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Resumen. El estudio macroscópico y microscópico de los fetos de ratas 
Sprague-Dawley inoculadas con el virus de la EEV, cepa Guajira y cepa 
atenuada TC 83 demostró, durante la primera semana de gestación. muerte 
y reabsorción de todos los fetos con cepa Guajira y una disminución 
considerable en el número de crías. cuando se inocularon con la cepa 
TC-83. El estudio histológico del sistema neIVioso central de las crías 
nacidas vivas. no demostró lesiones. Ratas inoculadas al 4to. y 7mo. día de 
gestación con TC- 83 y sacrificadas el día 15 de la gestación mostraron 
lesiones placentarias. principalmente. en los vasos miometriales en los fetos 
de aspecto viable. así como fuerte necrosis de otros fetos. Se compara la 
patogenia de la infección 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 ya sus hijos en las áreas de 
riesgo epidémico así como proscribir el uso de la vacuna TC 83 durante la 
gestación. 

Fetal·placental alteratioDS induced in rata 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 encephalitls (EEV) virus 
GoaJira and TC 83 strains. revealed death and reabsortion of al] products 
during the first week of pregnancy when Goajira straín was inocu]ated and 
decreased number of newborn rats when TC 83 inocu]ation was performed. 
No alterations ofthe CNS in newborn rats were histO]ogically 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 normallooking 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 Te 83 vaccine during pregnancy ls 
emphasized. 

INTRODUCCION 

La encefalitis equina venezolana 
(EEV) ha venido presentándose en el 
país causando brotes epizoóticos y 
epidémicos desde hace varias déca
das. principalmente en la Guajira 
venezolana (4. 37, 39) pero fue en 
1962 (4. 38) cuando realmente lla
mó la atención como problema hu
mano a raíz de la grave epidemia de 
EEV registrada entre los meses de 
oct1Jbre y noviembre de ese mismo 
año. Durante las epizootias de ence
falitis equina venezolana. los caba
llos son las víctimas principales. 
aunque se ha visto que los b\lrros y 
las mulas son también. clínicamen
te susceptibles a la infección (4. 23, 
29. 38, 41). En el hombre, la enfer
medad es generalmente benigna y 
de baja mortalidad aún cuando se 
han reportado casos fatales que 
acompañan las epizootias y brotes 
epidémicos descritos en d~erentes 
países (23, 24). 

En 1963 (43) Y 1967 (44) Wenger 
deSCribiÓ necrosis cerebral masiva 
en fetos, h~os de madres que habían 
sufrido de EEV durante el embara
zo. Esto planteó el posible efecto 
teratogénico de este. virus. 

Experimentalmente es dificil re
producir este tipo de infección in 

útero porque el virus de la encefalitis 
equina venezolana es letal para casi 
todos los animales de laboratorio, 
como ratones, cobayos, conejos y 
hámsteres (14, 15. 16. 24. 42). En 
1979 (18) se publicó un trabajo so
bre lesiones cerebrales inducidas en 
ratas blancas que sobrevivían a la 
infección con el virus de la EEV. En 
1981 (20) se propuso que este mo
delo experimental en ratas Sprague
Dawley podría 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 
infección intrauterina inducida por 
el virus de la encefalitis equina ve
nezolana. existen trabajos en el país 
(19,21,22) que han descrito altera
ciones placentarias durante la infec
ción con este virus, comparándolas 
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 gestación y particularmente, du
rante la primera semana de gesta
ción en la rata. que sería equivalente 
al primer trimestre del embarazo en 
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la mujer. En estudios experimenta
les (21) ya se había señalado que la 
cepa Guajira del virus de la EEV 
provoca abortos y reabsorción de los 
embriones y fetos. cuando se inocu
la el virus durante las dos primeras 
semanas de gestación 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 ningún nacimiento. Este 
resultado nos llevó a utilizar la 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 día 
de gestación. Se comparan las alte
raciones placentarias inducidas por 
la cepa TC-83 con las alteraciones 
ocasionadas por el virus de la rubéo
la en el humano. abriendo la posibt.., 
lidad de extrapolar los resultados 
obtenidos en estos estudios con las 
ratas preñadas. a mujeres embara
zadas que adquieren la encefalitis 
equina venezolana durante el pri
mer trimestre de la gestación. 

