestacion: El estudio histologico del
cuerpo uterino que no mostro seg-
mentos dilatados ni fetos viables,
reveld dilatacion muy marcada de
los vasos de la pared uterina, el
endometrio mostraba una aparien-
cia laxa, y no se vieron restos pla-
centarios. Los segmentos distendi-
dos, de menor tamano que los que
contenia fetos de apariencia viable,
mostraron varias modificaciones
histologicas: en algunos segmentos
se vieron restos de tejido fetal con
signos de necrosis y hemorragias,
entre otros, la placenta mostré areas
de necrosis con infiltracién de leu-
cocitos y macrofagos y areas de tro-

Vol. 36 (Sup 2} 475-495, 1995
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Fig. 6.

Placenta de fetos viables mostrando infiltracién con leucocitos polimorfonucleares

en la pared de los vasos miometriales, en las células deciduales y el trofoblasto

(X 100).

foblasto con signos de necrosis y
grandes hemorragias (Fig. 6). El es-
tudio microscopico de los fetos via-
bles no evidencié ninguna altera-
cién de caracter inflamatorio, ni
areas de necrosis.

b) Inoculacién al séptimo dia
de gestacion: En los segmentos del
cuerpo uterino de tamano menor
que los que contenian fetos viables,
el estudio histologico mostré necro-
sis y hemorragias con restos de teji-
do fetal y cambios inflamatorios en
la placenta, principalmente en los
vasos del miometrio y en la decidua,
asi como areas de necrosis en el
trofoblasto. El aspecto microscopico
de los fetos viables mostré infiltra-
cién con leucocitos y macréfagos en
la pared de los vasos miometriales
{Figuras 7 y 8) en las células deci-
duales y el trofoblasto. El examen

cuidadoso de la pared de los vasos
miometriales y deciduales mostré
frecuentes células trofoblasticas ta-
pizandolos y en muchas areas éstos
mostraban aspecto hinchado con
vacuolizacion, ruptura de sus mem-
branas y con infiltracién de leucoci-
tos polimorfonucleares (Figuras 9 y
10}. Estos cambios fueron similares
a los observados en las placentas de
los fetos viables, pertenecientes a
las ratas inoculadas al cuarto dia de
gestacion.

DISCUSION

Los estudios experimentales
para determinar los efectos intrau-
terinos ocasionados por la infeccion
con el virus de la encefalitis equina
venezolana son escasos, pero pue-
den tener una importancia muy sig-
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Fig. 7. Vasculitis severa en los vasos miometriales, dia 15 de gestacién post-inoculacién con

TC 83 alos 4 dias. X 100.

PO S Al
A k2 E
R Sr

Fig. 8. Edemadeladecidua. Se observael revestimiento de los vasos con células trofoblasti-
cas. X 100.

nificativa. Clinicamente la EEV pue-
de manifestarse como una enferme-
dad febril con cefalea y malestar
general que dura varios dias (8, 34});
los signos neurolégicos son menos

frecuentes, aungue han sido descri-
to en la mayoria de los casos duran-
te la epidemia de EEV en la Guajira,
Estado Zulia en el afo 1962 (4, 8,
34).

Vol. 36 (Sup 2): 475-495, 1995
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Fig. 9 y 10. Pared de los vasos miometriales y deciduales tapizados por células trofoblésticas
y de aspecto hinchado con vacuolizacion. Se ve la ruptura de sus membranas y
con infiltracion de leucocitos polimorfonucleares. (9: X100; 10: x 400).

Wenger (43, 44) ha reportado
frecuentes abortos durante el pri-
mer tercio del embarazo de mujeres
que habitaban al norte del Estado
Zulia durante la epidemia anterior-
mente mencionada e igualmente,
informé sobre necrosis masiva del

cerebro de fetos y recién nacidos
cuyas madres sufrieron de la infec-
cién con el virus de 1a EEV durante
el tercero a octavo mes de embarazo
{43, 44). Estas informaciones dadas
por Wenger no han sido confirma-
das satisfactoriamente por medio de
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experimentos, sin embargo, estu-
dios realizados en nuestro laborato-
rio (21, 22) con la cepa Guajira del
virus de la encefalitis equina vene-
zolana, indican que la placenta es
un lugar favorable para la replica-
cion de este virus y que el dafo fetal
parece producirse como consecuen-
cia de las lesiones placentarias.

