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Resumen y Abstract \%

Resumen

La mayoria de estudios de los efectos del virus de la rabia en el sistema nervioso se han
enfocado en el encéfalo. Pero, es la médula espinal, el componente del sistema nervioso
central por donde generalmente ingresa el virus desde los nervios periféricos. El propésito
de esta investigacion fue estudiar el tejido infectado con el virus de la rabia, en la médula
espinal de ratones, mediante el analisis de la distribucion de los antigenos virales, la
inmunorreactividad de marcadores neuronales y la ultraestructura de las células
infectadas. Se inocularon ratones con virus de la rabia por via intramuscular en las
extremidades posteriores. Cuando los animales alcanzaron un estado avanzado de la
enfermedad se extrajo la médula espinal y se corté en rodajas transversales mediante el
uso de un vibratomo. En estos cortes se llevé a cabo el estudio inmunohistoquimico para
detectar antigenos virales y para evaluar el efecto de la infeccion sobre la
inmunorreactividad de la proteina nuclear neuronal (NeuN), la proteina asociada a
microtubulos (MAP2), la proteina de neurofilamento (NF) y los siguientes marcadores de
neurotransmisores: GABA, glicina, GAD, transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) y
colina-acetiltransferasa (ChAT). Algunos de los cortes fueron procesados para microscopia
electronica. Este estudio confirm6 que la infeccidn con el virus de la rabia genera patologia
dendritica asociada al aumento en la expresion de proteinas del citoesqueleto neuronal,
altera la sintesis de algunos neurotransmisores, y genera apoptosis en las neuronas del
asta ventral de la médula espinal. Ademas, se estabeci6é que la la via motora es la ruta de
ingreso y dispersion del virus dentro de la médula espinal luego de inocularlo por la ruta

intramuscular en las extremidades posteriores..

Palabras clave: Virus de rabia, médula espinal, marcadores neuronales,

neurotransmisores, citoesqueleto, ultraestructura del sistema nervioso, apoptosis.
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Abstract

Most studies of the effects of rabies virus on the nervous system have focused on the brain.
But, it is the spinal cord, the component of the central nervous system through which the
virus usually enters from the peripheral nerves. The purpose of this study was to study
tissue infected with rabies virus in the spinal cord of mice by analyzing the distribution of
viral antigens, immunoreactivity of neuronal markers and ultrastructure of infected cells.
Rabies virus mice were inoculated intramuscularly into the hind limbs. When the animals
reached an advanced stage of the disease, the spinal cord was removed and cut into
transverse slices by the use of a vibratome. In these sections the immunohistochemical
study was carried out to detect viral antigens and to evaluate the effect of the infection on
the immunoreactivity of the neural nuclear protein (NeuN), microtubule-associated protein
(MAP2), neurofilament protein (NF) and the following neurotransmitter markers: GABA,
glycine, GAD, vesicular acetylcholine transporter (VAChT) and choline acetyltransferase
(ChAT). Some of the cuts were processed for electron microscopy. This study confirmed
that infection with the rabies virus generates dendritic pathology associated with increased
protein expression of the neuronal cytoskeleton, alters the synthesis of some
neurotransmitters, and generates apoptosis in neurons of the ventral horn of the spinal
cord. In addition, it was established that the motorway is the route of entry and dispersion

of the virus into the spinal cord after inoculation by the intramuscular route in the hind limbs

Keywords: Rabies viurs, spinal cord, neuronal markers, neurotransmitters, cytoskeleton

biochemistry, ultrastructure of the nervous system, apoptosis.
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Introduccidén

La rabia es una enfermedad ampliamente distribuida a nivel mundial; la mayoria de
victimas fatales se presenta en Africa y Asia especialmente en paises como la India. En
Latinoamérica el numero de casos ha disminuido pero la rabia sigue siendo considerada
una zoonosis de importancia en salud publica. Anualmente en el mundo mueren unas 55
mil personas y estan en riesgo de contraer la enfermedad mas de 3 millones. En la
actualidad la rabia es considerada una enfermedad desatendida que causa graves cargas
sociales y economicas en los paises donde esta presente (1,2). En Colombia se ha
evidenciado un incremento de la exposicién rabica (contacto con posibles vectores); en el
2007 fue del 8,7 % y en el 2011 del 31,5 %. Por esta razén es necesario enfocar las
actividades de control hacia los grupos con mayor riesgo y vulnerabilidad a las
exposiciones rabicas (3). Sin embargo, ademas de trabajar en la prevencion también es
necesario continuar en la tarea de investigar para hallar alternativas terapéuticas que

pueden curar la enfermedad (4).

Aunque las estrategias de prevencion y control de la rabia estan bien descritas, existen
una serie de obstaculos que impiden la eliminacién de esta enfermedad en el mundo, entre
ellos, la ausencia de instalaciones de diagndéstico, la deficiencia de sistemas de vigilancia
y el acceso limitado a las vacunas modernas (1). A esto se debe agregar la heterogeneidad
de los sintomas, el diagnéstico diferencial con otras enfermedades del sistema nervioso y
el creciente aumento de la poblacién humana en zonas donde estan presenten los vectores

silvestres (2).

Por otra parte, se ha avanzado muy poco en la investigacion para curar esta enfermedad,
gue aunque es 100% prevenible mediante la vacunacion de personas y animales, cuando
se presenta es mortal (5). Una alternativa para impedir la muerte hasta ahora inevitable de
los pacientes, es frenar la diseminacién del virus en el sistema nervioso para su posterior
eliminacion. Se ha propuesto un tratamiento basado en la induccion del coma en los

pacientes afectados y el uso posterior de antivirales (6), pero ha sido cuestionado por la
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falta de fundamentacion cientifica y sus pobres resultados (4,7,8). Se requiere incrementar
la investigacion para desarrollar terapias curativas. Para lograrlo es necesaria una mejor
comprension de los mecanismos béasicos implicados en la patogénesis de la rabia (9); a
pesar de afios de investigacion, los mecanismos de disfunciéon del sistema nervioso en

rabia siguen siendo poco claros (10).

Por estas razones esta investigacién tuvo como objetivo estudiar el tejido infectado con el
virus de la rabia en la médula espinal de ratones mediante el analisis de la distribucion de
los antigenos virales, la inmunorreactividad de marcadores neuronales y la ultraestructura
de las células infectadas. Para cumplir este propésito se realizé el estudio
inmunohistoquimico de marcadores de neurotransmisores, proteinas de citoesqueleto,
proteina NeuN y apoptosis. También se evalué la patologia dendritica por el método de

Golgi Cox y la ultraestructura neuronal por microscopia electrénica de transmision.

Este trabajo es una contribucion al conocimiento del efecto de la infeccion con virus de la
rabia en los sistemas de neurotransmision, el citoesqueleto neuronal, y los procesos de
muerte celular. Esto resultados aportan informacion importante para el entendimiento de

los procesos fisiopatologicos de la rabia.
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1.1. Virus de larabia.

1.1.1. Estructura basica

El virus de la rabia pertenece al género Lyssavirus de la familia Rhabdoviridae. La particula
viral tiene forma de bala, es mucho mas grande que la mayoria de virus y mide unos 75 x
180 nm. Es un virus de genoma ARN negativo el cual codifica las siguientes proteinas: la
nucleoproteina N, la fosfoproteina P, proteina de matriz M, la glicoproteina (G), y una ARN
polimerasa viral (L). Estas proteinas estan organizadas en una nucleocapside
ribonucleoproteica (virus ARN) rodeada por una envoltura lipoproteica (11). Las proteinas
L y P estan asociados con la estructura de ribonucleoproteina helicodal. La nucleoproteina
juega un papel en la replicacién y transcripcion (11), mientras la glicoproteina G es la
responsable de la invasion al sistema nervioso mediante la adhesion del virus areceptores

celulares (12).
1.1.2. Epidemiologia

La rabia esta distribuida por todo el mundo excepto en la Antartida; las tasas de mortalidad
mas altas se presentan en paises asiaticos y africanos (2). En América Latina los casos de
rabia han disminuido en las ultimas décadas debido a las campafias de prevenciéon contra
a la rabia canina. La mortalidad se estima en 0.01-0.60 por cada 100.000 individuos, siendo
Brasil, Perd, México y Colombia los paises con mayor niumero de casos de rabia humana
en la regiéon (13). Actualmente, el comportamiento epidemioldgico de la rabia animal en

Colombia es bien conocido. La region Caribe es clasificada de "riesgo alto", o que significa
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gue hay registro de casos humanos o animales, o se presenta la enfermedad en
departamentos vecinos o en territorios de otros paises (14). En Colombia se ha
demostrado que los focos de rabia silvestre (que afectan principalmente el ganado) estan
presentes en 31 de los 32 departamentos del pais siendo las épocas secas donde se
presenta mayor incidencia de casos (15). El perro es el principal vector de rabia en el
mundo, sin embargo, los casos de rabia humana transmitida por perros han disminuido en
un 95% debido a los programas de prevencion y control. En los lugares donde la rabia
canina esté bajo control, los vectores silvestres son los causales de mantener y transmitir
la enfermedad (13).

Los murciélagos son reservorios de diferentes especies de Lyssavirus alrededor del mundo
y son el principal reservorio del virus de la rabia en el continente americano (16). Desde el
2004 se reportan mas casos de rabia transmitida por vectores silvestres especialmente
murciélagos que los transmitidos por perros (13,17). Entre el 2010 y 2013 se reportaron un
total de 111 casos de rabia humana en paises de Latinoamérica y el Caribe; 40 de ellos
transmitida por perros y 63 por murciélagos (16). En Latinoamérica el principal transmisor
silvestre del virus de la rabia a animales domésticos y humanos es el murciélago
hemat6fago (vampiro) Desmodus rotundus. Ademas, las actividades humanas han
modificado el ambiente de tal manera que hay un aumento de las posibilidades de contacto
con esta y otras especies portadoras y, en consecuencia, el aumento de los casos de rabia

de origen silvestre (17).

No existe un tratamiento para curar la rabia una vez aparecen los sintomas. Las medidas
de profilaxis post-exposicion comprenden la vacunacion y la inmunizacién pasiva con
inmunoglobulina antirrdbica humana, la cual se inyecta en el area de la mordedura porque
ataca al virus y pueden frenar o detener la progresion viral (11). Sin embargo, existen
inconvenientes tales como la distribucion inequitativa de las vacunas y las
inmunoglobulinas (18), inclusive, estas pueden no estar disponibles en muchos paises de
Asia y Africa (19).

Una alternativa para reducir la incidencia de la rabia, podria ser la masificacion del

tratamiento pre-exposicion (vacunacion) pero los altos costos de la vacuna impiden la
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inmunizacién masiva (18). Ademas existe disparidad en los protocolos de inmunizacion en
cuanto al numero de dosis, la via de inoculacion y la cantidad utilizada (19). Por estas
razones el tratamiento se ha restringido a las medidas profilacticas realizadas después del

contacto con un animal infectado (1).

1.1.3. Mecanismos de infeccion del virus de la rabia

La infeccién con el virus de la rabia generalmente es causada por el contacto (mordedura
o arafiazo) con un animal infectado especialmente en las extremidades. La transmisién
humano-humano es accidental y se ha reportado principalmente en trasplantes (20). Otros
mecanismos de infeccion pueden ser: la inhalacién de aerosoles con el virus (ej: en cuevas
de murciélagos), la contaminaciéon con una herida abierta y contactos de la mucosa con
saliva o muestras infectadas (21). El periodo de incubacion de la enfermedad en humanos
es de 20 a 60 dias, pero en ocasiones se han reportado casos superiores a 1 afio (22);
estos largos periodos de incubacién son probablemente causados por la inoculacion de
una baja cantidad de particulas virales y/o por la existencia de mecanismos de
silenciamiento enddgeno de RNA o microRNAs (miRNAS) que ralentizan la replicacién viral

en el musculo (23).