MATERIAL Y METODOS 

l. Virus: 
En la primera parte de este ex

perimento se utilizó 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 MC-SH 11.75) (6, 38). El 
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virus se utilizó después de dos pa
sajes en células BKH-21, seguidos 
por tres pasajes en cerebro de ratón 
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 Microbiología y Virología del Ins
tituto Venezolano de Investigaciones 
Científicas). La vacuna de la EEV, 
TC-83. es una cepa derivada de 83 
pasajes seriados de la cepa virulenta 
de la encefalitis equina venezolana 
Trinidad-donkey. en cultivo de célu
las de corazón 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 riñón de mono ver
de). 

1.1. Preparación de la solución 
stock: Se inoculó intracerebralmen
te (te) 0.01 mi de una suspensión de 
virus de la encefalitis equina vene
zolana. cepa TC-83 (MC) a 10 rato
nes lactantes de 6 días de nacidos. 
Se congelaron vivos 2 días post- ino
culación y se les extrajo el cerebro. 
Se homogeneizaron los cerebros con 
buffer salino fosfato (PBS). el homo
geneizado se centrifugó durante 
30 minutos a 10.000 r.p.m .. el so
brenadante se·separó y se repartió 
0.5 mI en 37 viales. guardándose 
luego en el congelador a -90°C hasta 
su uso. 

1.2. Titulación de la solución 
stock: Para determinar la infectivi
dad del virus de la encefalitis equina 
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venezolana, cepa TC-83, se utilizó el 
método de plaqueo con el fin de 
calcular las unidades formadoras de 
placas (UFP), en diferentes dilucio
nes de la solución stock. Se cultiva
ron fibroblastos de conejo recién na
cidos en 6 placas (FB-6TC. Linbro 
Chemlcal Co., New Haven. Conn) en 
2 mI de un medio mínimo esencial 
de Eagle (EMEM) obtenido de Flow 
Laboratories. Laprol Scientlfic, USA; 
complementado con 5% de suero 
fetal bovino. 100 unidades de peni
cilina/mI y 100 microgrs. de strep
tOmicina/ml. Las monocapas celu
lares fueron infectadas con la adi
ción de O. 1 mI de cada una de las 
siguientes diluciones de la solución 
stock: 10-6. 10-7 Y 10-8. Se permitió 
la absorción del virus por una hora 
a 37°C en una atmósfera de 5% de 
C02. Las placas se cubrieron con 2 
mI de EMEM complementado con 
5% de suero fetal bovino. 100 uni
dades de penicilina/mI. 100 mi
crogrs. de streptomicina/ml y l% de 
agarosa. Las placas se incubaron a 
37°C en una atmósfera de 5% de 
C02 durante 3 días. hasta que los 
efectos citopáticos fueron evidentes; 
se agregó luego una solución de for
malina en PBS, para fijar la mono
capa de células y virus en la placa. 
y se tiñó con cristal de violeta para 
determinar las UFP. 

2. ADlmales: 
2.1. Apareamiento de las ratas 

y determlnaci6n del embarazo: En 
este experimento fueron utilizadas 
52 ratas Sprague-Dawley. en edad 
reproductiva, entre 100 y 120 días 
de edad. Treinta y nueve ratas hem

bras fueron apareadas. 3 hembras 
con un macho en cadaJaula. Diaria
mente se les hizo un examen vaginal 
a los animales. el cual consistió en 
tornar una muestra con agua desti
lada de la vagina de cada rata, para 
precisar la fecha de inicio de la ges
tación. Esto se realizó por la lectura 
microscópica (microscopio de luz 
Zeiss. utilizando aumentos de IOx y 
4Ox) del contenido de espermatozoi
des en el medio vaginal. De acuerdo 
a este estudio. el frotis positivo indi
ca el día O de inicio de la gestación: 
este día las ratas se separaron en 
Jaulas individuales. se alimentaron 
y cuidaron. preparando así las con
diciones para el parto. que se produ
jo entre los días 21 a 23 de gesta
ción. 

