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RESUMEN

La histopatologia de la rabia estudiada con los métodos convencionales revela s6lo cambios sutiles, por esta ra-
z6n, se ha sugerido que la enfermedad se sustenta mas en disfuncion de origen bioquimico. Este trabajo se llevo
a cabo con el propésito estudiar el efecto de la infeccion con el virus de la rabia sobre la morfologia neuronal
en la corteza cerebral de ratones con base en el método de Golgi y establecer alguna relacion entre la patologia
dendritica y la expresion de la proteina asociada a microtubulos MAP-2, un marcador de dendritas en cerebro
adulto. Como complemento se realiz6 el estudio ultraestructural de las dendritas para buscar posibles efectos de
la infeccion sobre sus organelos. Los resultados revelaron la existencia de alteraciones notables en la estructura
de las neuronas piramidales: disminucion en el tamafio del soma, disminucion en el grosor de las dendritas, mas
evidente en la dendrita apical. Igualmente fue menor el nimero de ramificaciones dendritas y la longitud total de
las dendritas. Esta informacion fue cuantificada con ayuda del programa NeuronJ. Adicionalmente hubo pérdida
notable en la densidad de espinas dendriticas. Por otra parte, mediante inmunohistoquimica se encontré aumento
en la expresion de la proteina MAP-2, hasta hacer visible el cuerpo neuronal de las células piramidales, un re-
sultado inesperado. Con el microscopio electronico se observo pérdida de microtibulos y se hallaron inclusiones
electrodensas (figuras de mielina) que sugieren dafio en organelos, especialmente, en las mitocondrias. Estos
resultados son un aporte importante al conocimiento de la patogénesis de la rabia.

Palabras Claves: Rabia, neuronas piramidales, patologia dendritica, MAP-2, ultraestructura neuronal, técnica
de Golgi.
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ABSTRACT

Rabies histopathology studied with conventional methods revealed only subtle changes. Therefore, it has been
suggested that the disease is more based on dysfunction of biochemical origin. This study was carried out in or-
der to analyze the effect of infection with the rabies virus on neuronal morphology in the cerebral cortex of mice
based on the method of Golgi and establish any relationship between the dendritic pathology and expression of
microtubule-associated protein MAP-2, a marker of dendrites in adult brain. As a complement, the ultrastructu-
ral study of dendrites was carried out in order to look for possible effects of infection on their organelles. The
results revealed the existence of significant changes in the structure of pyramidal neurons: decrease in soma size,
decrease in thickness of the dendrites more evident in the apical dendrite. Was also 0 fewer dendrite branches
and the total length of dendrites. This information was quantified using the NeuronJ program. Additionally, there
was significant loss in dendritic spine density. Furthermore, using immunohistochemistry increased expression
of MAP-2 protein was found, up to the neuronal body of pyramidal cells visible, an unexpected result. Electron
microscopic microtubule loss was observed and inclusions electronlucent (myelin figures) suggesting damage or-
ganelles, especially in mitochondria were found. These results are an important contribution to the understanding
of the pathogenesis of rabies.

Keywords: Rabies, pyramidal neurons, dendritic pathology, MAP-2, neuronal ultrastructure, Golgi technique.
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INTRODUCCION:

La rabia es una enfermedad causada por un virus neu-
rotropico transmitido generalmente mediante la morde-
dura de animales contagiados. Segiin la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) actualmente se calcula que
unas 60000 personas al afio mueren como consecuencia
de esta enfermedad mortal (1). En Colombia y la mayo-
ria de paises de Latinoamérica las campafias de vacuna-
cion han logrado disminuir ostensiblemente el impacto
de la rabia de origen canino pero persiste el riesgo que
representan los animales silvestres vectores del virus de
la rabia, especialmente los murciélagos (no solamente
los hematofagos) y algunos carnivoros tales como zo-
rros, mofetas y mapaches (1,2). Sobre la rabia se tienen
registros historicos que datan de 2300 afios antes de la
era cristiana. En documentos legales de la antigua Me-
sopotamia se conminaba a los propietarios de perros a
responder por las muertes causadas por las mordeduras
de sus mascotas. En 1885, sin conocer aun el agente
causal de la enfermedad, Louis Pasteur suministré con
éxito la primera vacuna contra la rabia; de esta manera
el estudio de la rabia ingres6 a la era moderna. Después
de décadas de discusion la microscopia electronica per-
miti6 confirmar el origen viral de la enfermedad a me-
diados del siglo XX (3).
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Los signos clinicos de la rabia y su caracter mortal, una
vez se manifiestan sus primeros sintomas, hacen de
esta una enfermedad que provoca panico en el pacien-
te y terror en la poblacion. Paradodjicamente el examen
neuroanatémico macroscépico e histologico del tejido
nervioso afectado apenas revela cambios sutiles (4). En
gran parte la confirmacion post mortem del diagnostico
de rabia requiere de la demostracion de los cuerpos de
Negri en el tejido nervioso. Estos corresponden a pe-
quenas inclusiones eosinofilicas intracitoplasmaticas
observadas en algunas neuronas que fueron descritos
por primera vez por Adelchi Negri en 1903 y se consi-
deran el rasgo patognomonico de la rabia (4,5). La in-
munohistoquimica contribuy¢ a facilitar su localizacion
y a aumentar la confiabilidad del diagndstico (6).