La entrada del virus por la ruta motora (no en las terminaciones sensoriales o autonémicas)
se determina por la presencia del receptor nicotinico de la acetilcolina en la unién
neuromuscular, mediada por la glicoproteina del virus que tiene un papel importante en la
union con estos receptores (12). También se ha demostrado la capacidad del virus de la
rabia de la variante de murciélago de pelo plateado de replicarse en células epidérmicas
in vitro (24). Esto sugiere la posibilidad de ingreso por via sensorial o inervacion simpatica
de la piel, pero hasta ahora este mecanismo esta en discusién (21). Gabriella Ugolini, quien
por muchos afos ha estudiado los mecanismos de transporte del virus de la rabia y su uso
como trazador neuronal sostiene que sélo esta demostrado el transporte axonal retrégrado
de las particulas virales a través de la via motora (25). Recientemente se publico un estudio
donde los autores inocularon virus a través de la almohadilla plantar de ratones y luego lo
detectaron en células sensoriales del ganglio de la raiz dorsal y de la médula espinal (26).

Ellos proponen que la via de ingreso del virus (sensorial o0 motora) depende del sitio de
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inoculacion. En los musculos por lo general el virus no estimula una respuesta
inmunoldgica pero es susceptible a la neutralizacion si existen anticuerpos (22). Una vez
el virus ingresa, la proteina P interactia con las moléculas de la cadena de dineina; sin
embargo, algunos estudios han demostrado que no es un mecanismo esencial para el
transporte de virus. Posteriormente el virus se transporta en compartimentos membranales
similares a los factores neurotréficos y es poco probable que esté libre en el citoplasma
(27).

Uno de los mecanismos que se propone para el transporte del virus de la rabia por via
retrograda en el axdn es unirse a los receptores p75NTR que facilitan la internalizacion
del virus por la via p75. Esta via aumenta las tasas de transporte debido a que realiza
menos detecciones llegando de manera mas eficiente al cuerpo celular. Esto es posible
puesto que p75 parece activar diferentes cascadas de sefializacion y como resultado de la
unién de varios ligandos distintos o interacciones con diversos co-receptores gue regulan

a la alta el transporte axonal retrogrado (27).

La idea mas aceptada es que el virus de la rabia en condiciones naturales se disemina
exclusivamente por transporte axonal retrégrado y so6lo a través de los contactos
sinapticos. Estas caracteristicas lo han hecho un excelente trazador neuronal (25). Sin
embargo, en estudios donde se usé la infeccion de ratones DRG con virus de la rabia
atenuado (SAD-B19) deficiente de la glicoproteina (G) se ha logrado establecer la
posibilidad del transporte anterégrado. Se especula que el virus tiene la capacidad de ser
transportado activamente a lo largo de microtibulos y es capaz de interactuar con
miembros de la familia de las dineinas. Este mecanismo es usado por otros tipos de virus
como los del Herpes para permitirle transporte bidireccional. Esto sugiere que el transporte
del virus de la rabia puede ser mediado por diferencias moleculares en la dinamica del
citoesqueleto dentro de las neuronas sensoriales (28). Algunos resultados indican que en
el transporte retrogrado el virus de la rabia es transferido a través de las sinapsis axo-
dendriticas y/o axo-sométicas a las neuronas motoras; sin embargo, las sinapsis axo-
axonicas también parecen ser un sustrato para la transferencia del virus de la rabia de

forma anterégrada pero sélo con virus desprovisto de proteina G (28).
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1.1.4. Manifestaciones clinicas

Las infecciones con el virus de la rabia resultan en dos tipos de manifestaciones. La rabia
furiosa caracterizada por cambios en el comportamiento, fluctuaciones en la conciencia,
cambios en el estado mental de los pacientes, fobias y problemas respiratorios. En la rabia
paralitica se presenta paralisis motora similar al sindrome de Guillain-Barré. En ambos
casos los pacientes presentan coma y posteriormente la muerte (21,29). La proporcion
entre los dos tipos de rabia es de 3:1 y el tiempo de supervivencia de los pacientes es
menor cuando se presenta la rabia furiosa. Se ha demostrado mayor presencia de
antigenos de rabia en la médula espinal, el troco encefélico y la corteza cerebral en la rabia
furiosa (29). Por otra parte, en la rabia paralitica se ha encontrado un aumento de la
reaccion inflamatoria mediada por células T en el tronco encefalico (29). Los autores
sugieren que este evento podria retardar la propagacion del virus al resto del encéfalo
disminuyendo la carga viral, razén por la cual los tiempos de supervivencia son mayores
en la rabia paralitica y la concentracién de antigenos es mayor en el encéfalo en la rabia

furiosa.

1.1.5. Diagndstico

El diagnéstico de la infeccion con el virus de la rabia hace parte de las recomendaciones
de la OIE (Organizacion Mundial de Sanidad Animal) y la OMS (Organizacién Mundial de
la Salud) para la prevencion y control de la enfermedad. La confirmacién se realiza post
mortem mediante pruebas de laboratorio en tejido nervioso extraido de personas o
animales muertos. En algunos casos las pruebas no se realizan debido a creencias
culturales o religiosas lo que conlleva a un sub-registro de la enfermedad (30). El
diagnéstico pre-mortem y post-mortem del virus de la rabia estd sujeto a ciertas
limitaciones. Los recientes avances moleculares tienden a complementar los enfoques

convencionales potenciando la resolucion diagnostica de la rabia (31)

La prueba ‘estandar de oro’ para el diagndstico de la rabia es el test de
inmunofluorescencia directa que identifica proteinas de la nucleocapside del virus y
entrega resultados en pocas horas en un 95-99% de los casos. Sin embargo, la precision

de la prueba es dependiente de la calidad del tejido. Este debe ser tejido fresco. En las
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regiones donde los sistemas de salud son insuficientes y las vias de acceso son pocas o
precarias los cadaveres presentan problemas de descomposicion, generando diagnostico
de falsos negativos cuando se usa la prueba de inmunofluorescencia (30,31). Por esta
razén se ha recomendado el uso de pruebas de PCR de ARN viral que han demostrado
una mayor robustez. Algunos estudios han demostrado la deteccion del ARN viral en tejido
extraido de cerebros después de 70 dias post mortem. El uso de RT-PCR se ha sugerido
como prueba de apoyo en el diagnéstico de la rabia (30). Sin embargo, existen barreras
financieras y logisticas que impiden el uso rutinario de ensayos moleculares de diagndstico
(31). Otra de las pruebas confirmatorias de la enfermedad es la inoculacion intracerebral
en ratones lactantes con material infectado. Esta prueba ha demostrado una gran
sensibilidad cuando la muestra esta en buenas condiciones; no obstante, el tiempo de

resolucion es muy largo (28 dias) (31).

En ocasiones es necesario llevar a cabo el diagndstico con tejido cerebral sometido a
fijacion con aldehidos, especialmente cuando no se tienen indicios que hagan pensar en
la rabia o si se tienen dificultades con el transporte de las muestras en fresco (32). Con
este tipo de muestras tradicionalmente el diagnéstico de la rabia se realizaba mediante
pruebas histoldégicas convencionales como la hematoxilina y eosina (H&E) donde se
describe la presencia de cuerpos de Negri. Sin embargo, este diagnéstico presenta
limitaciones porque requiere gran experiencia del patélogo y el cuerpo de Negri no siempre
esta presente en el tejido infectado (31,33,34) Debido a estas consideraciones el
diagnostico de rutina en laboratorios de patologia se complementa con la técnica
inmunohistoquimica que tiene mayor especificidad debido a que usa anticuerpos para la

deteccidn de antigenos especificos del virus de la rabia (31,34)

1.1.6. Patologia

Macroscépicamente el examen de encéfalos infectados con el virus de la rabia presenta
alteraciones relativamente insignificantes o no especificas. A veces se reporta una leve
inflamacién cerebral, congestion de las leptomeninges y los vasos sanguineos del
parénquima (35). A nivel histopatolégico no se evidencian cambios importantes en el tejido
nervioso. El virus infecta casi exclusivamente a las neuronas en donde forma inclusiones

eosinofilicas intracitoplasmaticas (cuerpos de Negri) que se consideran el rasgo
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patognomonico de la rabia, pero no estan presentes en todos los casos. Estas inclusiones
pueden ser apenas perceptibles o estar ausentes entre un 20 y 60% de las muestras
infectadas con el virus de la rabia (33,34).

En algunos modelos animales se ha asociado la infeccion rabica con diferentes grados de
disolucion de los cuerpos de Nissl, degeneracién vacuolar del neuropilo y ruptura nuclear
ocasional (10). En la corteza cerebral, en el hipocampo y el cerebelo de ratones se ha
observado presencia de actividad microglial e infiltracion de células inflamatorias
mononucleares (10,36), pero el dafio neuronal causado por el virus de la rabia no es
originado por la infiltracién de linfocitos y la activacién de la microglia (10,36). Los estudios
de microscopia electrénica se han enfocado mas a la localizacién de las particulas virales,
sin embargo, han revelado vacuolizaciéon del citoplasma y edema intracelular que se
extiende a las dendritas (10,37). Recientemente, en nuestro laboratorio, hemos hallado
degradacién de los microtibulos asi como la presencia de figuras de mielina en las
dendritas de las células piramidales de la corteza cerebral de raton en correlaciéon con
patologia dendritica (38,39,40).

Se considera que el virus de la rabia no genera muerte celular (41). Esporadicamente
ocurre picnosis o necrosis neuronal (34,35,42). La apoptosis podria ser un factor protector
de la infeccion (10) pero no es considera importante en rabia en condiciones naturales
(41,43). No obstante, estudios con virus CVS han reportado la presencia de apoptosis en
las células del encéfalo de ratones lactantes o recién destetados, especialmente cuando
la inoculacion es intracerebral (36,43,44). Los hallazgos neuropatoldgicos leves y la poca
presencia de apoptosis, sugieren que la disfuncién neuronal, en lugar de la muerte
neuronal, es probablemente la responsable de la enfermedad clinica y el resultado fatal en
la rabia (45). No obstante, la patologia dendritica demostrada con la técnica de Golgi es

evidencia de que si puede haber dafio neuronal estructural (39,46)
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1.2. Médula espinal.

