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Resumen. Los virus de la rubéola y de 1a EEV pertenecen ambos a la
familia Togaviridae. Las alteraciones iniciales en los vasos placentarios
durante la infeccién con el virus de la EEV fueron examinados por métodos
virolégicos, histologicos e inmunohistoquimicos. Se vieron células citotrofo-
blasticas que reemplazan a las células endoteliales y mostraban signos de
inflamacién y evidencia inmunohistoquimica de antigenos del virus de la
EEV en ellas y en las células deciduales perivasculares. La comparaciéon de
los hallazgos virolégicos y morfolégicos en la infecciéon placentaria con el
virus de la EEV en la rata' y el mecanismo patogenético propuesto para
explicar el dario intrauterino inducido en los seres humanos por el virus de
la rubéola, demuestra grandes similitudes. Se propone una cuidadosa
evaluacion del papel del virus de la EEV como causa de malformaciones
congénitas en las areas endémicas de esta infeccién en Venezuela.

Initial alterations induced by Venezuelan equine encephalitis
virus infection in rat placental vessels.
Invest Clin 24(1): 3-15, 1983.

Abstract. Rubella and VEE virus both belong to Togaviridae family.
Initial alterations of placental vessels during VEE virus infection were
examined by virologic, histologic and inmunohistochemical methods. Cito-
trophoplastic cells were replacing endothelial cells and showed inflamatory
changes and inmunochistochemical evidences of VEE virus antigens were
also in the perivascular decidual cells. Comparison of virologic and morp-
hologic changes in the placenta during VEE virus infection in the rat and
pathogenic mechanism propossed to explain the intrauterine damage by
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rubella virus in humans show striking similarities. A careful evaluation of
the role of VEE virus as the cause of congenital malformations in the endemic
areas of this infection in Venezuela is proposed.

INTRODUCCION

EI virus de la encefalitis equina
venezolana (EEV) y el de la rubéola
pertenecen a la familia Togaviridae
(14}. Ambos virus poseen un nucleo-
capsido formado por acido ribonu-
cleico y proteinas dispuestas con un
arreglo similar, asi como una envol-
tura glicolipidica atn no muy bien
caracterizada; tanto el virus de la
EEV como el de la rubéola son capa-
ces de atravesar la barrera placen-
taria y provocar infecciones en los
seres humanos (1,19) y en los ani-
males {2, 12, 21J). La principal dife-
rencia entre ambos virus consiste en
que uno de ellos {(EEV) es transmiti-
do por artrépodos y pertenece al
género Alfavirus y el otro (rubéola)
no tiene un vector intermediarioy es
el anico miembro del género Rubivi-
rus {14). '

La patogenia de la infeccion in-
trauterina provocada por los Alfavi-
rus y Rubivirus parece ser similar
{13, 17, 22}; sin embargo se sabe
poco sobre las alteraciones placen-
tarias inducidas por el virus de la
EEV (12, 13). Recientemente estu-
dios realizados en nuestro laborato-
rio han descrito trombosis de los
vasos deciduales y necrosis placen-
taria en la infeccién con el virus de
1a EEV, similares a las demostradas
en la placenta de humanos durante
la infeccién con el virus de la rubéo-
la; las lesiones en los fetos de las
ratas inoculadas con el virus de la

EEV se consideraron secundarias a
las alteraciones vasculares de la pla-
centa (12, 13).

El objeto de este trabajo es exa-
minar por métodos virolégicos, his-
tolégicos e inmunohistoquimicos, la
patogenia de las lesiones iniciales en
los vasos placentarios de las ratas
inoculadas con €l virus de la EEV.

MATERIAL Y METODOS

Virus: Se utilizo la cepa Guajira
del virus de la EEV IVIC PH 1178,
de acuerdo con la metodologia de
pasajes y titulaciones descritas en
trabajos previos (10, 11, 12, 13].