En este trabajo, pudimos com-
probar que la cepa atenuada del
virus de la encefalitis equina vene-
zolana, TC-83, utilizada como vacu-
na, provocoé danos placentarios en
ratas inoculadas intraperitoneal-
mente en la primera semana de ges-
tacion. 7

A pesar de la imposibilidad le
producir malformaciones congéni-
tas en ratones con el virus de la EEV
{(40), existen estudios en mujeres
embarazadas infectadas con el virus
encefalitico japonés (9) y experimen-
tos con el virus de la encefalitis de
San Luis {2}, los cuales han demos-
trado que estos virus son capaces de
atravesar la placenta; y el virus en-
cefalitico de San Luis provoca dano
cerebral minimo en ratones cuyas
madres se infectaron con el virus en
el octavo dia de gestacion (2).

En 1980 (19} senalamos que la
imposibilidad de observar malfor-
maciones fetales inducidas en las
ratas por la cepa Guajira del virus
de la eneefalitis equina venezolana,
se debié fundamentalmente a la
muerte de los embriones con reab-
sorcion durante el primer tercio de
la prenez y que la infeccién con este
virus induce en las ratas, durante la
primera y segunda semana de ges-
tacion, graves lesiones fetales.

Igualmente, en trabajos previos (21),
reportamos cambios histopatologi-
cos de las placentas, embriones y
fetos de ratas inoculadas con la cepa
Guajira del virus de la EEV. Para
confirmar estos resultados y com-
probar la transmisién transplacen-
taria con el virus de la EEV, infecta-
mos ratas con la cepa Guajira de
este virus, al séptimo dia de gesta-
cién, no pudiendo obtener ningiin
nacimiento debido a la grave infec-
cién inducida por el virus, provo-
cando abortos y posteriormente la
muerte de las ratas; decidimos en-
tonces utilizar la cepa atenuada del
virus de la encefalitis equina vene-
zolana TC 83 para poder examinar
el efecto del virus durante las dos
primeras sernanas de gestaciéon. An-
teriormente London y colaboradores
en 1977 (30) inocularon ¢l virus va-
cuna TC 83, directamente por ruta
intracerebral a fetos de monos Rhe-
sus de aproximadamente 100 dias
de gestacion, y describieron lesiones
en el cerebro y en otros érganos de
los fetos, demostrando la capacidad
de esta vacuna para producir lesio-
nes fetales; esta situacion podria ex-
plicarse debido a que el sistema in-
munolégico de los fetos no se ha
desarrollado atin: dado el hecho de
gue la inoculacion se hizo directa-
mente en los fetos, la madre no ad-
quirié la infeccién con la cepa TC 83
del virus de la EEV, y no le transfirioé
los anticuerpos correspondientes al
feto, de esta manera la vacuna actia
como un antigeno capaz de producir
lesiones. Jahrling y colaboradores
en 1974 (25), inocularon TC 83 a
hamsters con pretratamiento de
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cytoxan (cyclophosphamida), el cual
reprime el sistema inmunologico de
estos animales y se produjeron se-
veras lesiones necrotizantes incre-
mentando asi la letalidad del virus.
Debido a éstos y otros trabajos (3, 7,
11, 36}, la cepa TC 83 del virus de la
EEV resulté ser la mas adecuada
para nuestros estudios, ya que no
era capaz de causar la muerte de los
roedores y animales de laboratorio,
tal como ocurre con otras cepas del
virus de la EEV (24, 42) pero si
inducir lesiones fetales (30).

Para estudiar las alteraciones
ocasionadas por el virus de la ence-
falitis equina venezolana, tomamos
en cuenta el modelo experimental
propuesto por Jahrling y colabora-
dores en 1978 (26), quienes obser-
varon que las ratas blancas son re-
lativamente resistentes a los Togavi-
rus del grupo Alfa, y que éstos pro-
ducen una baja mortalidad en ellas.
Asimismo, en 1981 (20} nuestros
hallazgos sugirieron a la rata blanca
Sprague-Dawley como modelo expe-
rimental en la infeccion con el virus
de la EEV y un modelo posible de
inferencia en el caso de la enferme-
dad en humanos. Por otra parte,
hemos demostrado previamente
{21) que no se obtuvieron nacimien-
tos en ratas inoculadas con la cepa
Guajira del virus de la EEV, y que al
estudiar la placenta, fetos y embrio-
nes, observamos areas de necrosis
en todos éstos.