2.2. lnoculaci6n de las ratas 
con la cepa Guajira: Se utilizaron 
13 ratas Sprague-Dawley de 100 a 
120 días de edad; se aparearon y 
una vez preñadas. se inocularon in
traperitonealmente (ip): 9 ratas en el 
séptimo día de gestación con 0.02 
mI (10 UPF) de una suspensión de 
virus de la encefalitis equina vene
zolana. cepa Guajira. y 4 preñadas. 
del mismo lote. no fueron inocula
das y se utilizaron corno controles. 

2.3. lnoculaci6n de las ratas 
con la cepa atenuada TC-SS: Ini
cialmente se inoculó intraperito
nealrnente 0.3 mI de la solución 
stock del virus TC-83 (2,8 x 109 
UFP-ml) a 10 ratas Sprague-Dawley 
de 100 a 120 días de edad. al sépti
mo día de gestación. Como controles 
se utilizaron 3 ratas preñadas no 
inoculadas. Al culminar el periodo 
de gestación (21 - 23 días). los ani-
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males recién nacidos, tanto de las 
ratas experimentales como la de los 
controles, fueron pesadasy medidos 
los días 1, 5. 10. 15 Y 20 de edad. 
Este último día se sacrificaron a las 
crías para la extracción y subsi
guiente estudio histológico de los 
cerebros. 

Se inoculó intraperitonealmente 
0.3 mi de solución stock del virus 
TC-83 (2.8 x 109 UFP/ml) a 8 ratas 
Sprague-Dawley entre 100 y 120 
días de edad; 4 de estas ratas fueron 
jnoculadas al cuarto día de gesta
ción. Tres ratas preñadas fueron 
utilizadas como controles. Otra rata 
no preñada fue sacrificada y se le 
extrajo el utero para utilizarlo como 
control en el estudio histológiCO. Las 
ratas preñadas fueron sacrificadas 
a los 15 días de gestación y se les 
extrajo el útero para el estudio his
tológico. 

S. Hlstologia: 
El estudio histológico se hizo fi

jando el material en formol tampo
nado al 10% se deshidrató con alco
holes y se incluyó en parafina. Los 
cortes se colorearon con hematoxili
na-eosina. y se examinaron en un 
microscopio de luz. 

RESULTADOS 

1.- Ratas inoculadas con el virus 
de la EEV. cepa GuaJira: 

Las 9 ratas inoculadas al sépti
mo día de gestación con la cepa 
Guajira. murieron cinco días des
pués de la inoculación. Dos días 
después de la infección, las ratas 
mostraron temblores. parálisis del 
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tren posterior, pelos erizados y ano
rexia, síntomas que persistieron du
rante dos o tres días, ocasionándo
les abortos y posteriormente la 
muerte. 

2.- Ratas inoc1dadas con el virus 
de la EEV, cepa Te-SS: 

2.1. Estudio histológico del 
sistema nervioso central en ratas 
de 20 ellas de edad: 

a) Animales: Las 10 ratas inocu
ladas al séptimo día de gestación 
con el virus- vacuna TC-83 no reve
laron síntomas de la enfermedad. El 
parto fue aparentemente normal. 
Las ratas experimentales 1 y 2 no 
tuvieron cría. De las otras ratas, 3 
crías fueron comidas por sus ma
dres, entre los 2-4 días de naCidos; 
uno de estos animales mostró mal
formaciones congénitas, habiendo 
nacido con 6 patas. Debido a que la 
madre se lo comió al segundo día de 
nacido, no se le pudo hacer estudio 
histopatológico; sin embargo. se 
peso, se midió y se le tomaron foto
grafias el primer día de edad (Fig. 1). 

Las otras 8 ratas tuvieron un 
promedio de 5 crías, cuyo peso pro
medio el día 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 
crías con un peso promedio el día del 
nacimiento de 7.5 grs y una talla 
promedio de 7,3 cms (Tabla 1). 

b) Estudio microscópico: Las 
crías de las ratas inoculadas al sép
timo día de gestación con el virus de 
la EEV. cepa TC 83, fueron sacrifi
cadas a los 20 días de edad. Cortes 
seriados del sistema nervioso cen
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Fig. 1. 	 Recién nacido con 6 patas de mta inoculada al séptimo día de gestación con la cepa 
Te 83 del virus de la BEV. 