La médula espinal forma parte del sistema nervioso central y presenta una
compartimentacion de los distintos tipos de areas funcionales (sensitivas, motoras,
autonomicas) similares a las del encéfalo. Transmite la informacion sensitiva desde las
extremidades superiores, tronco, extremidades inferiores y desde la mayoria de las
visceras. Ademas, contiene fibras y células que controlan a los elementos motores que se
encuentran en esas mismas estructuras (47,48). La médula espinal durante el desarrollo
presenta una serie de segmentaciones pero en el adulto es continua y cilindrica. Esta
compuesta por un centro interior de sustancia gris rodeado por una cobertura exterior de
sustancia blanca. Esta protegida por las meninges (duramadre, arachoides y piamadre) y
el liquido cefalorraquideo subaracnoideo y se encuentra en el interior del canal espinal,
adaptandose a todas las curvas de la columna vertebral, sin entrar en contacto con la

superficie 6sea (47,48).
1.2.1. Estructura de la médula espinal

La médula espinal se deriva de la porcién caudal de la placa neural embrionaria y de la
eminencia caudal. La placa neural da origen a los segmentos cervical, toracico, y lumbar,
mientras que la eminencia caudal da origen a los segmentos sacros y coccigeos. La
médula espinal humana se extiende desde el foramen magno hasta la primera o segunda
vértebra lumbar. Esta conformada por 31 segmentos: 8 segmentos cervicales (C1-C8), 12
segmentos toracicos (T1-T12), 5 segmentos lumbares (L1-L5) 5 segmentas sacros (S1-
S5) y 1 segmento coccigeo (Col) (48). En rata y ratdén se ha determinado la presencia de
34 fracciones distribuidas en 8 segmentos cervicales (C1-C8), 13 toracicos (T1-T13), 6
lumbares (L1-L6), 4 sacros (S1-S4) y 3 coccigeos (Col-Co3) (47,49). La longitud de la
médula espinal es inferior a la de la columna vertebral y en general ocupa los dos tercios
superiores del canal vertebral; en humanos la terminacién caudal de la médula espinal por
lo general puede estar a la altura de la vértebra L1 o L2 y en rata a la altura de la L3 (47).
De la médula espinal se desprenden los nervios espinales; a nivel cervical abandonan el
canal vertebral a través de los agujeros intervertebrales arriba de la vértebra

correspondiente. El octavo nervio cervical pasa a través del agujero entre la séptima
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vértebra cervical y la primera vértebra torcica; esto se debe a que hay 8 segmentos
cervicales en la médula y sélo 7 segmentos cervicales en la columna vertebral. Desde este
punto los nervios espinales salen del canal a través de los agujeros que se encuentran

inmediatamente debajo de la vértebra correspondiente (47).

Los nervios espinales estan formados de la unién de las proyecciones de la raiz dorsal y
raiz ventral de la médula espinal. Después de que las raices dorsales y ventrales se
transforman en el nervio espinal, este sale de la columna vertebral, para luego bifurcarse
en sus ramas primarias dorsal y ventral. Las raices espinales a su vez estan formadas por
un conjunto de raicillas que se van expandiendo a medida que se acercan a la raiz
llegando a abarcar la totalidad de su segmento medular. En la rata la médula espinal posee
alrededor de 15 raicillas dorsales y 15 raicillas ventrales en cada lado; en humanos solo
de 6 a 8 raicillas dorsales y ventrales (47). Las raicillas dorsales estan conjuntamente
agrupadas a la raiz dorsal y las raicillas ventrales estan atadas a la raiz ventral. Esta
especializacion es fundamental para entender las diferencias funcionales entre la raiz
dorsal y la raiz ventral de la médula espinal. Se ha demostrado que la raiz dorsal esta
conformada por fibras sensoriales y recibe aferencias de la piel, subcutédneas, tejidos
profundos y las visceras; puede haber unas pocas fibras eferentes (rata). La raiz ventral
esta constituida por fibras somaticas (motoras) eferentes y fibras autonémicas
presinpticas. La longitud y oblicuidad de las raices aumenta progresivamente en
direcciéon rostrocaudal porque aumenta la distancia entre los segmentos de la médula
espinal y el correspondiente segmento vertebral. Las raices lumbosacras son
necesariamente mas larga y constituyen la cauda equina o cola de caballo que llega a nivel
de la S2 (47).

1.2.2. Sustancia Gris

En un corte transversal de la médula espinal, la sustancia gris es muy similar a una H o
silueta de mariposa. Se puede dividir en asta posterior (dorsal) y asta anterior (ventral) con
una region intermedia en el medio de estas dos. Las columnas (astas) anterior y posterior
estan unidas por una pequefia comisura gris que contiene un estrecho conducto central.
El volumen de sustancia gris presente en cualquier nivel de la médula esté relacionado con

el nimero de musculos y otras estructuras inervadas en el nivel respectivo. Su tamafio es
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maximo en la intumescencia medular cervical y lumbosacra, que inervan los musculos de
los miembros superiores e inferiores respectivamente (47,48). La sustancia gris de la
médula espinal se compone de los somas neuronales, las dendritas, la parte proximal del
axon, las terminales axoénicas de las fibras que hacen sinapsis en esta zona y las células
gliales (47). Las neuronas en su mayor parte son de tipo multipolar y de gran tamafo.
También existen interneuronas las cuales predominan en el asta dorsal y en la zona

intermedia aunque también se pueden encontrar en el asta ventral (47,50).

En cortes transversales de médula se puede realizar una representacion esquematica
laminar de los nucleos neuronales especialmente los del cuerno dorsal. Se identifican diez
laminas neuronales en la médula espinal. El esquema de laminacion concuerda bien con
los sitios conocidos de origen y terminacién de las fibras aferentes y eferentes, lo que hace
posible atribuir funciones por lo menos a ciertos grupos de células de la médula espinal.
Este esquema es conocido como “/aminas de Rexed”. En resumen las laminas del | al IV
son la principal region receptora cutanea; la lamina V recibe aferencias desde las visceras,
piel y musculos; la lamina VI aferentes mayormente propioceptivos y algunos cutaneos; la
lamina VII contiene interneuronas que se comunican con las motoneuronas y los axones
de la lamina VII se proyectan a las laminas VIl y IX en direccién tanto ipsilateral como
contralateral en los mismos niveles segmentarios cercanos. La lamina IX esta compuesta
por neuronas motoras cuyos axones salen de la médula espinal por las raices ventrales
para inervar las fibras musculares estriadas. Por ultimo, la lamina X rodea el canal central,
se compone de axones decusados, neuroglia y algunas células que tienen propiedades

funcionales de interneuronas (47,49).

Debido al enfoque de este estudio, a continuacion se profundizara en las ldminas mas
relacionadas con la funcion motora, esencialmente en las laminas VII, VIl y IX del asta

ventral de la médula espinal.
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1.2.3. Lamina VIl

Corresponde a una extensa area de sustancia gris que ocupa el territorio entre el cuerno
dorsal y el cuerno ventral, asi como una gran parte del espacio situado dentro del cuerno
ventral. Las células de esta lamina son mayormente medianas y se distribuyen de manera
homogénea en toda la lamina; sin embargo, existen algunas neuronas grandes en forma
de estrella o redondeadas que asemejan motoneuronas. En general la ldmina VIl esta
conformada por células triangulares, multipolares y fusiformes. En humanos esta lamina
se caracteriza por células con dendritas que se extienden principalmente en el plano
mediolateral; estas dendritas pueden extenderse a lo ancho de la sustancia gris. En rata
se ven neuronas pequefias con cortos arboles dendriticos escasamente ramificados
(47,50).

La lamina VIl es blanco de areas encefalicas involucradas en la funcion motora. La corteza
motora, el ndcleo rojo y la sustancia gris periacueductal proyectan a las interneuronas de
la lamina VII. Ademas recibe aferencias principalmente de los masculos y las articulaciones
y a nivel toracico también recibe aferencias de las visceras. En su mayoria las células de
la lamina VII son interneuronas premotoras que proyectan hacia las células motoras de la
lamina IX. También presenta proyecciones supraespinales hacia la amigdala, hipotalamo,
cerebelo, coliculo superior contralateral, ndcleo parabranquial, sustancia gris
periacueductal y formacion reticular pontomedular (51). Neuroquimicamente en los
cuerpos celulares de la lamina VIl se ha descrito marcacién para calbindina, calretinina,
parvoalbumina, encefalina, GABA, glicina y Oxido nitrico (47). Por lo general es
considerada que la funcién de la lamina VIl es la de regular el movimiento y la postura por
medio de la conexion de las interneuronas con las motoneuronas. Las interneuronas que
interactdan con las neuronas motoras que inervan la musculatura del tronco estan situadas
en la regibn medial de la ldmina, mientras las interneuronas que conectan con las
motoneuronas que inervan a la musculatura de las extremidades se sitan en su mayoria

en la region lateral de esta lamina (47,50).
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1.2.4. Lamina VIl

La ldmina VIII varia en su forma y tamafio dependiente del nivel de la médula espinal. A
nivel cervical y toracico se ubica en la base medial del cuerno ventral, en los otros niveles
se extiende a través de toda la base del cuerno ventral. Las células de esta lamina varian
en forma y tamafo; existen células que se asemejan a motoneuronas, y otras en forma de
huso. La mayoria de las células en la lamina VIII tienen arboles dendriticos que se orientan
dorsoventralmente. Las dendritas dorsales son proyectadas a la ldmina VIl y/o la comisura
ventral y las ramas ventrales se dirigen hacia la punta ventromedial del asta ventral. Las
arborizaciones ventral y medial por lo general son simétricas con solo una pequefia

propagacion ventrolateral (51).

La mayoria de las neuronas de la lamina VIII no proyectan a regiones supraespinales. Los
axones se proyectan de forma ipsilateral o contralateral a las laminas VII-IX. Otros axones
ascienden o descienden en la sustancia gris inmediatamente adyacente. La mayoria de
las células de la lamina VIII son interneuronas o neuronas propioespinales. Se ha
demostrado que algunas células de la lamina VIII se proyectan a la region contralateral del
cerebelo, la regién dorsal del nucleo reticular del bulbo raquideo, la formaciéon pontome
dular reticular y el talamo (51). Se conocen pocos datos de la quimioarquitectura de las
células de la lamina VIII. Generalmente se ha demostrado que la mayoria de las células
son de tipo GABAérgico y algunas pocas células contienen 6xido nitrico, calbindina y
parvoalbimina (47). La lamina VIII juega un papel fundamental en la coordinacién de
movimientos y la coordinacion de la actividad locomotora en los dos lados del cuerpo.
Probablemente mediante la accidon refleja cruzada y/o la accién sinaptica descendente
cruzada con las motoneuronas. Ademas, la mayoria de las neuronas a nivel cervical y
lumbar que tienen largas conexiones supraespinales esta en la lamina VIII, y presentan

funcién de coordinacién de movimientos de las extremidades superiores (51).
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1.2.5. LaminalX

La lamina IX se localiza en la base de la raiz ventral; estd compuesta de motoneuronas y
por lo general se pueden dividir en dos grupos funcionales. Un grupo somatico de
motoneuronas que inervan el esqueleto o masculos voluntarios y otro grupo visceral donde
la inervacion de las motoneuronas se dirige a los musculos lisos y las glandulas vicerales.
Las principales células de esta lamina son las a-motoneuronas que presentan forma de
estrella'y son las mas grandes de la médula espinal; los axones de estas neuronas inervan
los musculos estriados. Las y-motoneuronas son mas pequefias en comparacion a las a-
motoneuronas; estas neuronas inervan elementos contrictiies de los husos
neuromusculares. Los axones de las a y y motoneuronas salen a través de la raiz ventral
(47,50). En la lamina IX también se encuentran neuronas pequefias que superan en
cantidad a las neuronas motoras. Los axones de estas neuronas se extienden por
distancias considerables hacia arriba y abajo de la médula espinal en el fasciculo propio

adyacente a la sustancia gris (48).

La lamina IX tiene un patrén general de organizacién de tal modo que las columnas
mediales inervan a la musculatura axial y las laterales, presentes en los engrosamientos
cervical y lumbar, inervan a los muasculos de las extremidades. Las motoneuronas
dorsaleterales del asta ventral de cada columna inervan a la musculatura flexora y las
ventrales a la musculatura extensora. Las columnas dorsomedial y ventromedial (axiales)
estan a lo largo de toda la médula, mientras que las columnas ventrolateral (brazo o muslo),
dorsolateral (antebrazo o pierna) y retrodorsolateral (mano o pie), aparecen sélo en los
engrosamientos. En la médula cervical (C3-C5) y lumbosacra (L4-S4) existe una columna
central que inerva al musculo diafragma y al diafragma pélvico, respectivamente. En rata
las dendritas de las neuronas motoras se extienden en el plano rostrocaudal, mediolateral
y dorsoventral hacia adentro de las laminas VII-IX. Las motoneuronas en el asta ventral
son colinérgicas (49), sin embargo, se ha logrado identificar motoneuronas con otras

sustancias transmisoras como la dopamina (47).
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1.3. Neurotransmisores.