En nuestros estudios histopato-
légicos en ratas sacrificadas alos 15
dias de gestacién e inoculadas al
cuarto y séptimo dias con TC 83,
evidenciamos cambios inflamato-

rios y hemorragicos en los vasos
placentarios y necrosis de las zonas
adyacentes a ellos, consecuencia de
alteraciones vasculares iniciales
como las descritas previamente en
1983 (22). Las alteraciones vascula-
res de la placenta humana en la
infeccién con el virus de la rubéola
(1, 13, 35} y las descritas experimen-
talmente en ratas inoculadas con el
virus de la encefalitis equina vene-
zolana (19, 21, 22} son muy eviden-
tes, y han sido destacadas como el
mecanismo principal implicado en
la patogenia de las lesiones fetales
ocasionadas por ambos virus. EJ vi-
rus de la EEVy el virus de la rubéola
pertenecen a la familia Togaviridae
{32); ambos poseen un nucleocapsi-
do formado por acido ribonucléico y
proteinas dispuestas con arreglo si-
milar; tanto el virus de la EEV como
el de la rubéocla son capaces de re-
plicarse en la placenta y provocar
danos fetales (1, 9, 21, 22, 35). La
principal diferencia entre ambos
consiste en que el virus de la EEV es
transmitido por artrépodos y perte-
nece al género Alfavirusy el virus de
la rubéola carece de un vector inter-
mediario y es el Gnico miembro del
género Rubivirus (32). Reciente-
mente hemos descrito trombosis de
los vasos deciduales y necrosis pla-
centaria en la infeccion con el virus
dela EEV (19, 21, 22) similares a las
demostradas en la placenta de hu-
manos durante la infeccién con el
virus de la rubéola (1, 35}. De esta
manera, puede sugerirse que la pa-
togenia del virus de la EEV en mu-
jeres embarazadas es similar a la
ocasionada por el virus de la rubéola
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y posiblemente ocurren alteraciones
fetales similares a las descritas para
la rubéola. De aqui la importancia
de un estudio cuidadoso del efecto
del virus de la encefalitis equina ve-
nezolana en mujeres gestantes de
las areas donde existen reservorios,
muchos mosquitos, equinos y don-
de se han producido brotes epidémi-
cos, ya que anteriormente se han
reportado casos de necrosis en fetos
cuyas madres habian padecido de
EEV en la epidemia de 1962 en el
Estado Zulia (43, 44).

Fox, citado por Milner y Mars-
hall (33), report6é que la mayoria de
los virus que producen infecciones
en el Gtero tienen preferencia por el
tejido placentario, y consideré que la
proteccién dada a los fetos por la
placenta es minima y prob-
ablemente es mas fisica que inmu-
nolégica. Trabajos experimentales
recientes inoculando ratones prena-
dos con alfavirus, demostraron la
infeccion de la placenta, causando
abortos e infecciones fetales (33). El
analisis de nuestros resultados re-
veld una disminucién en el namero
de crias de las madres inoculadas
con la cepa atenuada del virus de la
EEV durante la primera semana de
gestacién, en comparacién con el
numero de crias de las ratas utiliza-
das como control, lo cual sugiere
que ocurrieron algunos abortos,
mientras que otros fetos sobrevivie-
ron después de la inoculacién. Ha-
llazgos similares fueron descritos
por Milner y Marshall (33} con la
cepa T 48 del virus de Ross River;
sin embargo, cuando utilizamos la
cepa Guajira del virus de la encefa-

litis equina venezolana, no se obtu-
vo ningan nacimiento, debido a
abortos ocurridos durante la infec-
cién aguda en las ratas, tal como lo
indicamos en trabajos publicados
previamente (19, 21), trabajando
con la misma cepa del virus de la
EEV e igualmente Milner y Marshall
{33} en sus estudios realizados con
una cepa avirulenta del virus Sem-
liki Forest. La importancia de estos
trabajos recientes radica en que am-
bos virus son Togavirus del grupo
Alfa.

No nos cabe duda de que, de
cada rata prenada, el namero de
crias que sobrevive durante la infec-
cion con el virus de la EEV depen-
dera de la infeccién de las placentas
(21), 1a cual se produce durante la
viremia de la rata. Las crias que
lograron sobrevivir a la infeccion in-
trauterina con el virus de la EEV,
cepaTC 83, mostraron pesosy tallas
normales en comparacién con las
ratas utilizadas como control. Nues-
tros resultados demuestran que los
valores de peso y talla de las crias
experimentales en el transcurso de
los 20 dias de edad, con frecuencia
son mayores que los valores de las
ratas controles, debido a que las
ratas experimentales son mejor ali-
mentadas que las utilizadas como
control por encontrarse en menor
cantidad. Esto sugiere que las ratas
recién nacidas tal vez no fueron ata-
cadas por el virus, ya que presenta-
ron un desarrolio aparentemente
normal: sin embargo, observamos
malformaciones congénitas en una
rata, la cual naci6 con 6 patas. Lon-
don y colabtradores {30), estudia-
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ron el efecto teratogénico del virus
TC 83 en monos, y observaron mal-
formaciones en los fetos inoculados
directamente; asimismo esta mal-
formacion reportada en nuestro tra-
bajo, pudo ser ocasionada por la
infeccién intrauterina con la cepa
atenuada TC 83, pero ésto no pode-
mos asegurarlo. Si consideramos
que estas crias provienen de las ra-
tas inoculadas con TC 83 al séptimo
dia de gestacién, se podria especu-
lar que si la viremia se produce dos
dias después de la inoculacién (17)
y la replicacion del virus en la pla-
centa podria demorar 24 a 48 horas,
por lo que las lesiones en el embrion
se produciran alrededor del dia 11
de gestacion, cuando las células de
los somitos migran formando el es-
clerotomo. Pero no podemos saber si
la malformacién congénita descrita
es producto de una alteracién cro-
mosomica, o si ésta ha sido inducida
por el virus. Para dilucidar este as-
pecto se requiere de futuras investi-
gaciones, utilizando mayor cantidad
de animales.