TABLA I 

CARACTERISTICAS FISICAS DE lAS CRIAS PROVENIENTES DE RATAS 


CONTROLES Y EXPERIMENTALES 


Ratas Experimentales Ratas Controles 
(n=8) (n=3) 

Número de crías 5.7±2.6 12.3 ±2.5 

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 días de edad sacrificadas a los 15 días de gesta
utilizadas como control, fueron es ción, mostraron alteraciones varia
tudiadas comparativamente. El es bles en cuanto al aspecto macroscó
tudio histológico del sistema nervio pico de los fetos y placentas. 
so central de las ratas experimenta a) inoculación al cuarto dJa de 
les y controles no mostró alteracio gestación: El útero de 4 ratas ino
nes. culadas al cuarto día de gestación, 

2.2. Estudio de las placentas y mostró 5 segmentos que contenían 
fetos a los 15 dfas de gestación: fetos y placentas de apariencia nor
2.2.1. Estudio macroscópico: mal, pero de menor tamaño que los 

Las ratas inoculadas intraperi observados en las ratas inoculadas 
tonea1mente al cuarto y séptimo día al séptimo día de gestación y de las 
de gestación con el virus TC 83 y ratas utiJizadas como controles 
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Fig. 2. Utero de 15 días de una rata inoculada al cuarto dfa de gestación con la cepa TC 83 
del virus de la EEV. 

(Fig. 2). Otros segmentos uteIinos 
mostraron apariencia distendida. de 
tamaño menor que los descIitos an
teIiormente, con aspecto hemorrá
gtco y al corte. no fue posible identi
ficar fetos viables. En una de las 
ratas, el útero mostró apariencia de 
tubo algo distendido. con adelgaza
miento de su pared. sin que se iden
tificará ningún feto. 

Los fetos de las 4 ratas inocula
das ip con el virus Te 83 al cuarto 
día de gestación. mostraron un ta
maño y un desarrollo menores que 
los fetos de 4 ratas inoculadas ip al 
séptimo día de gestación. y de los 
fetos de 3 ratas utilizadas como con
troles (Fig. 3). Todos estos animales 
fueron sacrificados en la misma 
edad gestacional. 
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b) lnoculaci6n al séptimo dla 
de gestaci6n: El útero de las 4 ratas 
inoculadas al séptimo día de gesta
ción. mostró un total de 11 segmen
tos con fetos y placentas de aparien
cia normal. aunque de tamaño 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 útero de una mis
ma rata se obseIVaron sitios de re
absorción de fetos, con una apaIien
cia redondeada y tamaño variable 
con relación a los segmentos que 
contenían los fetos viables. Esto fue 
más frecuente en los úteros de las 
ratas inoculadas al séptimo día de 
gestación. Situación no obseIVada 
en los úteros de las ratas utilizadas 
como controles. en las cuales el pro
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Fig.3. Comparación entre los fetos de apariencia viable de 15 días de gestación, de ratas 
inoculadas al cuarto (a), al séptimo (b) días de gestación y control (e). 

Fig.4. Utero de una rata inoculada al séptimo día de gestación con la cepa Te 83 del virus 
de la BEV, sacrificada a los 15 días. 

medio de segmentos del útero con 
fetos viables, era de 12 porcada rata 
(Fig. 5). 

Los fetos de las ratas inoculadas 
al séptimo día de gestación mostra
ron una apariencia normal, pero 
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14 
Fig.5. Utero de 15 días de gestación de una rata utilizada como control. 

existía una disminución en tamaño 
y desarrollo comparándolos con los 
fetos de las ratas utilizadas como 
controles. Sin embargo. estos fetos, 
de madres inoculadas al séptimo día 
de gestación, presentaron mayor de
sarro110 y tamaño que los fetos de las 
ratas inoculadas al cuarto día de 
preñez y sacrificadas a la misma 
edad gestacional (Fig. 3). Compa
rando los fetos de apariencia viable 
a los 15 días de gestación de las 
ratas inoculadas al día cuarto y sép
timo de preñez y los controles. se 
notó una diferencia de aproximada
mente 2-3 mm en cuanto al tamaño. 
Además se observó diferencias en el 
desarrollo de los fetos. como en los 
ojos y las extremidades. 
2.2.2. Estudio microscópico: 

