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ABSTRACT. Cytotoxic effects on embryos from rabbits infected by
rubella virus during pregnancy. Several studies upon the teratogenic
effects produced by rubella virus have been performed . In these, mul-
tiple histologic, clinic, and immunologic alterations have been reported
in embryos and newborn children with Rubella Syndrome. However,
in the E . M. fields not much work has been done, with regards to the
mechanisms involved in those malformations . Our work has as its
object the study of ultrastructure of some affected organs . Thymuses,
livers and spleens from embroys and newborn rabbits whose mothers
were infected with rubella virus during 7th day of pregnancy, were
studied by E. M . We have found a breakdown of cortex thymus cells,
as well as mature, virus-like particles in 21 day old embryos . Thus,
there is a possibility that rubella virus acts directly disminishing the
number of cells by breaking them down in this model .

RESUMEN. Los efectos teratogenicos del virus de la rubeola ban dado
lugar a diversos estudios, reportandose multiples alteraciones histold-
gicas, clinicas e inmunologicas en embriones y ninos nacidos con of
sindrome rubeolico. Sin embargo, en of campo de la microscopia
electrdnica existen pocos trabajos reportados que puedan esclarecer
Yes mecanismos que Ilevan a tales malformations . Nuestro trabajo
tiene como objetivo estudiar la ultraestructura de algunos organos
afectados. Los timos, hfgado y hazes de embriones y gazapos cuyas
madres se inocularon con of virus de la rubeola al 7mo. dia de em-
barazo, fueron estudiados at microscopio electronico encontrdandose
destruction de las cel'ulas de la corteza del time, asf come estructuras
semejantes a partfculas maduras del virus en Ins embriones de 21 dfas
to que nos hate pensar en 1'a posibilidad de que el virus actue direc-
tamente disminuyendo e1 numero de celulas por destruction de las
mismas en el caso del time .
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INTRODUCCION

La rubeola constituye una de las infecciones virales que mayores alte-
raciones causa a fetes de madres que contrajeron la enfermedad en el
primer trimestre del embarazo .

Diversos estudios clinicos, histol6gicos e inmunol .6gicos, se han reali-
zado para determinar el mecanismo o los mecanismos por Ins cuales el
virus puede causar dichas alteraciones . Se ha comprobado la persisten-
cia de altos titulos del virus, asi como aislado el mismo en faringe y
orina de ninos recien nacidos con el sindrome rube6lico (Alford y cols.,
1964; Menser y cols., 1967; Plotkin y cols ., 1963; Weller y cols ., 1964) .
Todo esto, unido a las evidencias histologicas de alteraciones del tejido
linfoide, incluyendo el timo (Singer y cols., 1969) y la incapacidad de
respuesta de los linfocitos de ninos con el sindrome rube6lico frente
a la fitohemaglutinina (Montgomery y cols., 1967; Olson y cols., 1967;
Olson y cols., 1968) han hecho pensar que existe una deficiencia en la
respuesta inmunologica en estos casos . En estudios histol6gicos reali-
zados en la rubeola y en otras enfermedades virales, se ha podido com-
probar que las mayores alteraciones se producen en el endotelio capilar
(Koder, 1968; Menser y Reye, 1974; Tondury, 1962 ; Tondury, 1970) . Ba-
sindose en estos hechos y por la carencia de datos ultraestructurales,
Kistler (1975), realiz6 un estudio al microscopio electronico de Ins celu-
las endoteliales. A pesar de encontrar danos celulares y de aislar el virus
de los tejidos estudiados no logr6 visualizar particulas virales maduras
en los mismos .

En el presente trabajo se realiza un estudio ultraestructural y virol6gico
de algunos 6rganos afectados en el sindrome rube6lico con el objetivo de
profundizar en los mecanismos de dichas alteraciones .

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 10 conejas de Nueva Zelandia, 5 de las cuales fueron inocu-
ladas con la cepa salvaje M-23 del virus de la rubeola (10 ml por via
endovenosa con un titulo de 10'- 1 TCID 50/ml. La inoculaci6n se efectuo

al 7mo. dia de apareadas las conejas. Los fetos (4 para cada edad)
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fueron obtenidos por histerectomia total a los 15, 21 y 29 dfas de emba-
razo. A dos de las conejas se les dejaron finalizar el embarazo para
tomar gazapos de 5 y 30 dfas de nacidos (2 por cada edad) . Se siguio
igual procedimiento con ]as restantes conejas, exceptuando la inocula-
tion del virus tomandose sus fetos y gazapos como controles .