Animales: Veinte ratas hembras
Sprague-Dawley de aproximada-
mente cien dias de edad fueron ino-
culadas por via intraperitoneal (IP}
con 200 unidades formadoras de
placas (UFP) del virus de la EEV a
los 15, 16, 17y 18 dias de gestacion.
La fecha de inicio de la gestacion se
determiné por el estudio microsco-
pico del medio vaginal, apareamien-
to de las ratas hembras durante el
estro y posterior lectura microscépi-
ca delcontenido de espermatozoides
en el medio vaginal. Las ratas se
sacrificaron uno, dos y tres dias des-
pués de la inoculacién cuando la
edad gestacional oscilaba entre 18y
20 dias. Cinco ratas Sprague-Daw-
ley con un periodo de gestacion si-
milar a las experimentales no fueron
inoculadas y se sacrificaron de ma-
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nera similar para ser utilizadas
como controles sanos.

El material de sangre y tejidos
para el estudio virologico fue tomado
al momento de sacrificar los anima-
les y se proces6 de manera similar a
la descrita en experimentos previa-
mente reportados por nosotros (10,
13).

Histologia: La fijacion de las
placentas y los fetos se hizo en for-
mol al 10% tamponado en solucion
reguladora de fosfato de sodio a pH
7.2. El material se deshidraté en
alcoholes a concentraciones cre-
cientes y se incluyé en parafina.
Cortes histolégicos fueron tenidos
con hematoxilina-eosina, PAS, tri-
cromico de Masson y reticulina de
Wilder segiin métodos convenciona-
les y se examinaron y fotografiaron
en un microscopio de luz.

Inmunohistoquimica: El mate-
rial incluido en parafina fue seccio-
nado en cortes de seis micras de
espesor, recogidos en laminas de vi-
drio y colocados en una estufa a
60°C durante una hora. Los cortes
fueron deparafinados en xilol y en
etanol a concentraciones decrecien-
tes. La actividad de la peroxidasa
endégena fue bloqueada por medio
de la incubacién de los cortes du-
rante veinte minutos en una solu-
cién de metanol y perdxido de hidro-
geno. Previo lavado con agua desti-
lada los cortes se incubaron durante
quince minutos en suero normal de
cochino, y luego se colocaron en
cajas de Petri, himedas, a tempera-
tura ambiente, cubiertas con anti-
cuerpos, anti-EEV, de conejo prepa-
rado en el laboratorio de Virologia

del IIC, usando los métodos conven-
cionales de inmunizacion a dilucio-
nes de 1:100, 1:250, 1:500. Algunos
cortes fueron cubiertos con solucién
tamponada de hidroximetil-amino-
metano-salina (TRIS) para ser usa-
dos como control. Posteriormente
todos los cortes fueron lavados con
la solucion TRIS y se incubaron en
la solucién del complejo peroxidasa-
antiperoxidasa con una dilucioén de
1:100 durante 30 minutos. Los cor-
tes lavados nuevamente con la solu-
cién tampén TRIS, fueron cubiertos
con 0.06 tetrahidroclorido de diami-
nobenzidina diluido en 10 cc de
TRIS con tres gotas de peréxido de
hidrégeno al 3%. Los cortes se lava-
ron en agua destilada y se contrati-
neron con hematoxilina de Harris
para ser montados en Permount.

RESULTADOS

Apariencia macroscéOpica: Las
ratas sacrificadas uno, dos, tres y
cuatro dias después de la inocula-
cién intraperitoneal con el virus de
la EEV mostraron alteraciones va-
riables en cuanto al aspecto macros-
copico de los fetos y de las placentas.
Un dia después de la inoculacién el
aspecto de los fetos y placentas, no
mostré diferencias con las de las
ratas utilizadas como control, sin
embargo se observoé mayor conges-
tion en la cabeza y en el area hepa-
tica. El segundo dia de inoculacion
se observo una disminucion del ta-
mario de casi todos los fetos compa-
rados con fetos de ratas utilizados
como control y sacrificadas en la
misma edad gestacional. Algunos de
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Fig. 1.