Para comprobar si el virus oca-
sion6 alguna alteracién en el siste-
ma nervioso central, se sacrificaron
las crias de 20 dias de edad y se
estudié macroscopicamente y con
estudio histolégico el cerebro, el
cual no evidencié malformaciones
congénitas, ni necrosis como lo re-
portado por Wenger en humanos
(43, 44). Nuestros resultados com-
prueban que la cepa TC 83 no pro-
duce alteraciones en el sistema ner-
vioso central por infeccién intraute-
rina en las crias que nacen vivas y
aparentemente sanas; sin embargo,

Dill y colaboradores (11) reportaron
alteraciones en el sistema nervioso
central utilizando la cepa TC 83 en
hamsters, pero Austin y Scherer (3)
no describieron lesiones cerebrales
ocasionadas por este virus en hams-
ters, resultados éstos que senalan lo
controversial del efecto intrauterino
del virus de EEV dependiendo del
modelo experimental que se utilice.
Las lesiones en humanos (43, 44)
podrian deberse a alteraciones en
una etapa tardia de la gestacion,
como ocurre en el modelo de la in-
feccién in utero de la rata en la
tercera semana de gestacion (21). No
obstante debe insistirse en la impor-
tancia de realizar estudios con ma-
yor numero de animales, sacrifica-
dos en diferentes épocas de la ges-
tacién para buscar malformaciones
cerebrales inducidas por el virus-va-
cuna de la EEV.

Se ha reportado que el virus de
la EEV se multiplica activamente en
la placenta provocando lesiones en
los vasos miometriales que ocasio-
nan trombosis, necrosis de la pla-
centa y danos fetales, con subse-
cuente muerte y reabsorcion de fe-
tos (19, 21, 22). Este mecanismo,
pensamos que se produjo en los fe-
tos que no llegaron a nacer. Para
verificar esta hipoétesis, sacrificamos
un lote de ratas a los 15 dias de
gestacion, de las cuales decidimos
inocular 4 al cuarto dia de gestacion
y las otras 4 al séptimo dia de ges-
tacion con la cepa atenuada TC 83
del virus de la EEV. La inoculacion
al cuarto y al séptimo dia de gesta-
cién se realizé con el fin de observar
si los danos placentarios y fetales
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tenian relacion con el tiempo de la
inoculacién dentro del primer tercio
de la prenez de las ratas. Si el cierre
del tubo neural en la rata se produce
entre el octavo y noveno dia de ges-
tacion, la inoculacién entre el cuarto
y el séptimo dia de gestacion, debera
producir lesiones en el sistema ner-
vioso central y otros drganos que
estan en etapa de formacion en este
periodo. Creemos importante volver
a insistir en la necesidad de exami-
nar un nuamero mayor de animales,
interrumpiendo la gestacion en dife-
rentes etapas, para verificar la pre-
sencia de malformaciones in utero.
Después de sacrificar las ratas a los
15 dias de gestacion, se gbservé que
los tteros, tanto de las ratas inocu-
ladas al cuarto dia, como de las
ratas inoculadas al séptimo dia, pre-
sentaron segmentos de menor ta-
marno, de aspecto hemorragico y al
corte no se identificaron fetos en
estos segmentos. Los fetos de apa-
riencia viable en las ratas inocula-
das al cuarto dia de gestacion fueron
de menor namero y menor tamano
que los observados en las ratas ino-
culadas al séptimo dia de gestacion
y las utilizadas como controles. De
acuerdo a lo observado, podriamos
inferir que las lesiones fetales de-
penden de la edad gestacional cuan-
do se produce la exposicion al virus
como lo reportan Milner y Marshall
{33}, ya que fue mas frecuente ob-
servar sitios de reabsorcién de fetos
en las ratas inoculadas al cuarto
dia, incluyendo en utero donde ocu-
rrié aborto y reabsorcion de todos
los fetos, que las ratas inoculadas al
séptimo dia de gestacion. No obs-