El estudio histológiCO de las pla
centas y los fetos de ratas inocula
das con el virus de la EEV. cepa TC 
83. al cuarto y séptimo día de gesta-
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ción y sacrificadas a los 15 días. 
evidenciaron cambios inflamatorios 
y hemorrágicos en los vasos placen
tarios y necrosis en zonas adyacen
tes a ellos. 

a) Inoculación al cuarto dla de 
gestación: El estudio histológico del 
cuerpo uterino que no mostró seg
mentos dilatados ni fetos viables. 
reveló dilatación 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 tamaño que los que 
contenía fetos de apariencia viable. 
mostraron varias modificaciones 
histológicas: en algunos segmentos 
se vieron restos de tejido fetal con 
signos de necrosis y hemorragias, 
entre otros, la placenta mostró áreas 
de necrosis con infiltración de leu
cocitos y macrófagos y áreas de tro
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Fig. 6. 	 Placenta de fetos viables mostrando infiltración 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 (Flg. 6). El es
tudio microscópico de los fetos via
bles no evidenció ninguna altera
ción de carácter inflamatorio. ni 
áreas de necrosis. 

b) Inoculación al séptimo dia 
de gestación: En los segmentos del 
cuerpo uterino de tamaño menor 
que los que contenían fetos viables, 
el estudio histológico mostró 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. 
así como áreas de necrosis en el 
trofoblasto. El aspecto microscópico 
de los fetos viables mostró infiltra
ción con leucocitos y macrófagos 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 mostró 
frecuentes células trofoblásticas ta
pizándolos y en muchas áreas éstos 
mostraban aspecto hinchado con 
vacuolización. ruptura de sus mem
branas y con infiltración 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 día de 
gestación. 

DISCUSION 

Los estudios experimentales 
para determinar los efectos intrau
terinos ocasionados por la infección 
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, día 15 de gestación post-inoculación con 
TC 83 alos 4 días. X 100. 

Fig. 8. 	 Edema de la decidua. Se observa el revestimiento de los vasos con células trofoblásti
caso X 100. 

nificativa. Clínicamente la EEV pue frecuentes, aunque han sido descri
de manifestarse como una enferme to en la mayoría de los casos duran
dad febril con cefalea y malestar te la epidemia de EEV en la Guajira, 
general que dura varios días (8, 34); Estado Zulia en el año 1962 (4, 8, 
los signos neuro1óglcos son menos 34). 
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Fig. 9 Y 10. Pared de los vasos miometriales y deciduales tapizados por células trofoblásticas 
y de aspecto hinchado con vacuolizaci6n. Se ve la ruptura de sus membranas y 
con infllttaci6n de leucocitos polimorfonucleares. (9: Xl00; 10: x 400). 

Wenger (43, 44) ha reportado cerebro de fetos y recién nacidos 
frecuentes abortos durante el pri cuyas madres sufrieron de la infec
mer tercio del embarazo de mujeres ción con el virus de la EEV durante 
que habitaban al norte del Estado el tercero a octavo mes de embarazo 
Zulla durante la epidemia anterior (43.44). Estas informaciones dadas 
mente mencionada e igualmente, por Wenger no han sido confirma
informó sobre necrosis masiva del das satisfactoriamente por medio de 
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experimentos; sin embargo, estu
dios realizados en nuestro laborato
Iio (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
ción de este virus y que el daño fetal 
parece producirse como consecuen
cia de las lesiones placentaIias. 

En este trabajo, pudimos com
probar que la cepa atenuada del 
virus de la encefalitis equina vene
zolana. Te-83, utilizada como vacu
na, provocó daños placentarios en 
ratas inoculadas intraperitoneal
mente en la pIimera semana de ges
tación. 

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 
encefalítico japonés (9) y expeIimen
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
cefalítico de San Luis provoca daño 
cerebral mínimo en ratones cuyas 
madres se infectaron con el virus en 
el octavo día de gestación (2). 