Al examinar el tejido nervioso afectado por rabia no se
reconocen cambios histopatologicos apreciables; tam-
poco se observa lisis ni muerte neuronal. Por esta razon,
diferentes investigadores han defendido la hipotesis se-
gun la cual los efectos de la infeccién son mas de tipo
bioquimico y metabolico asociados a disfuncion neuro-
nal pero preservando la integridad de las células nervio-
sas (7-11). Inclusive, el fendmeno de la muerte celular
por apoptosis, muy frecuente en otras enfermedades
infecciosas, no es un componente importante de la pa-
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togénesis de la rabia (8,11,12). No obstante, en estudios
preliminares de nuestro grupo de trabajo hemos hallado
alteraciones en la morfologia neuronal, descritas de for-
ma cualitativa, principalmente, en el cuerpo celular y la
arborizacion dendritica, utilizando la técnica de Golgi,
el método que mejor describe la estructura externa de
los componentes de una neurona (13-15).

De acuerdo con estos antecedentes, el proposito de este
trabajo fue profundizar en el conocimiento del efecto de
la infeccion con el virus de la rabia sobre la estructura
neuronal con base en el método de Golgi estudiado con
herramientas de analisis cuantitativo. Esto se comple-
mento6 con el estudio inmunohistoquimico de la expre-
sion de la proteina asociada a microtibulos (MAP-2),
una molécula indispensable para la estabilidad del ci-
toesqueleto neuronal, principalmente de las dendritas
(16,17). Adicionalmente se proceso tejido cerebral para
microscopia electronica con el objetivo de indagar so-
bre posibles cambios en la estructura fina de las dendri-
tas y sus organulos que pudieran asociarse a la patologia
dendritica.

Materiales y métodos:
Inoculacion viral y manejo inicial de los animales.

Para este estudio se utilizaron dos tipos de virus de ra-
bia: virus silvestre (tipo calle) aislado del encéfalo de
un perro infectado y virus adaptado en laboratorio (tipo
fijo) de la cepa CVS (Challenge Virus Standard). Estos
fueron suministrados en alicuotas (en dilucién 1:10) por
el Laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de
Salud (INS). A partir de estas alicuotas se llevo a cabo
la titulacion de cada uno de los virus inoculando ratones
lactantes por via intracerebral segiin el método de Reed
y Muench (18). Para el desarrollo de los ensayos expe-
rimentales se utilizaron hembras de ratones de 28 dias
(adultos jovenes) de la cepa ICR (Institute of Cancer
Research). Un grupo de 20 animales fue inoculado con
virus ‘fijo’ y otro grupo de 20 animales se inoculd con
virus ‘calle’, previamente titulados. Cada grupo, conto
con sus respectivos controles que fueron animales ino-
culados con solucion vehiculo, una solucion de similar
composicion a la del indculo infeccioso pero sin conte-
ner el virus de la rabia.

Las inyecciones de los indculos se llevaron a cabo por
via intramuscular, en las extremidades posteriores, en-
tre los musculos semitendinoso y semimembranoso,
utilizando jeringas tipo insulina de 1 ml provistas de
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agujas muy delgadas y cortas (calibre No. 27). Para el
experimento con virus fijo cada raton fue inoculado con
0,03 ml de una alicuota con dilucion 10! equivalente a
10° DL50 de virus fijo. Para el estudio con virus calle
cada animal se inocul6 con 0,03 ml de una alicuota con
dilucion 10! equivalente a 10° DL50. Las diferencias en
la DL50 corresponden a la titulacion realizada previa-
mente para cada uno de los tipos de virus. Los animales
fueron mantenidos en la sala de alta seguridad del bio-
terio del INS en condiciones de temperatura (20+£2°C)
y humedad (60+5%) constantes asi como con disponi-
bilidad de alimento y agua a voluntad. Este proyecto y
su protocolo de manejo de animales fueron aprobados
por el Comité de Etica del INS. Se siguieron las normas
éticas y legales exigidas para la investigacion con ani-
males de laboratorio en Colombia (Ley 84 de 1989 y
Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud).