tante, Milner y Marshall (33) sena-
lan que los abortos son menos fre-
cuentes mientras se infecte al feto
en fases mas tempranas de la gesta-
cién en ratones. Consideramos que
una vez que los fetos son infectados,
la muerte es inevitable. Existen fetos
que no son infectados en una misma
rata y esta variacion de susceptibi-
lidad en la infeccién in Gtero podria
ser porque los fetos ganan inmuno-
competencia durante la infeccion,
como ya se ha reportado anterior-
mente (33}.

Las placentas de los fetos que
aparentemente eran viables, mos-
traron alteraciones de las paredes
vasculares con necrosis en laszonas
adyacentes y la invasion con leuco-
citos polimorfonucleares, observada
en estudios anteriores (21, 22). Es
importante destacar que no se ob-
servaron lesiones, ni alteraciones en
los tejidos fetales. Estas infecciones
placentarias sin darios fetales, pue-
den ser explicadas por la hipdtesis
de que la madre transfiere anticuer-
pos al feto, mas que por el hecho de
que la placenta actue como una ba-
rrera fisica, impidiendo el paso de
los virus a los fetos, apoyada por las
observaciones de Milner y Marshall
(33}, ya que ellos basan sus resulta-
dos en la inmunizacién pasiva de los
fetos y también se demuestra la ha-
bilidad del virus de persistir en las
células trofoblasticas a pesar de la
respuesta inmune de la madre (21,
22, 23}, situaciéon comparable a lo
que ocurre en la infeccién humana
con el virus de la rubéola (1} y con el
virus de Ross River en ratones (33).
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La posible patogenia de la infec-
cién intrauterina con el virus ate-
nuado TC 83 de la EEV podria ser
explicada por varios mecanismos: 1}
que el virus se replique en la placen-
ta y atraviese la barrera placentaria
ocasionando danos fetales como se
ha descrito para los parvovirus (27);
2} que los fetos se infecten a través
del liquido amniético, previa replica-
cion del virus en la placenta y saco
embrionario, como se ha reportado
que ocurre con los reovirus (28); 3}
que las lesiones necrotizantes de la
placenta y dafio fetal correspondien-
te sean consecuencia de las altera-
ciones vasculares miometriales ini-
ciales como se ha sugerido para la
cepa Guajira del virus de la EEV
{22). De acuerdo a nuestros resulta-
dos, consideramos que esta Gltima
hipétesis podria ser la mas acepta-
ble para explicar nuestros hallaz-
gos, porque el virus TC 83 es una
cepa atenuada del virus de la ence-
falitis equina venezolana y' porque
las alteraciones placentarias que se
encontraron fueron similares a las
descritas previamente en nuestro
laboratorio (19, 21, 22). En vista de
que no existen trabajos que hayan
examinado la replicacién del virus
de la EEV, cepa TC 83 en la placen-
ta, sugerimos la necesidad de preci-
sar por medio de estudios virologi-
co0s, la presencia del virus vacuna en
la placenta. Este tipo de estudio y su
comparacién con la replicaciéon del
virus en el feto, podrian aclarar el
mecanismo por el cual el virus pro-
duce alteraciones y muerte de los
fetos. Asi mismo es importante de-
mostrar que los fetos que sobrevivie-

ron fueron prevenidos directamente
por la transferencia pasiva de anti-
cuerpos maternos, resultado de una
"competencia” entre los anticuerpos
maternos y los antigenos virales
(105

La demostraciéon de estos he-
chos espera por estudios multidisci-
plinarios sobre este modelo experi-
mental.

El uso de la vacuna TC 83 del
virus de la encefalitis equina vene-
zolana resulta inocuo cuando es su-
ministrada en animales (12} y hu-
manos y adultos (3), pero cuando es
inoculada a animales prenados,
creemos que es capaz de inducir
alteraciones placentarias, posibles
malformaciones congénitas y abor-
tos. Se ha sugerido (30) que el vi-
rus-vacuna TC 83 es teratogénico
para los primatesy podria serlo para
el hombre. Por esto y por los resul-
tados descritos y discutidos en este
trabajo, recomendamos que la vacu-
na del virus de la encefalitis equina
venezolana no debe ser suministra-
da a animales y humanos en estado
de gravidez.
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