En 1980 (19) señalamos que la 
imposibilidad de observar malfor
maciones fetales inducidas en las 
ratas por la cepa Guajira del virus 
de la eneefalitis equina venezolana. 
se debió fundamentalmente a la 
muerte de los embriones con reab
sorción durante el pIimer tercio de 
la preñez y que la infección con este 
virus induce en las ratas, durante la 
pIimera y segunda semana de ges
tación, graves lesiones fetales. 
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Igualmente, en trabajos previos (21), 
reportamos cambios histopatológi
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 transmisión transplacen
taria con el virus de la EEV, infecta
mos ratas con la cepa Guajira de 
este virus, al séptimo día de gesta
ción, no pudiendo obtener ningún 
nacimiento debido a la grave infec
ción inducida por el virus, provo
cando abortos y posteIiormente la 
muerte de las ratas; decidimos en
tonces utilizar la cepa atenuada del 
virus de la encefalitis equina vene
zolana Te 83 para poder examinar 
el efecto del virus durante las dos 
pIimeras semanas de gestación. An
teIiormente London y colaboradores 
en 1977 (30) inocularon el virus va
cuna TC 83, directamente por ruta 
intracerebral a fetos de monos Rhe
sus de aproximadamente 100 días 
de gestación, y describieron lesiones 
en el cerebro y en otros órganos de 
los fetos. demostrando la capacidad 
de esta vacuna para producir lesio
nes fetales: esta situación podría ex
plicarse debido a que el sistema in
munológico de los fetos no se ha 
desarrollado aún; dado el hecho de 
que la inoculación se hizo directa
mente en los fetos. la madre no ad
quiIió la infección con la cepa Te 83 
del virus de la EEV. y no le transfirió 
los anticuerpos correspondientes al 
feto, de esta manera la vacuna actúa 
como un antígeno capaz de producir 
lesiones. Jahrling y colaboradores 
en 1974 (25), inocularon Te 83 a 
hámsters con pretratamiento de 
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cytoxan (cyc1ophosphamida), el cual 
reprime el sistema inmunológico de 
estos animales y se produjeron se
veras lesiones necrotizantes incre
mentando así la letalídad del virus. 
Debido a éstos y otros trabajos (3. 7. 
11. 36). la cepa TC 83 del virus de la 
EEV resultó ser la más 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 sí 
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 infección 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 áreas de necrosis 
en todos éstos. 

En nuestros estudios histopato
lógicos en ratas sacrificadas a los 15 
días de gestación e inoculadas al 
cuarto y séptimo días con TC 83. 
evidenciamos cambios inflamato

rios y hemorrágicos 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 
infección con el virus de la rubéola 
(l. 13. 35) Ylas 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. El vi
rus de la EEVy el virus de la rubéola 
pertenecen a la familia Togaviridae 
(32); ambos poseen un nucleocápsi
do formado por ácido ribonucléico y 
proteínas dispuestas con arreglo si
milar: tanto el virus de la EEV como 
el de la rubéola son capaces de re
plicarse en la placenta y provocar 
daños fetales O. 9. 21. 22. 35). La 
principal diferencia entre ambos 
consiste en que el virus de la EEV es 
transmitido por artrópodos y perte
nece al género AIfavirus y el virus de 
la rubéola carece de un vector inter
mediario y es el único miembro del 
género Rubivirus (32). Reciente
mente hemos descrito trombosis de 
los vasos deciduales y necrosis pla
centaria en la infección con el virus 
de la EEV (19. 21. 22) similares a las 
demostradas en la placenta de hu
manos durante la infección con el 
virus de la rubéola O. 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 aquí la importancia 
de un estudio cuidadoso del efecto 
del virus de la encefalitis equina ve
nezolana en mujeres gestantes de 
las áreas 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 habían padecido de 
EEV en la epidemia de 1962 en el 
Estado Zulia (43. 44). 