Do los fetos y gazapos asf obtenidos se extrajeron higado . bazo y Limo
(de acuerdo al desarrollo embrionario) .

Para la microscopia de luz los fragmentos fueron fijados en Bouin,
incluidos en parafina, cortados y teiiidos con hematoxilina y eosina .

Microscopia electronica .

Pequefios fragmentos de los organos fueron prefijados en glutaraldehido
al 3.2%, en tampon cacodilato 0.1 M pH 7.2 y postfijado en Os04 al 2% .
Se deshidrataron en corgcentraciones crecientes de etanol, incluyendose
en Epon. Los bloques se cortaron en el ultramicrotomo Ultrotome III
de la LKB . Se contrastaron las rejillas en acetato de uranilo y citrato de
plomo, para observarse en Ins microscopios electronicos HS-7 de la
Hitachi y BS-500 de la Tesla .

Aislamiento viral.

En los embriones de 15 dfas fue posible individualizar los organos por
su pequeiio tamaho y por ese motivo se hizo un macerado del embrion
completo. En los fetos de 21 y 29 dfas y los gazapos fue factible indivi-
dualizar los organos procediendose al aislamiento viral de higado, timo
y bazo .

Los macerados fueron inoculados en la lfnea celular de riiion de conejo
(RK-13) . Despues de tres pases a las muestras que presentaron efectos
citopatogenicos se les realizo la tecnica de inmunofluorescencia indirecta .

Inmunofluorescencia indirecta.

Cubreobjetos con cclulas inoculadas con las muestras se fijaron con
acetona a 20€C durante 20' ; luego se les agrego suero hiperinmune hu-
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mano en una dilucion de 1 :4 dejandose 45' a 37'C, se lavaron posterior-
mente tres veces con PBS para agregarles al suero Anti IgG humana
conjugado con isotiocinato de fluoresceina, dejandose a 37€C durante
otros 45'. Por ultimo fueron lavados tres veces (15' cada vez) y puestos
en on portaobjeto con glicerina tamponada como montante . Se obser-
varon en el fotomicroscopio Karl Zeiss .

RESULTADOS

En los embriones de 15 y 19 dias los estudios histologicos, ultraestruc-
turales y virologicos fueron negativos .

En el grupo de 21 dias fue donde se encontraron mayor numero de
alteraciones .

Fig. 1 . Vista panoramica del Timo de embrion de 21 dias, infectado con el virus
de la rubeola. 77 x .

Al microscopio de luz se encontro en los timos de los 4 embriones una
disminucion de las colulas que constituyen lapcorteza del organ (time-
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citos) predominando las celulas claras de la medula ; (Fig. 1) este hallazgo
fue evidente en todos los embriones estudiados, pero mas marcado en
2 de ellos, en los cuales el virus fue aislado directamente del time ;
ademas de esta alteration se observo un aumento del tejido fibrotico
de Ins tabiques, asi como en un caso una ligera hemorr'agia subcapsular .
El estudio ultraestructural corroboro los datos anteriores al encontraroe
una marcada destruction de los timocitos (Fig . 2), manifestadas por
ensanchamiento del espacio perinuclear, degeneration de las mitocon-
drias y borramiento de las estructuras normales de la celula, tambien
se observo evaginaciones del citoplasma que contenian un material ho-
mogeneo en su interior (Zeiosis, Fig . 3). Particulas redondeadas de 70 a
90 nm de diametro las cuales contenian en su interior un nucleo denso
de 30-45 nm, estaban presentes en los timocitos danados (Fig . 4) . Hay
que senalar que se encontraron particulas con iguales caracteristicas
pero de mayor tamano, las quo alcanzaron hasta 125 nm de diametro .
Otras particulas electron densas y cercanas al nO eo fueron tambien
observadas ; su diametro vario entre 45 y 60 nVIC

-
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Fig. 2. Vista panoramica de yn torte de Timo de embrion de 21 dias control . 77 x .
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Los estudios realizados en higado no ofrecieron dates a la microscopia
de luz con excepci6n del numero de megacariocitos que era mayor en los
inoculados que en los controles (Fig . 5) .

Sin embargo, la ultraestructura de algunas celulas reticulo endoteliales
estaba alterada mostrando en su citoplasma diversos cuerpos con figura
de mielina, una formacidn tubulo reticular similar a los planteados per

Kistler en 1975 (Fig. 6) . Particulas cercanas al nucleo semejantes a las

del timo fueron observadas (Fig . 7) .