Los neurotransmisores son sustancias quimicas que ejercen su accion sobre la actividad
eléctrica de las neuronas después de la interaccion con los receptores de las superficies
celulares como parte esencial de la comunicacion neuronal. Para definir si una sustancia
guimica debe ser catalogada como neurotransmisor se deben tener en cuenta los
siguientes criterios: Sintesis: la sustancia debe ser sintetizada en la neurona presinéptica.
Localizacion: la sustancia debe localizarse dentro del botén presinaptico de la sinapsis y
ejercer un efecto sobre la neurona postsinaptica. Liberacion: la liberacion debe ser desde
el boton presinaptico después de la estimulacion o despolarizacion de la neurona.
Remocién: por lo general existe un mecanismo de remocién del neurotransmisor en la
hendidura sinaptica. Identidad de accién: cuando es administrado de manera exdgena en
concentraciones razonables imita la accién de la liberacion endégena (52,53). En el
sistema nervioso central se han descrito diferentes sustancias que cumplen los criterios de
un neurotransmisor. Por esta razén, se han agrupado en diferentes grupos segun su
composicion quimica. Los aminoacidos: acido y-aminobutirico (GABA), glicina, aspartato y
glutamato. Las aminas bidgenas: dopamina, epinefrina, norepinefrina, serotonina,
melatonina e histamina. Otros neuotransmisores importantes son el acetilcolina y los
neuropéptidos. EI ATP y la adenosina conforman el grupo de los nucle6tidos y nucledsidos.

El 6xido nitrico, una sustancia gaseosa, también se considera neurotransmisor (52,53).

1.3.1. GABA

El GABA es considerado el mayor neurotransmisor inhibitorio del SNC en mamiferos. La
presencia de GABA en las interneuronas de la médula espinal contribuye a la modulacion
del equilibrio entre el tono excitador e inhibidor en la transmision sinaptica. Las alteraciones
de la funcién de este neurotransmisor en humanos estan relacionadas con desoérdenes
tales como la hiperexcitabilidad (convulsiones), retardo mental, epilepsia, alteraciones del
suefio, dependencia a drogas especialmente alcohol, desérdenes de coordinacion,
disquinesia, enfermedad de Huntington y Parkinson (54). EI GABA se encuentra en

muchas de las células de la médula espinal. En el asta ventral, la interaccion de las
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motoneuronas con las interneuronas (GABAérgicas) es muy importante en los procesos
de locomocién (55).

En estudios realizados en ratas con la enzima acido glutamico descarboxilaza (GAD) (que
interviene en la sintesis de GABA) se ha demostrado la presencia de células que expresan
esta enzima en casi todas las laminas de la médula espinal incluyendo al funiculo
dorsolateral. No se ha reportado presencia de células GAD positivas en la lamina IX
aungue si algunas proyecciones correspondiente a las interneuronas que expresan GAD
(56). En la lamina VIl se observan la mayoria de las células GAD positivas y algunas de
ellas tienen estrecha comunicacion con las motoneuronas al borde de la lamina I1X. Las
neuronas positivas a GAD en la lamina VIl se caracterizan por tener formas irregulares,
presentar agrupaciones de 3 o0 4 neuronas y ser de tamafio mediano (56). Existe evidencia
de la presencia de GABA y glicina como neurotransmisores inhibitorios de estas células
(51). En la ldmina VIl las neuronas GAD positivas presentan formas irregulares de tamafio
mediano (56); la mayoria de estas interneuronas de la lamina VIII expresan GABA como
el principal neurotransmisor inhibitorio (51).

1.3.2. Glicina

La glicina es el aminoacido no esencial mas sencillo presente en el organismo. En el SNC
se ha demostrado que la glicina desempefia la funcién de neurotransmisor inhibidor y
neuromodulador de los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). La glicina esta presente
principalmente en la médula espinal. Tiene un rol importante en la regulacion de diferentes
vias motoras y sensoriales y en la alternancia de movimientos de izquierda — derecha
caracteristicos de conductas motoras especificas (57,58). Se ha demostrado
inmunorreactividad a glicina en todas las laminas y en todos los niveles de la médula
espinal de rata, aunque hay variacion en la densidad de fibras inmunorreactivas en las
diferentes regiones de la médula espinal. En el asta ventral se ha determinado que la
inmunorreactividad de glicina esta dada por fibras que rodean a las motoneuronas de la
médula espinal. Ocasionalmente se encontraron cuerpos de células pequefas
inmunorreactivas a glicina cerca de las neuronas motoras (57,58). En la lamina VII de la

médula espinal se han hallado células que coexpresan GABA y glicina denominadas
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células de Renshaw. Estas realizan sinapsis inhibitorias sobre interneuronas, neuronas
ventrales espinocerebelosas y otras células de Renshaw, asi como sobre las a-

motoneuronas (59).

1.3.3. Acetilcolina (ACh)

Las neuronas colinérgicas estan involucradas en el control sensorial, autonémico y motor
de la médula espinal (49). Para identificar las células que expresan ACh se utilizan tres
tipos de marcadores: la colina acetiltransferasa (ChAT), enzima que sintetiza la ACh; la
acetilcolinesterasa (AChE), la enzima que hidroliza al acetilcolina y el transportador
vesicular de acetilcolina (VAChT), proteina responsable del transporte de la acetilcolina
través de las vesiculas sinapticas (50). En la médula espinal las neuronas colinérgicas se
encuentran principalmente en la lamina IX. También se han identificado neuronas positivas
para ACh en las laminas lll, IV y V donde se cree que hacen parte de un sistema anti-
nociceptivo enddgeno (49,50). Las neuronas ChAT positivas de la lamina IX son
motoneuronas. La mayoria de estas neuronas tienen forma redondeada y corresponden a
las a-motoneuronas. Existe otro grupo de células mas pequefas identificadas como y-
motoneuronas dentro de esta misma lamina. Usando el anticuerpo anti-VAChT, la
inmunorreactividad corresponde a neuronas grandes y pequefias que se presume sean a-
motoneuronas y y-motoneuronas respectivamente (50). También se ha determinado que
algunas neuronas inmunorreactivas para ChAT y VAChT estan presentes en las laminas
X y en el zona media de la lamina VIl de la médula espinal (49). Existen células
preganglionares del sistema autbnomo simpatico que expresan ACh como
neurotransmisor. Estas células se extienden entre la region cervical y lumbosacra de la
médula espinal desde la T1 hasta la L2 (53). En ratas, las células preganglionares
simpaticas se ubican en las laminas V y VII. Sin embargo se han identificado interneuronas
no colinérgicas presentes dentro de nlcleos autbnomos de la médula espinal. Estas
interneuronas tienen caracteristicas morfoloégicas que las distinguen como neuronas

preganglionares del simpético (60).
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1.4. Citoesqueleto neuronal.

El citoesqueleto ayuda a las células a mantener su forma y organizacion interna. También
proporciona soporte mecanico que permite a las células llevar a cabo funciones esenciales
como la division y el movimiento. Estd conformado por tres complejos estructurales:
microtubulos (MTs), neurofilamentos (NF) y microfilamentos (MF). Cada uno tiene una

composicion caracteristica, estructura y organizacion especializada (61,62).
1.4.1. Microtubulos

Los microtubulos son ensambles de dimeros de a y B tubulina que se unen a proteinas
especificas llamadas proteinas asociadas a los microtibulos (MAPS). La asociaciéon
diferencial entre estas proteinas permite una gran diversidad en la modulacién funcional
de los componentes del citoesqueleto en el entorno celular (62). Las MAPs se pueden
dividir en tres familias distintas: MAP-1, Tau y MAP2. La familia MAP-1 tiene tres isoformas
presentes en la mayoria de los vertebrados. Los miembros de la familia MAP-1 son
codificados por diferentes genes; su funcién es la de regular y estabilizar la formacion de
microtibulos. Las MAP-1 se expresan predominantemente en las neuronas y son
importantes en la formacion y el desarrollo de los axones y dendritas durante la
diferenciacién neuronal (62). La proteina Tau se encuentra localizada en el citoplasma y
participa en el ciclo de asociacién-disociacién de los microtdbulos, confiriendo dinamismo
a los mismos (63). En la familia MAP2 las isoformas se dividen en las de alto peso
molecular (MAP2A y MAP2B) que se expresan exclusivamente en las neuronas maduras;
su expresion se limita al cuerpo celular y las dendritas, pero no se encuentran en los
axones. Las MAP2 de bajo peso molecular (MAP2C y MAP2D) estan presentes en todos
los compartimentos neuronales y en células gliales (62,63). Dentro de las funciones de las
MAP2 se encuentran: estabilizacion de los microtubulos, inhibicién de la polimerizacion,
aumento de la rigidez de los microtubulos y modulacion de la iniciacion de las neuritas.
Ademas participan en la formacion de entrecruzamientos entre los microtubulos y los

neurofilamentos (63).
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1.4.2. Neurofilamentos

Los filamentos intermedios se caracterizan por ser los elementos del citoesqueleto mas
rigidos y resistentes, forman una red periférica al nlcleo y se extienden alrededor de la
célula. Su mision fundamental es proporcionar resistencia mecanica a la célula, asi como
regular la distribucibn de proteinas y la transmision de sefales intracelulares. Los
neurofilamentos se encuentran en el pericarion y dendritas pero mas abundantes en los
axones de las neuronas del sistema nerviosos central y periférico. Estan formados por
polimeros en tripletes proteicos de 3 subunidades de tubulina de 68, 160 y 200 Kd
(Kilodalton), que son los llamados NF-L (Low), NF-M (Medium) y NF-H (High),
respectivamente. Tienen un didmetro de 10 nm y la cantidad de NF es proporcional al
calibre de la fibra nerviosa (64). Las tres subunidades NF se expresan en distintas etapas
del desarrollo de los vertebrados, asociadas a la diferenciacion neuronal. Inicialmente, NF-
L se expresa al comienzo de la diferenciacion neuronal y se solapa con la expresion de
internexina y periferina. NF-M se expresa poco después con la aparicion de la formacion
de neuritas, mientras que NF-H se expresa mas tarde, cuando se requiere el crecimiento
axonal radial para la maduracion del sistema nervioso (65). La funcion de los NF-H es
fundamentalmente estructural; participa en el crecimiento radial de los axones durante el
desarrollo, el mantenimiento del calibre del axén y la transmision de impulsos eléctricos a
lo largo de los axones, es decir, en la velocidad de conduccién nerviosa (64). En algunas
condiciones patolégicas los neurofilamentos pueden acumularse en grandes cantidades
dentro de los cuerpos celulares y axones proximales de las neuronas afectadas. Ejemplos:
la atrofia muscular espinal, la paraplejia espastica, la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson (64,65).
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1.5. El marcador neuronal NeuN

La proteina nuclear neuronal (NeuN) se conoce desde 1992 (66) y ha sido utilizada como
marcador neuronal en estudios neurohistolégicos y neuropatolégicos pues permite
distinguir entre neuronas y otros componentes del tejido nervioso (67). Se ha propuesto
como un sustituto de la técnica de Nissl para llevar a cabo conteos neuronales (68),
aungue algunos investigadores han cuestionado su uso con ese propdsito (69). Otro
aspecto que se debe tener en cuenta es que esta proteina parece no estar presente en
algunos tipos de neuronas, por ejemplo, en células de Purkinje, células mitrales, células
de Cajal-Retzius, y células ganglionares simpaticas (66,67,70). La aparente falta de
expresion de NeuN en estas células ha sido objeto de diferentes interpretaciones, no
obstante, su utilidad como marcador neuronal sigue siendo reconocida (70). La reaccion
inmunohistoquimica se presenta principalmente en el ndcleo, pero se ha demostrado
inmunorreactividad en el citoplasma y en las dendritas. Ademas de ser un marcador de
neuronas maduras, es Util para examinar etapas de desarrollo y diferenciacion del CNS.
La disminucién de la positividad para NeuN en algunos casos se puede asociar a
degeneracion neuronal (71,72).