Obtencion y preparacion inicial del tejido cerebral.

Cuando los ratones infectados con el virus de la rabia
alcanzaron signos de enfermedad avanzada (a los 5-6
dias postinoculacion para virus fijo y a los 10-12 dias
para virus calle) manifestados en pérdida de peso, dis-
minucién de la temperatura corporal, pelo erizado y es-
casos movimientos de desplazamiento, se sacrificaron
para obtener los encéfalos. De acuerdo con nuestra ex-
periencia y la de otros autores los efectos de la infeccion
se hacen mas evidentes solo en etapas avanzadas de la
enfermedad (7,19). El protocolo para el sacrificio y ob-
tencion de la muestra de cada animal fue el siguiente:
Inyeccion por via intraperitoneal de 1 mililitro de una
solucion acuosa de hidrato de cloral preparada al 30%
(dosis de 300mg/Kg). En 3 minutos los animales ya es-
taban profundamente anestesiados. Luego se fijaron con
alfileres con el dorso en contacto sobre una tabla y se les
realiz6 una incision ventral a través de la pared del torax
para exponer el corazon.

A través del ventriculo izquierdo se introdujo una agu-
ja calibre 27, de un centimetro de longitud, acoplada
al extremo terminal de una manguera conectada a una
bomba peristaltica. Mediante esta ruta se le suministro
a cada animal 50 ml de tampon fosfato salino (PBS) o
solucion salina al 0.9%. Luego se dejo correr una so-
lucion fijadora segun la técnica de estudio a seguir con
cada espécimen: paraformaldehido (PFA) al 4% para
inmunohistoquimica y Golgi-Colonnier o una mezcla
de PFA 1% y glutaraldehido (GA) al 3% para microsco-
pia electronica. Los animales destinados a la técnica de
Golgi-Cox so6lo fueron perfundidos con solucion salina.
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Luego se extrajeron los encéfalos, se sumergieron en las
mismas soluciones fijadoras utilizadas en las perfusio-
nes y se trasladaron al laboratorio para continuar con el
protocolo de procesamiento para cada técnica.

Las muestras de animales infectados con los dos tipos
de virus, y sus respectivos controles, se dividieron en
cuatro grupos de cinco cada uno para procesarlos sepa-
radamente mediante las cuatro técnicas utilizadas en el
estudio: Golgi-Colonnier, Golgi-Cox, inmunohistoqui-
mica y microscopia electronica. Antes de iniciar cada
uno de estos procedimientos se comprobo la presencia
de la infeccion viral en todos los cerebros de anima-
les inoculados con rabia, especialmente en la corteza
cerebral, mediante una prueba inmunohistoquimica
(como se describe mas adelante) con un anticuerpo y
un protocolo elaborado por el grupo (6). El area de es-
tudio para todos los experimentos fue la corteza frontal
motora en plano coronal y dorsal al cuerpo calloso. Se
utilizé como guia el texto-atlas de cerebro de raton de
Valverde (20).

Técnica de Golgi.

Se sigui6 el método de Golgi-Colonnier para el estudio
de la morfologia de neuronas piramidales corticales se-
gun el protocolo anteriormente estandarizado (13). Ro-
dajas de los encéfalos obtenidas en un plano coronal, de
0,5 cm de espesor, fijadas en PFA 4%, se transfirieron
sucesivamente a una mezcla de dicromato de potasio
(DP) al 2% y GA al 5% durante 5 dias, luego a una
solucion de DP al 3.5% por 24 horas seguida de una so-
lucion de nitrato de plata (NP) al 0.75% durante 24 ho-
ras. Después de limpiar los precipitados formados en la
superficie de las rodajas se repitieron los pasos por DP
y NP y se sumergieron las muestras en una serie de so-
luciones de concentracion ascendente de glicerol (20%,
40%, 60%, 80%, 100%). Estas rodajas se montaron en
un vibratomo para obtener cortes de 150 micrometros
de espesor los cuales se deshidrataron en soluciones de
concentracion ascendente de etanol, se pasaron por xilol
y se montaron en balsamo de Canada. Las preparacio-
nes histologicas se observaron en un microscopio equi-
pado con camara digital y programas informaticos que
permitieron capturar imagenes de las neuronas impreg-
nadas, hacer reconstrucciones y analisis cuantitativo de
la morfologia neuronal mediante el software Neuron J.
Como complemento se obtuvieron dibujos esquemati-
cos de algunas neuronas en un microscopio con camara
lucida (brazo de dibujo).