Fetos y placentas a los 8 dias de gestacion, 3 dias post-inoculacion, todos de lamisma

madre. Se observa disminucion del tamafio y cambios necrotizantes variables de un

feto a otro.

estos fetos de menor tamario eran
muy palidos y la placenta de cada
uno de ellos mostraba al corte areas
de color blanco grisaceo. El tercer y
cuarto dia después de la inoculacién
estos cambios se acentuaron
(Fig. 1). El tamario y la apariencia
general de los fetos varié entre algu-
nos pequefios muy palidos, blandos
y friables y otros mas grandes con
areas congestivas y hemorragicas; el
tamarnio de estos fetos fue siempre
menor del que deberian tener para
la edad gestacional. En las placen-
tas se vieron areas hemorragicas al-
ternando con zonas de color blanco
grisaceo.

Apariencia Microscépica: His-
tologia.- Un dia después de la ino-
culacién los fetos mostraron con-
gestién muy severa de todos los 6r-

ganos sin lesiones tisulares aparen-
tes. El segundo dia después de la
inoculacién se observdé marcada
congestién del higado y del sistema
nervioso, con areas hemorragicas
focales en los espacios de Virchow-
Robin y en las meninges. La retina
mostraba vacuolizacién de sus ca-
pas mas profundas. Se vieron signos
de edema en la substancia gris del
cerebro y hemorragias en la médula
espinal. En los dias tercero y cuarto
después de la inoculacién las dife-
rencias entre los fetos producto de
cada rata iban, desde los cambios
descritos el segundo dia hasta ne-
crosis y hemorragias con aspecto de
licuefaccién en extensas areas del
cerebro y la médula espinal con al-
teracion de la estructura del higado
y del bazo, cambios necréticos en los
tabulos renales, congestion y he-

Investigacién Clinica 36 (Sup 2): 1995



Alteraciones placentarias en ratas con EEV

457

oy F O “

‘ .
> 2

Fig. 2-5. Cambios inflam

atorios iniciales durante el primer dia después de la inoculacién en

los vasos de la zona de implantacién de la placenta y del miometrio. Se ven células
trofobldsticas que tapizan focalmente el endotelio, reaccién decidual perivascular y
algunos leucocitos polimorfonucleares infiltrando la pared vascular.

Hematoxilina - eosina X 200 (Reduccibn tipografica = 1/3).

morragias en ¢l corazény los pulmo-
nes.
El estudio histolégico de las pla-
centas mostré el primer dia después
de la inoculacién cambios inflama-
torios focales en la pared de algunos
vasos miometriales. Las arterias y
arteriolas del miometrio y de la de-
cidua en la base de implantacion de

la placenta mostraron proliferacién
de las células deciduales alrededor
del endotelioy de la pared muscular.
El examen cuidadoso del endotelio
de arterias y arteriolas mostré el
reemplazo de las células endotelia-
les por células de apariencia similar
a las células trofoblasticas (Fig. 2 a
8). El segundo dia post inoculacién
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Figs. 6-7 Segundo dfa post inoculacién. Cambios inflamatorios en vasos de la implantacion
placentaria que muestran abundantes células deciduales perivasculares.
Hematoxilina - eosina X 100 (Reducci6n tipogréfica - 1/3).

las arterias y arteriolas miometria-
les y deciduales mostraron signos
de inflamacién mas severa con ede-
ma de las células deciduales y del
tejido conectivo perivascular, infil-
tracién con leucocitos polimorfonu-
cleares y macroéfagos. La coloracién
de reticulina mostré como la malla
reticular alrededor de cada célula
comenzaba a fragmentarse. Las ve-
llosidades coriales estaban edema-
tosas y algunas arteriolas en la pla-
ca coriénica mostraron evidencias
de necrosis fibrinoide (Figs. 6, 7). El
tercer y cuarto dia post inoculacion
las alteraciones vasculares eran
mas severas con necrosis fibrinoide
de la pared vascular de infarto y
hemorragias en la placenta, los cua-
les eran paralelas al grado de vascu-
litis en la decidua y el miometrio.