1.6. Antecedentes.

1.6.1. Estudios sobre neurotransmisores y citoesqueleto en

rabia

Estudios sobre los efectos de la infeccion con rabia relacionados con neurotransmisores
son escasos. Hay evidencia de que el virus de la rabia utiliza los receptores nicotinicos de
la acetilcolina de la unién neuromuscular para su ingreso a la célula blanco (73,74,75). En
un estudio en ratones se reportd disminucién no estadisticamente significativa (entre el 5
y 10%) de la expresion de ChAT y AChE en el hipocampo y la corteza cerebral (76).
Aungue es posible que el sistema colinérgico esté relacionado con la sintomatologia clinica
severa, hasta ahora no hay suficiente evidencia demostrada sobre disfuncién del sistema

colinérgico en rabia (44,76). También se han realizado trabajos que sugieren alteraciones
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en la neurotransmision serotoninérgica relacionadas con las manifestaciones clinico-

patolégicas de esta enfermedad viral (77,78)

Existe evidencia de la participacion del GABA en la patogénesis de la rabia. Se ha
demostrado la disminucion del contenido de GABA en el cerebro de ratas infectadas con
rabia (79) y en la absorcion y transporte de GABA en cultivos de células embrionarias
corticales (80). En la corteza cerebral motora y en la capa molecular del cerebelo de
ratones inoculados con virus CVS la infeccién provoco la disminucién en el nUmero de
neuronas positivas para GABA (81,82). En contraste se ha demostrado aumento de
glutamato en la capa granular del cerebelo e inmunorreactividad diferencial (aumento o
pérdida) en dos areas de la corteza motora (82,83). Estos hallazgos sugieren que existe
un desbalance entre la inhibicién y la excitacion neuronal durante la patogénesis de la rabia
en donde las alteraciones del metabolismo GABA-glutamato pueden ser parte de las
causales de disfuncién neuronal (82). La evaluacion de los resultados del efecto de la
infeccién con el virus rabico sobre marcadores de neuronas gabaérgicas ha contribuido a
reforzar esta hipoétesis (84,85,86,87,88)

También es escaso el conocimiento del efecto de la infeccion con virus de la rabia sobre
proteinas del citoesqueleto. Se ha reportado disminucién de inmunorreactividad de MAP2
y NF-H en neuronas infectadas in vitro (89) y pérdida de filamentos de actina en el
hipocampo de ratones (90). Desde hace algin tiempo se ha asociado la pérdida de la
expresion de MAP2 con alteraciones en la morfologia dendritica (91). En contraste
recientemente se ha demostrado patologia dendritica y aumento de inmunorreactividad de
MAP2 en la corteza cerebral de ratones infectados con virus de la rabia (38,39,40,46,92).
Este resultado esta en concordancia con el hallazgo de la sobreexpresion del gen de la
MAP2 en pacientes con rabia encefélica (93). Estos hallazgos sugieren que la
degeneracion de los procesos neuronales por la disrupcion de la integridad del
citoesqueleto debido a la infeccion con el virus de la rabia es un posible mecanismo de la

disfuncion neural (35).
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1.6.2. Rabiay médula espinal

Generalmente la médula espinal es la primera estructura del SNC en ser infectada por el
virus de la rabia. En ratones se ha demostrado que la regién lumbro-sacra es inicialmente
invadida después de la inoculacién intramuscular del virus en las extremidades posteriores
(94). El tiempo promedio entre la llegada del virus a la médula y la muerte de una persona
o animal infectado permite una mayor acumulacion de antigeno en esta area. Por esta
razén se ha recomendado el diagnéstico de la rabia en la médula espinal para todos los
especimenes que son negativos en el examen del encéfalo (95). Se reporté hemorragia
de la sustancia gris de la médula espinal en un caballo con rabia. En algunas de sus
neuronas se presentaron alteraciones en el citoplasma caracterizadas por la formacion de
un material homogéneo cristalino con una aparente deshidratacion celular. Los cambios
en la sustancia blanca de la médula espinal fueron leves; en ocasiones se encontrd
infiltracién perivascular (96). En modelos animales inoculados con virus CVS de la rabia
por via intramuscular se ha observado cromatolisis, presencia de cuerpos de Negri,
gangliocitos necréticos con proliferacion microglial, linfocitos, macréfagos y numerosas
células con caracteristicas de apoptosis y necrosis. Sin embargo, estos cambios no se han

observado en la médula espinal con inoculaciones intracerebrales del virus (36,42,97).

Las investigaciones en la médula espinal se han enfocado mas en estudiar las alteraciones
histopatoldgicas (36,42,97) y en el uso del virus atenuado como trazador neuronal para
caracterizar tractos espinales (94,98,99), aparentemente ignorando los cambios
bioquimicos a nivel celular que en conjunto pueden llevar a la disfuncion del sistema
nervioso. En un estudio previo se determind que la rabia genera pérdida en la expresion
de calbindina y aumento de parvoalbumina, dos proteinas de union a calcio que se
encargan de mantener las concentraciones de calcio residual (87). Estos resultados fueron
similares a estudios realizados en areas encefalicas (84,85,86). Existe evidencia de la co-
expresion de estos dos marcadores en células que expresan GABA y glicina en la médula
espinal (100). Por otra parte, es posible que el virus afecte la sintesis de neurotransmisores

en la médula como ya se ha reportado en algunas areas encefalicas (81,82,83).



2.0Dbjetivos

2.1. General.

Estudiar el tejido infectado con el virus de la rabia en la médula espinal de ratones mediante
el andlisis de la distribucién de los antigenos virales, la inmunorreactividad de marcadores

neuronales y la ultraestructura de las células infectadas.

2.2. Especificos.

= |dentificar las areas inicialmente infectadas con el virus de la rabia en la médula

espinal de ratones.

= Evaluar la inmunorreactividad de NeuN, glicina, GABA, la enzima Glutamato
descarboxilasa (GAD-67), la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) y el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), en la médula espinal de ratones

inoculados con el virus de la rabia.

» Estudiar el efecto de la infeccion con el virus de la rabia sobre la expresién de dos
proteinas del citoesqueleto (MAP2 y neurofilamento pesado) y su relacién con

patologia dendritica en la médula espinal de ratones.

» Analizar la ultraestructura de la médula espinal en ratones infectados con el virus

de la rabia.



3.Materiales y métodos

3.1. Manejo de animales e indculo viral.

El material biolégico utilizado correspondié a ratones (Mus musculus) hembra de la cepa
ICR (Institute of Cancer Research) de 4 semanas de nacidos (+ 28 dias) con un peso
promedio de 19 gramos. La seleccion de los animales para la conformacién de los grupos
se realizé al azar. Los ratones estuvieron confinados en una sala de alta seguridad del
bioterio del Instituto Nacional de Salud (INS), en las siguientes condiciones ambientales:
temperatura promedio de 20°C, humedad relativa (RH) de 50, ciclos de 12 horas
luz/oscuridad, comida y agua ad libitum. Adicionalmente durante el desarrollo de este
trabajo se cumplieron con las condiciones ambientales y nutricionales, de acuerdo con
normas éticas nacionales (Ley de 1989 y resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud) e internacionales exigidas para la investigacion con animales de laboratorio. Se
conto6 con el aval ético del comité de ética el INS y del comité de ética de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia. Esta investigacion se realiz6 siguiendo
el “Protocolo para el uso de animales de laboratorio” y el “Protocolo de bioseguridad para
la inoculacién y manejo de ratones con el virus de la rabia” (Anexo A) establecidos por el
INS.
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3.2. Infeccion viral, fijacion y extraccion de la médula

espinal.

Para Identificar las areas inicialmente infectadas con el virus de la rabia en la médula
espinal de ratones (Objetivo 1) se inocularon 21 ratones por via intramuscular en la regién
del musculo isquiotibial con 0,03 ml de una dilucion del virus CVS (Challenge Virus
Standard) equivalente a 33800 DL50 suministrado por el Laboratorio de Virologia del
INS conservado a 4°C. Posteriormente cada 8 horas a partir de las 24 horas hasta las 72
horas post-inoculacién (Pi), grupos de tres ratones se anestesiaron con 0,2 ml de hidrato
cloral (Merck) al 30% inoculado por via intraperitoneal. Una vez los animales alcanzaron
el estado de inconsciencia, se realiz6 la fijacién de los tejidos por medio de perfusion
intracardiaca, se dejo circular inicialmente tampoén de fosfato salino (PBS) pH 7,3 durante
3 minutos (aproximadamente 30 ml) y luego la solucién de fijado preparada con
paraformaldehido (PFA) al 4% (aproximadamente 70 ml). Después de completar la
perfusion con el fijador nuevamente se dejé circular PBS por 1 minuto. Luego se extrajo
cuidadosamente la médula espinal y se transfirié a solucion fresca de PFA al 4% para
posteriormente llevar a cabo el estudio inmunohistoquimico de localizacion de los
antigenos virales, en cortes transversales de los niveles lumbar, toracico y cervical, cada

8 horas a partir de las 24 horas Pi.

Con el fin de evaluar el efecto del virus de la rabia sobre la inmunorreactividad de
marcadores de neurotransmisores y la expresion de la proteina nuclear neuronal (NeuN) y
de dos proteinas del citoesqueleto (Objetivos 2 y 3) se inocularon 10 animales por via
intramuscular en la region del musculo isquiotibial con 0,03 ml de una dilucion del virus
CVS (Challenge Virus Standard) equivalente a 33800 DL50 y sus respectivos controles
(10 animales) inoculados con la soluciéon diluyente, sin el virus. Los animales se
mantuvieron en observacion durante los dias siguientes y se tomé nota de los signos
clinicos hasta el momento en que se llevé a cabo el sacrificio de los mismos (estado
terminal o de postracion). Se eligié hacer este trabajo con animales en fase avanzada de
la enfermedad pues diferentes estudios han demostrado que la infeccién sélo produce

efectos notables en esta condicion (86).
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La obtencion del tejido medular se realizé como se ha descrito anteriormente; sin embargo,
la fijacion de los tejidos (desde la perfusion) tuvo algunas diferencias segun la técnica de
estudio a realizar. Con PFA al 4% se fijo el material destinado a inmunohistoquimica para
MAP2, NF, NeuN, VAChT, ChAT y GAD (5 infectados y 5 controles). Una mezcla de PFA
al 4% y glutaraldehido (GA) al 0,5% se requiri6 para la inmunohistoquimica dirigida al
estudio de la inmunorreactividad de los neurotransmisores GABA y glicina (5 infectados y
5 controles). Para analizar la ultraestructura de las neuronas motoras de la médula espinal
en ratones infectados con el virus de la rabia (Objetivo 4) se inocularon 5 animales con sus
respectivos controles (5 animales) como se ha descrito anteriormente. Adicionalmente, se
inocularon 5 animales con 0,03 ml equivalente a 100.000 LD50 de virus calle obtenido
partir del cerebro de un perro infectado (virus de origen silvestre o tipo 'calle’). La fijacion y
extraccion se realiz6 como se ha detallado previamente, sin embargo, la fijacion se realizé
con PFA al 4% y GA al 2%. Por ultimo, con el fin evaluar el efecto del virus de la rabia en
la arborizacion dendritica (Objetivo 3) se utilizaron 5 animales infectados y 5 controles que

se perfundieron con solucién salina.