El método de Golgi-Cox se utilizo para obtener también
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imagenes panoramicas de la corteza cerebral con neu-
ronas y procesos neuronales impregnados. El protocolo
seguido fue el de Gibb y Kolb (21), brevemente: los
encéfalos extraidos de los animales perfundidos con so-
lucion salina se sumergieron en una solucion compuesta
por bicromato de potasio al 5%, cloruro de mercurio al
5% y cromato de potasio al 5% (solucion Cox prepara-
da con cinco dias de anticipacion) en la que se dejaron
durante 14 dias. Luego se transfirieron a una solucion
de sacarosa al 30% por 5 a 10 dias. Se obtuvieron cortes
coronales de 200 micrometros de espesor en un vibrato-
mo y se recogieron en sacarosa al 6%. A continuacion
los cortes se lavaron brevemente en agua destilada, se
trataron con hidroxido de amonio durante 30 minutos,
se lavaron nuevamente y se transfirieron a una solucion
de fijador fotografico Kodak en oscuridad durante 30
minutos. Finalmente los cortes se deshidrataron en eta-
nol y xilol y se montaron en balsamo de Canada. Se
tomaron imagenes panoramicas digitales de la corteza
cerebral en el microscopio las cuales se procesaron para
estudio densitométrico con el programa ImageJ para
evaluar la densidad de ramificaciones de los procesos
neuronales.

Inmunohistoquimica

Los especimenes fijados en PFA al 4% fueron procesa-
dos para inmunohistoquimica de MAP-2 siguiendo un
protocolo basico ya estandarizado en trabajos previos
del grupo para el estudio de otros antigenos (6,19,22-
26). El procedimiento se resume asi: los cerebros se
cortaron en un vibratomo para obtener rodajas de 50
micrometros de espesor en plano coronal y en direc-
cion rostro-caudal de la corteza frontal. Los cortes se
recolectaron en recipientes de vidrio tipo caja de Petri
pero de tamafio pequefio (2.5 cm de diametro x 1 cm de
alto), uno para cada espécimen. Inicialmente se lavaron
en PBS, durante toda la noche en agitacion constante y
a temperatura ambiente (aprox. 20°C). Todos los demas
pasos se hicieron en las mismas condiciones.

Luego del lavado inicial los cortes se trataron sucesiva-
mente con cloruro de amonio durante 30 minutos (para
eliminar restos de aldehidos de la fijacion) y peroxido
de hidroégeno por 30 minutos (para bloquear la peroxi-
dasa enddgena) con lavados en PBS después de cada
paso. A continuacion los cortes se incubaron durante 30
minutos en una solucion preparada en PBS a la que se
le adicion6 albiimina bovina, suero de caballo y triton
(para bloquear sitios inespecificos). Inmediatamente y
sin lavar, se retir6 la solucion de bloqueo y los cortes se
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incubaron durante toda la noche en la solucioén que con-
tenia el anticuerpo primario (anti-MAP-2 monoclonal
Santa Cruz, dilucion 1:1000). Se eligio este tratamiento
luego de ensayar tres marcas diferentes de anticuerpos
y diluciones en un rango de 1:100 a 1:2500.

Al dia siguiente los cortes se lavaron en PBS y se in-
cubaron por dos horas en el anticuerpo secundario
(anti-raton Sigma, dilucion 1:400). Luego de lavar en
PBS los cortes se trataron, durante dos horas, con una
solucion de avidina-biotina-peroxidasa (Kit de ABC)
en PBS preparada segin instrucciones del fabrican-
te (Vector). Para finalizar, luego de un ultimo lavado
en PBS, se llevo a cabo el revelado con el cromdgeno
DAB-Niquel (Kit de Vector). Los cortes se montaron
en laminas previamente tratadas con gelatina para su
posterior observacion. Con ayuda del software Image]
se capturaron las imagenes y se realiz6 el estudio den-
sitométrico para evaluar cuantitativamente la intensidad
de la inmunotincion en cada preparacion y comparar la
inmunorreactividad de MAP-2 (expresion localizada de
la proteina) entre las muestras de animales infectados
con sus controles.