Fig. 3 . Microfotografia electr6nica de un Timocito que presenta degeneraci6n asi
como evaginaciones citoplasmaticas, Zeiosis (Z) 18,741 x .

Los megacariocitos del higado presentaban proyecciones citoplasmati-
cas semejantes a las encontradas en los timocitos sin evidenciar signos
de destrucci6n ni degeneraci6n en los mismos (Fig . 8) . Debe seiialarse
que de los 6rganos de estos embriones foe posible aislar el virus siendo
positivo el estudio de inmunofluorescencia realizado .
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Aunque en los gazapos de 5 y 30 dias de nacidos se aislo el virus no se
encontraron alteraciones en los organos de dichos animales, conservando
estos su arquitectura normal .

DISCUSION

Las alteraciones encontradas en timo nos hablan de una disminucion
del desarrollo normal del organo (hipoplasia) encontrada tambien por
otros autores en ninos recien nacidos con rubeola congenita (Garcia
y cols., 1974 ; Singer y cols ., 1969). Esta hipoplasia puede ser debida a la
action directa del virus sobre los timocitos llevandolo a la destruction
pues ademas de haberse aislado el virus del tejido, la presencia de par-
ticulas redondeadas de 70-90 nm de diametro, con on nucleo denso de
30-45 nm nos hace pensar que estemos ante formas maduras del virus
pues son similares a ]as descritas por Holmes y Warbusten (1967), para
el virus de la rubeola .
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Fig. 4 . Particulas semejantes a virus en Timocitos de embrion de 21 dias (J4)
44,501 x .
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Tenemos que senalar que el tamano de dichas particulas sobrepaso el
limite encontrado per otros autores (Best y cols., 1967; Holmes y cols .,
1969) que es de 60 rim, sin embargo, hay que aclarar que Ins estudios
para determinar la estructura del virus se han efectuado en celulas de
cultivos, los cuales han sufrido varies pases, esto parece estabilizar
la morfologia del virus, pries en trabajos donde se han efectuado pocos
pases se observa un alto pleomorfismo y particulas hasta de 100 nil]
(Kistler, 1975) . Nuestro trabajo se realizo "in vivo" donde aim no han
sido descritas estas particulas maduras, creemos que esta variation en
las dimcnsiones sc deban al medio en que se encuentra el virus en el
organismo .

Fig. 5 . Microfotografia optica de higado en embri6n de 21 dias infestado donde se
observan 2 megacariocitos de apariencia normal (M) 610 x .

El nnmero elevado de magacariocitos en los higados en los embriones
infectados corroboro los hallazgos de Machado y cols ., (1975) y Zinkham
y cols., (1967), aunque solo encontramos en la ultraestructura las eva-
ginaciones del citoplasma (Zeiosis) . Estes resultados sugieren que las
celulas pudieran danarse con la action del virus y de este modo inter-
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fiera en los mecanismos de la coagulation dando lugar a la purpura
trombocitopenica descrita por Barmalvala y cols ., (1965) y Cooper y cols .,
(1965), en la rubeola congenita .
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Fig . 6 . C£lula Reticuloendotelial de higado de embri6n de 21 dias en la quo sc
observan diversos cuerpos de mielina asi como un complejo tubuloreticular (TR)

6,161 x.

De los dafios encontrados en el higado, podemos decir que se asemejan
a los descritos por Kistler (1975), por lo cual no podemos negar que
una de las alteraciones que ocasiona e1 virus a los embriones es et daiio
de las celulas reticulo endoteliales y que tambien este pueda ser uno
de los mecanismos por to cual el virus cause los efectos teratogenicos en
los embriones de 21 dias quo han padecido la enfermedad .

Con respecto al tipo de particulas encontradas cerca del nucleo (tanto
en higado como en timo) nos llama la atencian el hecho de haberse ob-
servado con anterioridad en trabajos realizados por nuestro grupo en
macrofagos peritoneales (Dovale y cols ., 1977) .



76 T. RODRIGUEZ Y COLS.

Fig. 7. Particulas densas cercanas all nucleo se observan en hepatocitos de embrio .
nes de 21 dias infectado con eI virus . 18,485 x.

Fig. 8. Microfotografia electronica de Megacariocito en un torte de higado donde
se observan evaginaciones citoplasmaticas, Zeiosis ( J') 1 078 x .
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Estas particulas pudieran ser de origen viral o incluso formas inmadu-
ras del virus por 1o que son necesarios emprender otros estudios que
esclarezcan el origen y significado de ]as mismas .
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