3.3. Conservacion delas muestras y delimitacion del area

de estudio.

Una vez se realiz6 la fijacion de la médula espinal por perfusién las muestras fueron
transferidas a una soluciéon de post fijacion. Para el caso de las muestras fijadas por
perfusién con PFA al 4% la solucién de postfijacion correspondié al mismo PFA. Las
muestras perfundidas con PFA 4% y GA 0,5% se dejaron 24 horas mas y las perfundidas
con PFA 4% y GA 2% se mantuvieron otras 2 horas con la solucién fijadora de la perfusiéon
antes de ser transferidas a PFA 4%. Las muestras que fueron perfundidas con solucién
salina se transfirieron inmediatamente a la solucién Cox (ver detalles mas adelante,
seccion 3.7). Todas las muestras fueron almacenas en una nevera a 4°C (Celsius) y fueron

procesadas maximo dos semanas después de la fijacion.

Para separar la region cervical de la médula espinal se realizé un corte con una cuchilla S
en la base cervical donde termina el ensanchamiento cervical e inicia la region toracica de

la médula espinal. El area de estudio comprendi6 el asta ventral a nivel cervical de la
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médula espinal especificamente desde la lamina VII hasta la lamina IX segun la
nomenclatura establecida por Rexed (Figura 3.1). Para definir la distribucion de las laminas
en la region cervical se utiliz6 como referencia un atlas de raton (47), y el diagrama

publicado anteriormente por Monroy-Gémez & Torres Fernandez (87).

Figura 3-1: Diagrama de la distribucion de las laminas de Rexed en la médula espinal de
ratones

Fuente Autor.

3.4. Estudio histologico (H&E).

Con el propésito de identificar la distribucion neuronal y los posibles cambios histol6gicos
basicos generados por la infeccion con el virus de la rabia, se colocaron secciones
cervicales de la médula espinal un histoprocesador y se incluyeron en parafina. Se
realizaron cortes de 7 micras en un micrétomo (Leica) y se recogieron en laminas
portaobjeto. Los cortes se desparafinaron en xilol (9 minutos) seguido por etanol (9
minutos). Posteriormente se colorearon con hematoxilina por 20 segundos y se pasaron
por agua amoniacal por unos segundos. Luego se realizaron 3 lavados con isopropanol al
80% y coloracién con eosina; a continuacion se deshidrataron con pases por isopropanol,
etanol y xilol. Finalmente se hicieron preparaciones permanentes utilizando Entellan®

(Merck) como medio de montaje.
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3.5. Estudio inmunohistoquimico.

Rodajas de médula cervical se incluyeron en agar al 4% (Merck), se montaron en un
vibratomo marca Leica (VT1000-S) y se obtuvieron series de cortes transversales de 40
micrometros de espesor. Los cortes se recogieron en PBS en cajas de Petri pequefias de
vidrio (2,5 cm de didmetro) en donde permanecieron en condiciones ambientales de 20-
22°C de temperatura y humedad del 30%. Los cortes se mantuvieron en flotacion y
agitacion constante por medio de un agitador-vibrador marca Thermo a una velocidad de
90 rpm.

Para la deteccion de los antigenos se utilizé el método inmunohistoquimico indirecto,
especificamente la técnica de avidina-biotina o el método PAP. Los cortes se lavaron con
tampdn fosfato salino (PBS) y se dejaron en agitacion durante toda la noche. Al dia
siguiente se sometieron a los siguientes tratamientos. Incubacién en NH4Cl (Merck) para
bloguear los residuos de aldehido e inhibicibn de la peroxidasa enddgena con H;O:
(Merck). Luego se procedié al bloqueo de antigenos inespecificos con una solucién
compuesta por suero normal de caballo (ICN), albumina sérica bovina (Sigma) y Tritén X-
100 (ICN).

Para evaluar los antigenos de interés los cortes se incubaron con los siguientes
anticuerpos. Para la deteccion del virus de la rabia se utilizé un antisuero policlonal anti-
rabia (dilucién 1:2500) hecho en conejo; este anticuerpo fue elaborado hace unos afios por
el grupo de Morfologia Celular del INS (32). Para cumplir con el segundo y tercer objetivo
se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-NeuN monoclonal dilucién 1:1000 (Chemicon
Ref. MAB337) anti-MAP2 policlonal [1:2500] (Santa Cruz Ref. sc-20171), anti-NF-200
monoclonal [1:1000] (Sigma Ref. N4142), anti-GABA policlonal [1:1000] (Sigma Ref. A-
2052.), anti-glicina policlonal [1:1000] (Abcam Ref. AB9442), anti-GAD 67 monoclonal
[1:1000] (Abcam Ref.ab26116), anti-VAChT policlonal [1:1000] (Abcam Ref. ab68984),
anti-VAChT policlonal [1:1000] (Chemicon Ref. ab1579) y anti-ChAT policlonal [1:1000]
(Abcam Ref. ab70219)

La incubacion de los cortes en anticuerpo secundario biotinilado se realizé con anti-conejo

[1:600] (Sigma Ref. B8895) para los anticuerpos policlonales y con anti-ratén [1:600]
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(Sigma Ref. B8520) para los anticuerpos monoclonales. Luego de la incubacién en
anticuerpo secundario los cortes se trataron con el complejo Avidina Biotina (ABC) (Vector
Ref. SK4000). Para la inmunohistoquimica del anti-VAChT chemicon la incubacion de los
cortes se realiz6 con anti-goat [1:400] sin paso por ABC método PAP como un método
alternativo al resultado del método ABC. El revelado se realizd6 con el kit de
diaminobencidina — niquel (DAB-Niquel Vector Ref. PK4100). Como controles negativos
se procesaron cortes en los que se omitio el anticuerpo primario. Los cortes se extendieron

en laminas pretratadas con gelatina (Merck) y se montaron con Entellan®. (Anexo B-C).

3.6. Estudio ultraestructural.

Fragmentos cervicales de médula espinal se montaron en un vibratomo (Leica VT1000-S)
y se obtuvieron rodajas transversales de 300 um de espesor. Estas se procesaron para
microscopia electrénica de transmision (Objetivo 4) mediante el siguiente protocolo:
postfijacion en tetroxido de osmio al 1% durante 2 horas seguida de tres lavados en buffer
fosfato (PB) y deshidratacién en etanol en concentraciones ascendentes (50, 80, 90, 95y
100%). Luego las muestras (rodajas) se trataron con 6xido de propileno (OP). La infiltracion
se inicié con mezclas de OP y resina Epdn-Araldita (EA) (Polysciences) en proporciones
secuenciales 1:1 y 1:2. A continuacioén las rodajas fueron embebidas en resina pura (EA)
con catalizador. Las muestras se colocaron en moldes, conservando la orientacién en
plano transversal y luego se polimerizaron en un horno a temperatura de 70°C por un

periodo de 48 horas.

En un ultramicrétomo (RMC Power Tome X) se obtuvieron cortes semifinos (500 nm) que
se colorearon con azul de toluidina para observarlos en el microscopio 6ptico. Una vez
seleccionadas las areas de interés se obtuvieron cortes ultrafinos (60 nm) que se
recogieron en rejillas de cobre y se contrastaron con acetato de uranilo, seguido de citrato
de plomo. Las observaciones ultraestructurales se realizaron en un microscopio electrénico

Zeiss EM-109. Se tomaron fotografias usando una camara digital.
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3.7. Método de Golgi Cox.

Para estudiar la patologia dendritica se utilizé el método de Golgi-Cox modificado (101).
Rodajas de médula espinal de animales perfundidos con solucién salina se sumergieron
en una solucion compuesta por dicromato de potasio al 5% (Merck Ref. 4952), cloruro de
mercurio al 5% (Merck Ref. 4419) y cromato de potasio al 5% (Merck Ref. 4862) (solucion
Cox preparada con 3 meses de anticipacion) en la que se dejaron las muestras durante 14
dias. Luego se transfirieron a una solucién de sacarosa al 30% por 5 a 10 dias. Se
obtuvieron cortes coronales de 200 micrometros de espesor en un vibratomo marca Leica
(VT1000-S) y se recogieron en sacarosa al 6%. A continuacion los cortes se lavaron
brevemente en agua destilada, se trataron con hidréxido de amonio durante 30 minutos,
se lavaron nuevamente y se transfirieron a una solucién de fijador fotogréafico Kodak (en
oscuridad durante 30 minutos. Finalmente los cortes se deshidrataron en etanol y xilol y se

montaron en balsamo de Canada (Sigma) sin diluir (39).

3.8. Analisis cualitativo y cuantitativo.

Inicialmente se realizaron observaciones cualitativas de las coloraciones histol6gicas con
H&E y azul de toluidina para reconocer la distribucion de las células y las posibles
alteraciones morfolégicas generadas por la infeccion con el virus de la rabia.
Adicionalmente se realizaron observaciones de las inmunotinciones para reconocer la
presencia y ubicacién de las células inmunorreactivas a cada uno de los antigenos
evaluados en condiciones normales y en las muestras de los animales infectados. Los
tejidos procesados para microscopia electronica se observaron en un microscopio
electronico Zeiss EM-109 con el fin de describir los cambios morfolégicos generados por

la infeccion.

Para llevar a cabo el andlisis cuantitativo, en cada uno de los diferentes experimentos, se
seleccionaron cinco casos de animales infectados con sus respectivos controles (unidades
experimentales). En cada unidad experimental se seleccionaron cinco cortes
(repeticiones). Para contar las células inmunorreactivas para NeuN en los cortes

transversales de médula espinal se us6 un micrometro de malla Netzmiier de 1 mm2; estos
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conteos se hicieron con el objetivo 10X del microscopio Optico. La inmunorreactividad de
NeuN y los otros marcadores fue estudiada por densitometria Optica. Para ello se
capturaron y digitalizaron las imagenes de los cortes con el programa CAPTURE PRO 6
para luego llevar a cabo el andlisis de la densitometria Optica de las reacciones
inmunohistoquimicas (NeuN, MAP2, NF-200, glicina, GAD 67, y VAChT) con ayuda del
programa Image J.

Los datos obtenidos se trataron con el programa estadistico InfoStat. Se evalué la
normalidad de los datos con la prueba de normalidad (Shapiro-Wilks modificado) (Anexo
D). Los conteos de neuronas se analizaron mediante la prueba Prueba de Wilcoxon para
muestras independientes (Anexo F). Para las muestras analizadas mediante densitometria
se realiz6 la comparacion de los grupos mediante la aplicacion del analisis apareado del
Test Student para datos con distribucion normal o el analisis apareado de Wilcoxon-Mann-
Whitney (prueba no paramétrica) para datos que no presentaron distribucion normal. Las
pruebas apareadas permiten probar la hip6tesis de igualdad de medias cuando se toman
observaciones de a pares desde las dos distribuciones que se comparan (control e
infectado). Es decir que se dispone de una muestra de tamafio n de pares de
observaciones donde cada miembro de un par proviene de una distribucién (infostat)
(Anexo E).