Microscopia electronica

Los cerebros de animales fijados con PFA al 1% y GA
al 3% se cortaron en vibratomo para obtener rodajas co-
ronales de 200 micrometros de espesor, a nivel de la
corteza frontal por arriba del cuerpo calloso. Estas se
procesaron utilizando pequenas cajas de Petri para cam-
biar las soluciones de los reactivos de manera similar
a como se manejaron las muestras para inmunohisto-
quimica pero a tempertura de 4°C. Luego de lavarlos
con solucion tampoén de fosfatos (TP) se postfijaron con
tetroxido de osmio al 1% durante 1 hora y nuevamente
se lavaron con TP. A continuacion los cortes se deshi-
drataron utilizando una serie de soluciones de concen-
traciones ascendentes de etanol (50, 70, 80, 95, 100%)
durante 15 minutos en cada una de ellas, seguida por
tratamiento con 6xido de propileno (OP) en dos cam-
bios de 15 minutos cada uno. Luego se llevd a cabo
la infiltracién gradual de los cortes en la resina epoxi-
ca Epon-Araldita (EA) iniciando con una combinacion
de 2 partes de OP y 1 de EA (20P:1EA) seguida por
10P:1EA y 10P:2:EA durante 2 horas en cada trata-
miento para finalizar dejando los cortes en resina pura
EA hasta el dia siguiente.

Fragmentos de cortes que contenian la corteza completa
se incluyeron en resina EA (Polysciences) en moldes
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planos para mantener su orientacion en plano coronal y
se polimerizaron a 70°C por 24 horas. A partir de este
material se obtuvieron cortes ultrafinos (60 nanoéme-
tros de espesor) en un ultramicrétomo LKB; estos se
recogieron en rejillas de cobre de 400 mesh, se trata-
ron secuencialmente con acetato de uranilo y citrato de
plomo para aumentar el contraste y se observaron en
el microscopio electronico. Se tomaron fotografias en
pelicula blanco y negro Tmax ASA 100, se revelaron lo
negativos y se escanearon.

Resultados
Patologia dendritica

La técnica de Golgi-Colonnier permitio la observacion
de neuronas completas, la mayoria de ellas células pi-
ramidales que exhibieron su morfologia caracteristi-
ca. Esta consta, en primer lugar de una larga dendrita
apical emergiendo desde el cuerpo neuronal (soma) en
direccion de la superficie de la corteza cerebral. Ade-
mas desde el soma parten dendritas basales y desde las
dendritas apicales muchas ramas laterales secundarias y
terciarias. La mayoria de dendritas estan cubiertas por
espinas. En muestras de animales controles se impreg-
naron en promedio tres células piramidales completas
en 1 mm? de area cortical que corresponde a corteza
frontal motora. En los animales inoculados con cual-
quiera de los tipos de virus de la rabia fueron evidentes
alteraciones en la morfologia neuronal y en particular
en el patron del arbol dendritico. Estas se resumen asi:
disminucion en el tamafio del soma, disminucion en
el grosor de las dendritas, mas evidente en la dendrita
apical. Igualmente fue menor el nimero de ramificacio-
nes dendritas y la longitud total de las dendritas. Esta
informacién fue cuantificada con ayuda del programa
NeuronJ (Cuadro 1).

La técnica de Golgi-Cox impregn6 un mayor niimero de
neuronas y dendritas que la técnica de Golgi-Colonnier.
Las caracteristicas morfoldgicas observadas tanto en
las neuronas de muestras control como en las corres-
pondientes a muestras de animales inoculados con rabia
fueron muy similares con las dos técnicas pero la mayor
densidad de células y procesos neuronales impregnados
con el Golgi-Cox permitieron hacer un analisis densi-
tométrico de la pérdida de la arborizacion dendritica en
las muestras infectadas. Para ello se tomaron imagenes
panoramicas (Figura 1 ay b) en las que se cuantifico la
densidad de procesos con el programa ImagelJ (Cuadro
2). Con cada uno los dos métodos de Golgi utilizados se
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Cuadro 1. Cuantificacion (NeuronJ) de la longitud de dendritas y tamafio de los cuerpos neuronales (somas) de
neuronas piramidales de ratones control e infectados con el virus de la rabia. Se presentan datos obtenidos con
animales inoculados con virus ‘calle’. Cualitativamente las observaciones realizadas en muestras infectadas con

virus ‘fijo’ fueron similares.