Inmunohistoquimica: El exa-
men del material procesado con in-
munoperoxidasa contra antigenos
de EEV, mostro precipitados pardos
que marcaban la positividad de la
reaccion desde el primer y segundo
dia post fnoculacién en las células
deciduales perivasculares y en las
células trofoblasticas que reempla-
zan el endotelio vascular (Figs. 8, 9,
10); algunas células fusiformes en-
dometriales en la vecindad de los
vasos sanguineos también mostra-
ron positividad para antigenos de
EEV (Figs. 11 y 12). Estos cambios
se hicieron mas evidentes en las
muestras del tercer y cuarto dia post
inoculacion y fueron siempre nega-
tivos en las placentas de las ratas no
inoculadas y en las placentas e las
ratas inoculadas procesadas sin

Investigacion Clinica 36 (Sun 2): 1995



Alteraciones placentarias en ratas con EEV

459

Fig. 8. Pared vascular con alteraciones inflamatorias que muestran positividad para peroxi-
dasa - DAB en varias c€lulas deciduales. Anticuerpo contra EEV en conejo X 200.

Fig. 9. Positividad para la peroxi - anti EEV en células deciduales de la pared vascular.

X 400

adicién del anticuerpo primario con-
tra EEV. Los cambios necrotizantes
en los fetos impidieron evaluar con
precisién la positividad de la reac-
cién inmunohistoquimica en ellos.

DISCUSION

Estudios virolégicos realizados
previamente en nuestro laboratorio
han demostrado que el virus de la
EEV se replica activamente en la
placenta de las ratas entre el segun-
do y el cuarto dia después de la
inoculacién intraperitoneal {13}). La

Vol. 36 (Sup 2): 453-463, 1995
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Fig. 10. Inflamacién de la pared vascular y depGsitos de peroxidasa anti EEV én células
deciduales y miometriales.

Figs. 11-12. Mayor aumento de las células miometriales con dep6sitos de PAP - DAB anti
EEV dos dfas después de la inoculacion.
X 400
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demostracién inmunohistoquimica
de la presencia de antigenos virales
en las células deciduales perivascu-
lares y en el trofoblasto de la rata,
descritas en este trabajo desde el
segundo dia después de la inocula-
cién ya habian sido senaladas por
nosotros como otra evidencia de la
replicacion placentaria del virus de
la EEV (12, 13).

En general se ha senalado que
en las infecciones virales el estudio
anatomopatologico de la placenta
aporta muy poca informacién sobre
la etiopatogenia de las mismas, a
diferencia de las lesiones evidentes
que caracterizan a las infecciones
bacterianas {7} o micéticas (6). A
pesar de estas afirmaciones, las al-
teraciones vasculares de la placenta
humana en la infeccién con el virus
de la rubécla (8, 15, 17, 22) y las
descritas experimentalmente en ra-
tas inoculadas con el virus de la EEV
(12, 13}, son muy evidentes y han
sldo destacadas como el mecanismo
principal implicado en la patogenia
de las lesiones fetales.

En el presente estudio demos-
tramos cambios inflamatorios en el
endotelio de los vasos tteroplacen-
tarios detectados durante la etapa
inicial de la infeccién. Las lesiones
necrotizantes de la placenta y el
dario fetal correspondiente van a ser
consecuencia de las alteraciones
vasculares iniciales por lo que pen-
samos que la causa primaria de es-
tas lesiones debe estudiarse exami-
nando la vulnerabilidad endotelial
de los vasos placentarios. Brosens
(3) y recientemente de Wolf (4} han
examinado el endotelio de los vasos

placentarios en humanos al final del
embarazo y han descrito células tro-
foblasticas tapizando las paredes de
las arteriolas espirales (3, 4).