3.9. Consideraciones ambientales.

Esta investigacion se limité a trabajo en laboratorio. Mediante el manejo de muestras de
animales (ratones) de los cuales se proceso el sistema nervioso para estudio el histologico,
histoquimico y ultraestructural. Para ello se utilizaron cantidades minimas de reactivos, los
cuales se manipularon y descartaron, siguiendo procedimientos de bioseguridad ya
establecidos para cada uno de los laboratorios del INS. Ademas, la mayoria de reactivos
utilizados son de categoria téxica moderada. Por lo tanto, el estudio no provoco

alteraciones en el medio ambiente.

El nimero de animales que se utilizé fue limitado y las personas encargadas de su

manipulacion tenian experiencia previa, estaban vacunadas y trabajan siguiendo normas
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de bioseguridad. Ademas el Instituto Nacional de Salud dentro de su Sistema Integrado de
Gestidn y en cumplimiento de la Norma Técnica de Calidad en la gestion publica NTCGP
1000:2009, Norma Internacional ISO 9001:2008 y el Modelo Estandar de Control Interno
Norma MECI 1000:2005, cuenta con el Comité de Gestion Ambiental encargado de
promover y ejecutar una politica ambiental que tiene como objetivo disminuir y/o mitigar
los impactos negativos que se puedan generar al ambiente y la salud, a través del
cumplimiento de los requisitos legales y la normatividad ambiental vigente. Por lo anterior
se promueve dentro de la institucion el manejo adecuado de los residuos sélidos,
vertimientos y emisiones atmosféricas generadas en el cumplimiento de sus actividades

de investigacion.



4.Resultados

4.1. Signos clinicos de larabia en ratones.

El 100% de los ratones inoculados con 33800 DL50 de el virus de la rabia CVS, manifesto
signos clinicos de la enfermedad. El caracter positivo de la infeccion se confirmé mediante
la localizacién de antigenos virales en el tejido nervioso por la técnica inmunohistoquimica
(ver seccion 4-2 y Figura 4-4 D). Los signos propios de la enfermedad se percibieron a
partir del tercer dia post-inoculacién. Inicialmente los ratones presentaron un leve
recogimiento y signos de pardlisis de alguna de las extremidades posteriores que
progresivamente se hizo mas acentuado aunque conservando su capacidad de
locomocion. Estos signos fueron acompafiados por piloereccion y pérdida de peso (Figura
4-1). El estado avanzado de la enfermedad se alcanzé entre el quinto y sexto dia post-
inoculacion; en esta fase de la enfermedad los ratones perdieron completamente la
movilidad en las extremidades posteriores, dificultando su movimiento y sufrieron una
reduccion drastica de peso. Al final (sexto dia) los animales terminaron completamente
postrados y con reduccién de su temperatura corporal percibida por su superficie muy fria
(Figura 4-2).
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Figura 4-1: Valores del peso en gramos, durante las primeras 120 horas postinoculacién,

en el grupo de ratones control y en el grupo de animales inoculados con rabia
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Figura 4-2: Signos clinicos en ratones inoculados con el virus de la rabia

A. Primeras manifestaciones de la infeccién con el virus de la rabia a los 3 dias postinoculacién. Se
observa piloereccion y flacidez en la pata izquierda. B. La flacidez es mas evidente en las dos patas
y la piloerecciéon es mas notoria. C. Fase terminal de la infeccion a los 5 dias Pi. Hay pardlisis en
todas las extremidades. D. Estado de postracion, a los 6 dias Pi No se observa movimiento y la
temperatura corporal del raton ha descendido drasticamente.
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4.2. Ingreso y diseminacion del virus de la rabia en la

medula espinal.

La primera evidencia de la presencia de antigenos de la rabia en la médula espinal se
observé a las 24 horas Pi Estos se manifestaron como pequefias inclusiones, dentro del
asta ventral de la médula lumbar, con ubicacién ipsilateral a la extremidad posterior
inoculada, a nivel de los segmentos L5-L6 (Figura 4-3 A), no se encontrd evidencia de la
presencia del virus en otras areas medulares (toracica o cervical). Particulas como estas

no se observaron en ninguno de los dos tipos de controles.

A las 32 horas Pi se hicieron visibles las primeras neuronas que contenian antigeno
suficiente para demarcar la morfologia completa de las células (pericarion y dendritas).
Estas se localizaron en el asta ventral de la médula lumbar ipsilateral, entre los segmentos
L5-L6, dentro del grupo de nucleos neuronales de la lamina 9, principalmente del ndcleo
Hm9 (Figuras 1B y C). A las 48 horas Pi el virus se habia dispersado a otras neuronas
dentro de la sustancia gris de los dos lados de la médula lumbar (L3-L6) (Figura 4-3 D).

A las 40 horas Pi se observaron las primeras neuronas inmunorreactivas al virus, en la
médula torécica ipsilateral al miembro inoculado, localizadas en la regién medial de la
sustancia gris, en un area correspondiente a la lamina 8 (nucleo 8Sp) (Figura 4-4 A), a
nivel de los segmentos T11-T13. A las 48 horas Pi se revel6 la presencia de las primeras
neuronas inmunorreactivas en la médula cervical correspondiente a los segmentos C4-C6.
Estas se ubicaron también en la zona medial ipsilateral al sitio de inoculacién, dentro de la

lamina 8 (Figuras 4-4 By C).

A las 56 horas Pi se observaron neuronas inmunorreactivas dispersas en la sustancia gris
de los dos lados de la médula cervical. Teniendo en cuenta que la longitud promedio de la
médula espinal, extraida de cada ratén infectado, medida entre la intumescencia lumbar y
la intumescencia cervical, fue de 32 mm (n=20), el virus alcanzé una velocidad de
desplazamiento de 2 mm/h entre la médula lumbar y la cervical durante las 16 horas que

tard6 en hacer el recorrido.
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La velocidad pudo ser ligeramente mayor si se tiene en cuenta que la fijacién produce
retraccion del tejido. Aqui es importante destacar que aun cuando el virus ya se habia
diseminado por toda la médula espinal, a las 56 horas Pi, los animales no manifestaban
ningun signo de la enfermedad. No habia sefiales de decaimiento o pelo erizado, ni se
habia afectado su locomocién, pese a que la mayoria de motoneuronas ya habian sido
infectadas. Apenas a partir de las 96 horas Pi se observaron los primeros signos que
consistian en pardlisis parcial de las extremidades posteriores.

En la fase terminal de la enfermedad (a partir de las 120 horas Pi), la inmunorreactividad
en la médula espinal exhibi6é una densa concentracion de antigenos virales en la sustancia
gris (Figura 4-4 D). En las Figuras 4-5 y 4-6 se resumen esquematicamente los procesos

de dispersién y ascenso del virus dentro de la médula espinal.
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Figura 4-3: Secuencia de aparicion de antigenos y neuronas inmunorreactivas al virus de
la rabia en cortes transversales de médula lumbar de raton.
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A: Antigenos virales revelados a las 24h Pi. en el asta ventral (L6). B y C: Motoneuronas del nticleo
Hm9, a nivel de L6 (B) y L5 (C), a las 32h Pi El contenido de antigenos virales es tan alto que permite
demarcar la morfologia de las células D: A las 48h Pi el virus se ha dispersado a neuronas de los

dos lados de la sustancia gris (L3). (Imagenes panordmicas en 5X y ampliaciones en 40X).
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Figura 4-4: Ascenso y dispersion del virus de la rabia en los niveles toracico y cervical.
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A. Neuronas inmunorreactivas al virus de la rabia localizadas en la lamina 8Sp de la médula
toracica (T12) a las 40h Pi. B y C. Neuronas inmunopositivas para rabia en la lamina 8Sp de la
médula cervical C6 (B) y C4 (C) a las 48h Pi D. Inmunorreactividad a la rabia en fase avanzada de

la enfermedad (120h Pi) en la médula toracica (T13) (Imagenes panoramicas en 5X y
ampliaciones en 40X).
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Figura 4-5: Representacion grafica de la diseminacion del virus de la rabia en la médula

espinal de raton.

Lumbar Toracica Cervical

Representacion gréfica de la diseminacion del virus de la rabia en la médula espinal de raton desde
el nivel lumbar hasta el nivel cervical entre las 32 y las 56 horas postinoculacién. Mientras el virus

asciende a los niveles siguientes simultaneamente se dispersa en la sustancia gris de los dos lados.
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Figura 4-6: Descripcion de las vias de ascenso del virus de la rabia, por transporte

retrogrado, desde la médula lumbar hasta la médula cervical.
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Las flechas de la derecha indican las proyecciones propioespinales desde la médula cervical y
toracica hacia los ndcleos motores de la médula lumbar. Las flechas de la izquierda representan las

conexiones descendentes entre ndcleos propioespinales.
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4.3. Histologia Convencional.

Se llevaron a cabo en cortes transversales de médula espinal de ratones infectados con
rabia y sus controles con la técnica de hematoxilina y eosina (H & E). No se observaron
cambios importantes en la estructura del tejido infectado por el virus, con excepcion de la
dilatacion de los vasos sanguineos (Figura 4-7). También se not6 la presencia de algunas
neuronas con rasgos apoptoticos (condensacion de nucleo y citoplasma).

Figura 4-7: Coloracién H & E en médula espinal de ratén normal e infectado con rabia

A. Raton control. B, C y D. Ratdén infectado, se evidencia mayor vasodilatacion y algunas
neuronas exhiben condensacion de su citoplasma (flechas) (Apoptosis). Imagenes panoramicas en
10X. Ampliaciones en C- 20X y en D- 40X
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4.2. Distribucion de la inmunorreactividad a NeuN vy

efecto de la infeccion con el virus de la rabia.

En las muestras de los animales utilizados como controles la inmunorreactividad a NeuN
se manifestd en toda la sustancia gris de la médula espinal, en neuronas de diferentes
tamanos. En todas las laminas del asta ventral hubo fuerte inmunotincion de los perfiles
neuronales (nucleo y pericarion). En los cortes de médula espinal de los animales
infectados fue evidente la pérdida de inmunorreactividad a NeuN. Esto se manifesto
principalmente por la disminucién en el nimero de células NeuN+. La diferencia entre los
controles y los infectados fue estadisticamente significativa en las laminas VII, VIl y IX asi
como en la sumatoria total de neuronas del asta ventral (Figura 4-8) (Tabla 4-1).
Cualitativamente se observd una menor intensidad de marcacion tanto en los perfiles
neuronales como en el neuropilo, pero el estudio densitométrico no arrojé una diferencia

estadisticamente significativa entre los controles y los infectados (Tabla 4-2).

Figura 4-8: Efecto del virus sobre la expresién del NeuN.

A. Ratén control. Obsérvese la marcacidn de somas (perfiles neuronales) en el asta ventral de la
médula espinal. B. Ratdn infectado. Es evidente el menor nimero de neuronas NeuN+. Es notable
la pérdida de neuronas de mayor tamafio que corresponden a motoneuronas de la lamina IX
(Aumento 10X).
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Tabla 4-1: Conteo de neuronas NeuN+ en muestras control e infectadas.

Lamina Control Infectado

Muestra 1 2 3 4 X 1 2 3 4 X p-valor
LaminaVIl | 52 37 36 43 45028 28 27 22 9 |0,0286*
Lamina VIl | 61 58 50 41 5p5(26 30 21 32 57| 0,0286*
Lamina IX 41 49 36 25 377(20 14 22 21 49 |0,0286*
Total* 154 144 122 109 1322|174 72 70 75 72,7 0,0286™

Por cada muestra se relacionan los promedios del nimero de células por lamina en cinco cortes.