Dendritas Controles Infectados
Longitud en pixeles Longitud en pixeles
Apical 12 649 + 36 402 £33
Apical 22 532439 338 +38
Apical 32 286 +37 97 +31
Basal 12 654 + 38 320+ 42
Basal 22 512+32 156 + 36
Basal 3¢ 278 +£48 94 +45

Somas (n=50)

Valor p longitud dendritas = 0.030*

Area promedio en pixeles

20579

Valor p area de somas = 0,025*

Area promedio en pixeles
9457

*Estadisticamente significativo.

ramicas de la corteza en un raton control (a) e infectado (b). En este ultimo se observa menor densidad de procesos
neuronales impregnados (10X). En el centro neuronas piramidales de la capa III (¢) y capa V (f) en controles. Neu-
ronas piramidales de la capa III (d y e) y capa V (g y h) en infectados. En estos tltimos son evidentes los efectos
neurodegenerativos (40X). A la derecha imagen que exhibe neuronas piramidales de la capa I1I (flecha) y de la capa
V (cabeza de flecha). Mientras que la neurona de la capa III presenta morfologia normal en la neurona de la capa V
es notable el dafio estructural reflejado en el reducido tamafio del soma y la pérdida de ramificaciones dendriticas
(40X).
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observaron otros rasgos anormales tales como la pérdi-
da acentuada de espinas dendritricas y la formacion de
nodulos o protuberancias a lo largo de las dendritas y
en algunos axones. Con el método de Golgi-Colonnier
se impregnaron principalmente neuronas piramidales
mientras que el Golgi-Cox revel6 ademas la presencia
de interneuronas, especialmente, células en cesta. Al-
gunas de ellas en las muestras de animales infectados
desarrollaron una proliferacion anormal de procesos ce-
lulares cortos y densamente acumulados alrededor del
soma (Figura 1).

Expresion de Ia proteina asociada a microtiubulos
MAP-2.

Las imagenes obtenidas mediante inmunohistoquimica
para revelar la presencia de la proteina MAP-2 mos-
traron marcacion acentuada de microtibulos en las
dendritas apicales de las neuronas piramidales. En las
muestras de animales infectados la inmunorreactividad
(inmunotincién) fue mayor. Tan evidente fue el efecto
de la infeccion con el virus de la rabia que ademas de
aumentar la expresion de la proteina en las dendritas la
inmunorreactividad se hizo visible también en los so-
mas de las neuronas piramidales de la capa cinco de la
corteza cerebral (Figura 2). El aumento de MAP-2 se

analiz6 por densitometria optica con ayuda del progra-
ma Imagel y fue estadisticamente significativo (Cuadro
3).

Ultraestructura dendritica

El estudio por microscopia electronica se enfoco a ob-
servar detalles ultraestructurales de las dendritas de las
neuronas piramidales. En los controles las dendritas
mostraron caracteristicas ultraestructurales normales
tales como la presencia de paquetes de microtubulos
orientados paralelamente a la membrana plasmatica y
mitocondrias abundantes asi como un contorno regular
en los limites de cada dendrita. El rasgo mas significa-
tivo que se encontro en el tejido infectado fue la forma-
cion de unas estructuras electrodensas (oscuras) dentro
de las dendritas (Figura 3). Estas exhibieron un aspecto
similar a las que se conocen como figuras mielinicas y
adoptaron diferentes formas; eventualmente se hallaron
algunas de ellas en los axones. Las dendritas que con-
tenian estas inclusiones anormales tenian la tendencia
a ser mas engrosadas y de contorno irregular, ademas
fue evidente dentro de ellas la pérdida de microtiibulos
y la desorganizacion de los que se conservaron. Otro
detalle relevante fue el escaso numero de mitocondrias
observadas. Adicionalmente, en algunas dendritas se

Figura 2. Inmunorreactividad de MAP-2 en la corteza cerebral de ratones. a. Control. b. Ratén infec-
tado con el virus de la rabia (10X). Nétese la mayor inmunotincion en la muestra tomada de animal
infectado. Lo mas significativo es la inmunorreactividad en los somas de las neuronas piramidales de
la capa V (parte intermedia de la imagen). Este efecto no se observa en el control. Inmunotincion con
DAB-Niquel.
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Cuadro 2. Datos de densitometria optica obtenidos con el programa /mage J en imagenes panorami-
cas de cortes coronales de ratones controles e infectados procesados con la técnica de Golgi-Cox. La
pérdida de densidad oOptica en la escala de grises (0-255) de los infectados se evidencia en un numero
mayor de luz transmitida y refleja disminucion de procesos neuronales en el neuropilo.