Fox. citado por Milner y Mars
hall (33), reportó que la mayoría de 
los virus que producen infecciones 
en el útero tienen preferencia por el 
tejido placentario. y consideró que la 
protección dada a los fetos por la 
placenta es mínima y prob
ablemente es más fisica que inmu
nológica. Trabajos experimentales 
recientes inoculando ratones preña
dos con alfavirus, demostraron la 
infección de la placenta, causando 
abortos e infecciones fetales (33). El 
análisis de nuestros resultados re
veló una disminución en el número 
de crías de las madres inoculadas 
con la cepa atenuada del virus de la 
EEV durante la primera semana de 
gestación. en comparación con el 
número de crías de las ratas utiliza
das como control, lo cual sugiere 
que ocurrieron algunos abortos. 
mientras que otros fetos sobrevivie
ron después de la inoculación. 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-
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litis equina venezolana, no se obtu
vo ningún nacimiento, debido a 
abortos ocurridos durante la infec
ción aguda en las ratas. tal como lo 
indicamos en trabajos publicados 
previamente (19, 21l, 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 preñada. el número de 
crías que sobrevive durante la infec
ción con el virus de la EEV depen
derá de la infección de las placentas 
(21), la cual se produce durante la 
viremia de la rata. Las crías que 
lograron sobrevivir a la infección in
trauterina con el virus de la EEV, 
cepaTe 83. mostraron pesos y tallas 
normales en comparación con las 
ratas utilizadas como control. Nues
tros resultados demuestran que los 
valores de peso y talla de las crías 
experimentales en el transcurso de 
los 20 días 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 desarrollo aparentemente 
normal: sin embargo, observamos 
malformaciones congénitas en una 
rata. la cual nació con 6 patas. Lon
don y colabbradores (30). estudia
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ron el efecto teratogénico del virus 
Te 83 en monos. y observaron mal
formaciones en los fetos inoculados 
directamente; asimismo esta mal
formación reportada en nuestro tra
bajo. pudo ser ocasionada por la 
infección intrauterina con la cepa 
atenuada Te 83. pero ésto no pode
mos asegurarlo. Si consideramos 
que estas crías provienen de las ra
tas inoculadas con Te 83 al séptimo 
día de gestación. se podría especu
lar que si la viremia se produce dos 
días después de la inoculación (17) 
Y la replicación del virus en la pla
centa podría demorar 24 a 48 horas. 
por lo que las lesiones en el embrión 
se producirán alrededor del día 11 
de gestación. cuando las células de 
los somitos migran formando el es
clerotomo. Pero no podemos saber si 
la malformación congénita descrita 
es producto de una alteración cro
mosómica. 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
sionó alguna alteración en el siste
ma nerVioso central, se sacrificaron 
las crías de 20 días de edad y se 
estudió macroscópicamente y con 
estudio histológico el cerebro. el 
cual no evidenció malformaciones 
congénitas. ni necrosis como lo re
portado por Wenger en humanos 
(43. 44). Nuestros resultados com
prueban que la cepa Te 83 no pro
duce alteraciones en el sistema ner
vioso central por infección intraute
rina en las crías que nacen vivas y 
aparentemente sanas; sin embargo. 