Estas células trofoblasticas in-
vasoras van a jugar un papel de
células endoteliales y crecen hacia
la region utero placentaria tapizan-
do focalmente la pared de los vasos;
este cambio fisiologico ha sido tam-
bién examinado con la ayuda del
microscopio electréonico en la pla-
centa humana normal y se ha pro-
puesto que las células trofoblasticas
endotelizadas secretan holocrina-
mente un material fibrinoide que
infiltra la pared vascular (23), y que
ellas son capaces de elaborar una
substancia con un efecto similar a
la prostaciclina que intervendria en
la prevencién de los fendmenos
trombéticos {16). Ya previamente
habiamos sefialado que la vulnera-
bilidad selectiva de los vasos placen-
tarios podria estar relacionada con
la presencia de células sincitiotrofo-
blasticas invasoras (12}, de modo
similar a la explicacién que se le di6
al dano focal endotelial inducido por
la hipoxia crénica en la placenta de
acures {5). Todos estos estudios nos
llevan a considerar el fenémeno fi-
siolégico del crecimiento endotelial
del trofoblasto no velloso, como el
factor fundamental implicado en la
vulnerabilidad de los vasos ttero- .
placentarios en nuestro modelo ex-
perimental con el virus de la EEV.

Posiblemente este mecanismo
también esté relacionado con las le-
siones vasculares de la placenta hu-
mana durante la infeccién con el
virus de la rubéola. Esta hipétesis
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estd apoyada por hechos ya senala-
dos en los resultados, como son la
presencia de estas células tapizando
los vasos, los cambios inflamatorios
descritos, asi como la positividad
inmunohistoquimica para antige-
nos del virus de la EEV en las etapas
iniciales de la infecciéon placentaria.

Las alteraciones fetales descri-
tas previamente en las ratas inocu-
ladas con el virus de la EEV (12, 13)
fueron del tipo necrotizante y se re-
lacionaron siempre'con las lesiones
vasculares placentarias. Toundry
describié necrosis endotelial en fe-
tos humanos de madres que habian
sufrido rubéola durante el embarazo
{22). También en nifios con sindro-
me post rubéola congénita se han
descrito signos de vasculitis y mine-
ralizacién de los vasos cerebrales
(9), asi como proliferacion fibromus-
cular en la intima con reduccion del
calibre arterial (9). La patogenia de
estas lesiones no ha podido ser ex-
plicada satisfactoriamente, propo-
niéndose la persistencia de los virus
de la rubéola con depésito de muco-
polisacaridos y proteinas en el endo-
telio de los vasos cerebrales (18]. Sin
embargo las alteraciones vasculares
de la placenta con embolizacién de
células endoteliales necroéticas sigue
siendo considerada como la causa
fundamental de las alteraciones
congénitas inducidas por el virus de
la rubéola en Jos humanos ({1, 8, 15,
17, 22).

No dudamos en afirmar que es
muy notoria la similitud entre la
patogenia de las lesiones placenta-
rias y consecuentemente el dario fe-
tal en la infeccién intrauterina con

el virus de la EEV; esta comparacion
debe conducirnos a examinar mas
cuidadosamente todos los factores
epidemiologicos, sociales, clinicos y
patologicos involucrados en el pro-
blema de la encefalitis equina vene-
zolana en nuestro medio. Posible-
mente una investigacién clinica y
epidemiologica exhaustiva de nues-
tros habitantes en las areas endémi-
cas producira resultados mas valio-
sos que el estudio futuro sobre la
ultraestructura o la inmunohisto-
quimica submicroscépica para de-
tectar las particulas del virus de la
EEV en las células invasoras del
sincitiotrofoblasto.
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