Promedio escala de

Promedio escala de luz

Promedio escala de luz

Muestras  luz transmitida (0-255) transmitida (0-255) transmitida (0-255)

Controles Virus ‘fijo’ Virus ‘calle’
1 124,729 + 57 186,182 + 46 163,093 + 61
2 133,511 £52 187,051 + 46 167,851 + 58
3 120,240 + 46 181,625 + 52 154,287 + 48
4 131,150 =43 169,554 + 57 158,327 + 54
5 129,348 + 45 177,457 £ 39 140,833 + 45

Valor p 0,0079* 0,0079*

*Estadisticamente significativo.
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Figura 3. Imagenes to

madas en el microscopio electronic
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0. A la izquierda una dendrita normal en la

que se observan los microtubulos en orientacion paralela a lo largo de la dendrita (24.000X). En el
centro una dendrita de material infectado con virus ‘calle’ de la rabia. Es evidente la pérdida de micro-
tubulos y la formacion de una inclusion membranosa de contorno oscuro (figura mielinica) (19.000X).
A la derecha un dendrita de tejido infectado que muestras microtibulos parcialmente desorganizados y

formacion de una figura mielinica (24.000X)

formaron vacuolas que interrumpian la continuidad del
contenido protoplasmatico dentro de la dendrita.

Discusion

En las descripciones histopatoldgicas del tejido nervio-
so afectado por el virus de la rabia tradicionalmente se
afirma que los cambios observados son casi impercep-
tibles y que solo la presencia del cuerpo de Negri con-
firma el diagnostico de la enfermedad. Por esta razon

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 26: 96-107; 2014

muchos autores han adherido a la hipotesis segun la
cual los sintomas dramaticos caracteristicos de la rabia
se deben mas a efectos de la infeccion sobre el metabo-
lismo de los neurotransmisores y otros compuestos, es
decir, que el dafio es mas bioquimico y funcional que
estructural (4,7-11). Pero al utilizar la técnica de Golgi
se hicieron evidentes alteraciones profundas en la es-
tructura de las neuronas inducidas por esta infeccion
viral tal como lo demostramos cualitativamente en es-
tudios previos (13,14).

103



Revista de la Asociacion Colombiana de Ciencias Bioldgicas

Cuadro 3. Medicion densitométrica con el programa ImageJ de la inmunorreactividad de MAP-2
en la corteza cerebral de ratones. A la izquierda se registran datos de animales inoculados con virus
‘fijo’ de la rabia y a la derecha con virus ‘calle’. Los valores corresponden a numero de pixeles de
tono negro. Los mayores valores en muestras de ratones infectados representan el aumento en la

expresion de la proteina.

Valores de frecuencia del tono negro (0-255)

Valores de frecuencia del tono negro (0-255)

Muestra Controles Infectados p valor
1 67481 73604
2 60955 75065 0057*
3 51339 65794

Muestra Controles Infectados p valor
1 35213 46297
2 44241 48993 0,0143%
3 41772 49960

*Estadisticamente significativo.

Con anterioridad, y a pesar de la importancia de la rabia
en salud publica, solo se hall una referencia en donde
se reportd muy someramente el efecto del virus sobre
las dendritas utilizando el método de Golgi. Este fue
realizado por el cientifico descubridor de la técnica a
finales del siglo XIX quien inoculd conejos con virus
fijo por via intracerebral e hizo unas breves descripcio-
nes de la histopatologia con varias técnicas, entre ellas
su método (27), cuando este todavia no habia adquirido
la relevancia y el desarrollo que le dio posteriormente
Santiago Ramoén y Cajal y que los hizo acreedores al
premio Nobel de Medicina (15). La técnica de Golgi
sigue siendo reconocida como el procedimiento que
permite demarcar mejor la morfologia neuronal com-
pleta y por lo tanto el “gold-standard” para estudiar la
patologia dendritica (15,20,21,28-31).