Dill Y colaboradores (11) reportaron 
alteraciones en el sistema nervioso . 
central utilizando la cepa Te 83 en 
hámsters. pero Austin y Scherer (3) 
no describieron lesiones cerebrales 
ocasionadas por este virus en háms
terso resultados éstos que señalan lo 
controversial del efecto intrauterino 
del virus de EEV dependiendo del 
modelo experimental que se utilice. 
Las lesiones en humanos (43. 44) 
podrían deberse a alteraCiones en 
una etapa tardía de la gestación. 
como ocurre en el modelo de la in
fección in útero de la rata en la 
tercera semana de gestación (21). No 
obstante debe insistirse en la impor
tancia de realizar estudios con ma
yor número de animales. sacrifica
dos en diferentes épocas de la ges
tación 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 daños fetales. con subse
cuente muerte y reabsorción de fe
tos (19. 21. 22). Este mecanismo. 
pensamos que se produjo en los fe
tos que no llegaron a nacer. Para 
verificar esta hipótesis. sacrificamos 
un lote de ratas a los 15 días de 
gestación. de las cuales decidimos 
inocular 4 al cuarto día de gestación 
y las otras 4 al séptimo día de ges
tación con la cepa atenuada Te 83 
del virus de la EEV. La inoculación 
al cuarto y al séptimo día de gesta
ción se realizó con el fin de observar 
si los daños placentarios y fetales 
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tenían relación con el tiempo de la 
inoculación dentro del primer tercio 
de la preñez de las ratas. Si el cierre 
del tubo neura] en la rata se produce 
entre el octavo y noveno día de ges
tación. ]a inoculación entre e] cuarto 
y el séptimo día de gestación. deberá 
producir lesiones en el sistema ner
vioso central y otros órganos que 
estáu en etapa de formación en este 
período. Creemos importante volver 
a insistir en la necesidad de exami
nar un número mayor de animales. 
interrumpiendo ]a gestación en dife
rentes etapas. para verificar la pre
sencia de malformaciones in útero. 
Después de sacrificar las ratas a Jos 
15 días de gestación. se observó que 
los úteros. tanto de las ratas inocu
ladas al cuarto día. como de las 
ratas inoculadas al séptimo día. pre
sentaron segmentos de menor ta
maño. de aspecto hemorrágico y al 
corte no se identificaron fetos en 
estos segmentos. Los fetos de apa
riencia viable en las ratas inocula
das al cuarto día de gestación fueron 
de menor número y menor tamaño 
que los observados en las ratas ino
culadas al séptimo día de gestación 
y las utilizadas como controles. De 
acuerdo a lo observado, podríamos 
inferir que las lesiones fetales de
penden de la edad gestacional cuan
do se produce la exposición al virus 
como ]0 reportan Milner y Marshall 
(33). ya que fue más frecuente ob
servar sitios de reabsorción de fetos 
en las ratas inoculadas al cuarto 
día. incluyendo en útero donde ocu
rrió aborto y reabsorción de todos 
los fetos. que las ratas inoculadas al 
séptimo día de gestación. No obs-
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tanteo Milner y Marshall (33) seña
lan que los abortos son menos fre
cuentes mientras se infecte al feto 
en fases más tempranas de la gesta
ción 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 variación de susceptibi
lidad en la infección in útero podría 
ser porque los fetos ganan inmuno
competencia durante la infección. 
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 las zonas 
adyacentes y ]a invasión con ]euco
citos polimorfonuc1eares. 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 daños fetales. pue
den ser explicadas por la hipótesis 
de que ]a madre transfiere anticuer
pos a] feto. más que por el hecho de 
que la placenta actúe 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 inmunización pasiva de Jos 
fetos y también se demuestra la ha
bilidad del virus de persistir en las 
células trofoblásticas a pesar de la 
respuesta inmune de la madre (21, 
22. 23). situación comparable a lo 
que ocurre en la infección humana 
con el virus de la ru béola (1) y con el 
virus de Ross Rlver en ratones (33). 
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La posible patogenia de la infec
ción intrautedna con el virus ate
imado Te .83 de la EEV podría ser 
explicada porvarlos mecanismos: l} 
que el virus se replique en la placen
ta y atraviese la barrera placentada 
ocasionando daños fetales como se 
ha descdto para los parvovirus (27); 
2) que los fetos se infecten a través 
del líquido amniótico. previa replica
ción del virus en la placenta y saco 
embdonarlo. como se ha reportado 
que ocurre con los reovirus (28); 3) 
que las lesiones necrotlzantes de la 
placenta y daño fetal correspondien
te sean consecuencia de las altera
ciones vasculares miometrtales 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 última 
hipótesis podría ser la más acepta
ble para explicar nuestros hallaz
gos. porque el virus Te 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 
descdtas previamente en nuestro 
laboratodo (19. 21. 22). En vista de 
que no existen trabajos que hayan 
examinado la replicación del virus 
de la EEV. cepa TC 83 en la placen
ta. sugerimos la necesidad de preci
sar por medio de estudios virológi
coso la presencia del virus vacuna en 
la placenta. Este tipo de estudio Y su 
comparación con la replicación del 
virus en el feto. podrían aclarar el 
mecanismo por el cual el virus pro
duce alteraciones Y muerte de los 
fetos. Así 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 antígenos virales 
(10). 

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

El uso de la vacuna Te 83 del 
virus de la encefalitis equina vene
zolana resulta inocuo cuando es su
ministrada en animales (12) Y hu
manos Yadultos (3). pero cuando es 
inoculada a animales preñados. 
creemos que es capaz de inducir 
alteraciones placentarias. pOSibles 
malformaciones congénitas Y abor
tos. Se ha sugerido (30) que el vi
rus-vacuna Te 83 es teratogénico 
para los primatesY podría 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 Yhumanos en estado 
de gravidez. 
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