En este trabajo confirmamos nuestros hallazgos preli-
minares pero ahora mediante dos protocolos diferen-
tes (Golgi-Colonnier y Golgi-Cox) y el uso de herra-
mientas informaticas que facilitaron hacer un analisis
cuantitativo y podriamos decir que mas cientifico de la
importancia de la patologia dendritica en rabia. Por lo
tanto, se puede afirmar sin ninguna duda que la rabia si
induce dafio neuronal estructural. Esto incluye la pérdi-
da acentuada de espinas dendriticas que coincide con el
hallazgo reciente que relaciona a la pérdida de espinas
dendriticas en neuronas piramidales del hipocampo con
la despolimerizacion de la F-actina, una proteina muy
importante del citoesqueleto de las espinas dendriticas
(32). Esto tiene profundas implicaciones en todo lo re-
lacionado con la integracion de los circuitos neuronales.
Como complemento importante para consolidar esta
idea esta el hallazgo del efecto del virus sobre la pro-
teina MAP-2, al inducir el aumento en su expresion,
algo sorprendente pues la tendencia ha sido asociar la
patologia dendritica con pérdida de MAP-2 debido a
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que esta proteina establece puentes entre los microtu-
bulos y confiere estabilidad al citoesqueleto neuronal
(16,17,33,34). Sin embargo, también se han reportado
casos de neuropatologias con alteraciones dendriticas y
aumento de MAP-2 (34-37). Lo que podemos inferir
es que tanto el aumento como la disminucion de esta
proteina darian lugar a desequilibrios en la estructura
del citoesqueleto capaces de alterar la morfologia y es-
tabilidad dendritica. En un estudio anterior se reporto
pérdida de MAP-2 en cultivos de neuronas infectados
con una cepa de virus fijo de la rabia (38) y mas re-
cientemente se estudio, mediante inmunofluorescencia
de MAP-2, el efecto de la infeccidn con virus calle so-
bre neuronas piramidales del hipocampo. Los autores
solo hacen una breve descripcion cualitativa en donde
afirman que no observaron cambios en la integridad de
las dendritas apicales marcadas con MAP-2 pero al ob-
servar las imagenes del articulo es evidente una mayor
inmunorreactividad en las neuronas de las muestras in-
fectadas con el virus (32).

La estructura interna de las dendritas observada con el
microscopio electronico confirma el efecto de dafio es-
tructural causado por el virus. La presencia de estructu-
ras del tipo figuras mielinicas abundantes y de relativa-
mente gran tamafio unido a la pérdida de microtubulos
y de mitocondrias en las dendritas, aparentemente no
habian sido antes reportados a pesar de que se han rea-
lizado numerosos estudios ultraestructurales de tejido
cerebral infectado con el virus de la rabia. La explica-
cion mas probable esta en la orientacion que se le dio al
tejido cerebral al procesar las muestras de acuerdo con
nuestro objetivo de observar la arborizacion dendritica
de las células piramidales corticales en un plano coronal
del corte de encéfalo que permite una vista sagital del
soma, la dendrita apical y sus ramificaciones.
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Nosotros creemos que las figuras mielinicas aqui ob-
servadas pueden corresponder a mitocondrias por su
localizacion y tamafio y porque coincide con la pérdida
de mitocondrias normales las cuales son abundantes en
los controles. Ademas recientemente se ha reportado
disfuncion mitocondrial por métodos bioquimicos en
neuronas a causa de la rabia (39). Las figuras de mieli-
na son estructuras que pueden aparecer en tejidos como
resultado de alteraciones en organelos membranosos
tales como las mitocondrias y el reticulo endoplasma-
tico (40,41). En algunas neuropatologias naturales o
inducidas experimentalmente se han hallado figuras de
mielina asociadas a degeneracion de mitocondrias en
dendritas y axones (42-45).

En conclusion, con este trabajo hemos demostrado ple-
namente que el virus de la rabia si induce dafio neuronal
estructural, contrario a la hipotesis defendida por otros
autores con base en la histopatologia convencional.
Por lo tanto, no se puede afirmar que las manifestacio-
nes clinicas dramaticas de la rabia correspondan sélo
a desordenes de tipo bioquimico. En otros estudios se
han realizado breves descripciones con diferentes téc-
nicas que hacen referencia parcial al efecto de la rabia
sobre la estructura dendritica (32,38,46) mientras que
en nuestro trabajo se integraron aspectos morfoldgicos
(usando la técnica que mejor describe la estructura neu-
ronal), con el estudio de la expresion de la proteina del
citoesqueleto que soporta la estructura dendritica y los
detalles de la estructura fina observados con el micros-
copio electronico.

Patologia dendritica en rabia: estudio neurohistologico inmunohistoquimico. Torres et a/

La patologia dendritica en rabia analizada cuantitativa-
mente, asi como el inesperado aumento en la expresion
de la proteina del citoesqueleto MAP-2 y los hallazgos
ultraestructurales aqui revelados son un aporte impor-
tante al conocimiento de la patogénesis de la rabia.
Ademas nosotros trabajamos con un modelo animal y
confirmamos nuestros resultados con virus calle, el vi-
rus silvestre que circula en la naturaleza, inoculado por
la ruta intramuscular, la que mejor se aproxima a las
condiciones naturales de contagio de la enfermedad. La
mayoria de investigaciones en rabia emplean virus fijo
(virus adaptado en laboratorio), cultivos de neuronas
primarias, y cuando se lleva a cabo la inoculacion de
animales vivos generalmente se hace por la ruta intra-
cerebral.
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