* Promedios totales de neuronas contadas en un corte transversal de la médula espinal

** Diferencias significativas. Prueba de Wilcoxon para muestras independientes

Tabla 4-2: Densitometria Optica de la inmunorrecatividad a NeuN en muestras control e

infectadas.

** Diferencias significativas. Prueba T para muestras apareadas

Muestra Control Infectado Diferencia
1 146,79 153,97 -07,18
2 130,31 134,97 -05.15
3 143,68 170,93 -27,25
4 125,21 132,54 -07,33
0 136,50+10,3 148,10+17,9 11,6+10,5
p-Valor 0,1141

Cada dato corresponde a los valores promedio de 5 cortes por animal. los valores mayores en los

infectados significa mayor cantidad de luz transmitida (menor densidad 6ptica) por tanto pérdida

de la concentracién de la proteina, la escala de luz transmitida es de 0 -255 (0 = Negroy 255 =

blanco)
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4.3. Distribucion de lainmunorreactividad a MAP2 y NF-H

y efecto de lainfeccion con el virus de la rabia.

En las muestras de los animales utilizados como controles la inmunorreactividad a MAP2
se distribuy6 por toda la sustancia gris de la médula espinal, en neuronas de diferentes
tamafios. La marcacion permitié describir en detalle la morfologia de los cuerpos celulares
y algunos de los procesos. Las neuronas inmunorreactivas comprendieron interneuronas
y motoneuronas. La inmunotinciébn se observo en el pericarion pero no dentro de los
ndcleos de las neuronas (Figura 4-9 Ay C). La inmunorreactividad a NF-H en los controles
exhibié un patrén similar al descrito para MAP2 aunque la marcacién fue menos intensa
(Figura 4-11 Ay C).

La infeccién con el virus de la rabia generé un aumento de la inmunorreactividad tanto de
MAP2 (Figura 4-9 B y D) como de NF-200 (Figura 4-11 B y D) haciendo mas intensa la
marcacion de somas y procesos neuronales tanto en la sustancia gris como en la sustancia
blanca. El aumento de inmunotincién para MAP2 y NF-H fue mas evidente en las neuronas
de la lamina IX. La densitometria éptica de la comparacion de las muestras control con las
infectadas, arrojé un aumento estadisticamente significativo de la inmunorreactividad de
MAP2 (p=0,0135) y NF-H (p=0,0331) en las muestras infectadas (Tabla 4.3).
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Figura 4-9: Inmunorreactividad de MAP2 en la médula espinal de ratones.

Ay C. Raton control. A. Es notable la inmunorreactividad de los somas y el neuropilo en todas las
laminas del asta ventral. C. En mayor aumento es evidente la marcacion del citoplasma de las
neuronas, pero no de los nicleos. B y D. Ratdn infectado. La infeccion con el virus de la rabia
generé aumento de la inmunorreactividad a MAP2 en las neuronas y el neuropilo de la médula
espinal. (Imagenes panordmicas Ay B en 10X. Ampliaciones C y D en 40X).
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Figura 4-10: Inmunorreactividad de NF-H en la médula espinal de ratones.
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Ay C. Ratdn control. A. La imagen panoramica revela marcacion difusa en la sustancia gris. B. En
mayor aumento es notable la inmunotincién del pericarion (no del ndcleo) y algunos de los procesos
neuronales. B y D. Ratdn infectado. La infeccion con el virus de la rabia generdé aumento de la
inmunorreactividad a NF-H en las neuronas y el neuropilo de la médula espinal. N6tese mayor

cantidad de procesos en el infectado (D) en comparacién con el control (C). (Imagenes panoramicas
Ay B en 10X. Ampliaciones C y D en 40X).
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Tabla 4-3: Densitometria éptica de la inmunorreactividad a MAP2 y NF-H en muestras

control e infectadas.

MAP2 NF-H
Muestra Control Infectado  Diferencia Control Infectado  Diferencia
1 79,87 58,57 21,30 119,11 89,82 29,18
2 100,65 74,39 26,26 122,00 104,37 15,63
3 84,50 83,04 1,46 86,46 82,11 4,35
4 81,33 60,72 20,61 100,61 93,75 6.86
5 99,39 78,52 20,87 80,09 47,86 32.23
0 89,15+10,0 71,05+10,8 18,10+9,5 | 101,65+18,8 83,58+21,5 18,07+12
p-Valor 0,0135** 0,0331**

** Diferencia estadisticamente significativa. Prueba T para muestras apareadas

Cada dato corresponde a los valores promedio de 5 cortes, los valores menores en los infectados
significa menor cantidad de luz transmitida (mayor densidad 6ptica) por tanto aumento de la

concentracién de la proteina, la escala de luz transmitida es de 0 -250 (0 = Negro y 255 = blanco)

4.4. Patologia dendritica en neuronas de la médula

espinal de ratones infectados con rabia.

La técnica de Golgi permitié describir la morfologia de neuronas halladas dentro de la
sustancia gris. Esto incluyé el soma o cuerpo neuronal y gran parte de las dendritas
entrelazadas formando una red. Las motoneuronas se destacaron por su mayor tamafio y
el aspecto estrellado que le confieren las dendritas que se desprenden de su soma
isodiamétrico. El diametro promedio de los somas neuronales fue similar tanto en los
controles como en los infectados (n = 25 control; X = 23,81 um; rango Min. 10,5 - Max.
39,2 um; infectado X = 21,69 um; rango Min. 11 - Max. 35,2 um). Sin embargo, fueron
evidentes algunas alteraciones generadas por la infeccion en la morfologia del patrén
dendritico, en particular, menor nimero de ramificaciones y menor longitud de las
dendritas. Pero lo mas destacado fue la disminucion notable de la red de dendritas en las

muestras de animales inoculados con el virus de la rabia (Figura 4-11).
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Figura 4-11: Técnica de Golgi Cox en muestras control e infectas.

A y C. Ratén control. Se observan los somas neuronales y una densa red dendritica en el asta
ventral de la médula espinal. En C se destaca una motoneurona en el centro de la imagen. B y D.
Ratén infectado. La infeccidn con el virus de la rabia gener6 una disminucion notable en el nimero
y la longitud de las dendritas de cada neurona. Esto se reflejo en una menor densidad de la red
dendritica (Imagenes panoramicas A y B en 5X. Ampliaciones C y D en 40X).
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4. 5. Efecto de la infeccidon rabica sobre marcadores de

neuronas colinérgicas, gabaérgicas y glicinérgicas.

Se estudid la inmunorreactividad para los diferentes marcadores que distinguen a las
neuronas colinérgicas, es decir, que sintetizan y liberan acetilcolina (VAChT y ChAT),
gabaérgicas (GABA y GAD) y glicinérgicas (glicina). La inmunotincién con todos estos
marcadores se manifesté tanto en los perfiles neuronales como en el neuropilo circundante
dentro de la sustancia gris de la médula espinal. Las neuronas positivas para marcadores
colinérgicos (VAChT y ChAT) se distribuyeron principalmente en la lamina IX y en menor
proporcién en la lamina VIII. La inmunotincion fue mas intensa para VAChT que para ChAT
(Figura 4-12 A, C y E). La inmunorreactividad para GABA, glicina y GAD fue bastante
intensa en el neuropilo de tal manera que enmascaré a las neuronas que fueron también
positivas para estos marcadores (Figura 4-13 A, C y D). Las observaciones de los cortes
se evidencia que la infeccion con el virus de la rabia generd disminucion en la expresion
de los dos marcadores colinérgicos VAChT y ChAT (Figura 4-12 B, D y F). Por el contrario,
la infeccién aparentemente no afectd la inmunorreactividad de GABA, glicina y GAD
(Figura 4-13 B, D y F). Con el analisis densitométrico de la inmunotincion para VAChT y
ChAT se demostr6 disminucion estadisticamente significativa de la inmunorreactividad de
estos marcadores por efecto de la infeccién con el virus de la rabia, VAChT (p = 0,0216) y
ChAT (p = 0,0235) (Tabla 4-4), mientras que no se hallaron cambios estadisticamente
significativos en la inmunorreactividad de glicina (p = 0,5664), GABA (p = 0,6207), y (GAD)
(p = 0,6259) en respuesta a la infeccion (Tabla 4-4).
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Figura 4-12: Efecto de la infecciébn con el virus de la rabia sobre la expresion de
marcadores de neuronas colinérgicas.

A, Cy E. Raton control. Inmunorreactividad para VAChT por el método ABC (A), y por el método
PAP (C). Tanto en A como en C el marcador se expresa en toda el asta ventral pero con mayor
intensidad en las neuronas de la lamina IX (flechas). En laimagen E se exhibe la inmunorreactividad
para ChAT (método ABC) en donde la marcacion es mas evidente en neuronas de la lamina IX
(flechas). B, D y F. Raton infectado. Es notable la pérdida de inmunorreactividad para VAChT en
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B (método ABC) y en D (método PAP). También es evidente la pérdida de inmunorreactividad para
ChAT en F (método ABC). (Todas las imagenes en 10X).

Tabla 4-4: Datos de densitometria éptica de la inmunorreactividad para marcadores de

neuronas colinérgicas.

VAChT ChAT

Muestra Control Infectado Diferencia Control Infectado Diferencia
1 79,23 100,15 -20,96 128,38 144,93 -16,55
2 94,72 168,82 -74,10 127,66 163,52 -35,86
3 69,30 90,53 -21,23 91,84 149,00 -57,16
4 138,45 170,10 -31,65 87,30 120,40 -33,1
5 90,43 127,40 -36,97
O 95,43+26,4 132,404+37,2 -35,9+21 | 108,8+22 144,4+17 -35,67

p-Valor 0,0216** 0,0235**

** Diferencia estadisticamente significativa. Prueba T para muestras apareadas

Cada dato corresponde a los valores promedio de 5 cortes, los valores menores en los infectados
significa menor cantidad de luz transmitida (mayor densidad Optica) por tanto aumento de la
concentracién de la proteina. Los valores mayores en los infectados significa mayor cantidad de luz
transmitida (menor densidad 6ptica) por tanto perdida de la concentracion de la proteina, la escala

de luz transmitida es de 0 -250 (0 = Negro y 255 = blanco)
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Figura 4-13: Efecto de la infeccion con virus de la rabia sobre la inmunorreactividad de

GABA, glicina y GAD en el asta ventral.

A, C y E. Ratén control. Inmunorreactividad para GABA (A), glicina (C) y GAD (E). Obsérvese
intensa marcacion en los somas neuronales y el neuropilo circundante. B, D y F. Ratén infectado.
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Inmunorreactividad para GABA (B), glicina (D) y GAD (F). La infeccién con el virus de la rabia no
genero ningun efecto aparente sobre la inmunorreactividad de los tres marcadores en el asta ventral
de la médula espinal. (Todas las imagenes tomadas en 10X).

Tabla 4-5: Densitometria 6ptica de la inmunorreactividad para marcadores de neuronas

Gabaérgicas y glicinérgicas

GABA GLICINA
Muestra Control Infectado Diferencia Control  Infectado Diferencia
1 94,84 107,01 -12,17 98,48 163,15 -64,67
2 93,79 88,64 05.15 86,50 153,26 -66,76
3 109,85 117,95 -08.10 121,57 100,59 20,98
4 146,79 104,29 42,47 102,40 84,82 17,58
5 117,15 91,20 25,96
O 111,32+24,7 104,47+12,1 6,83+24.9 | 105,22+14 118,58+36 -13,36+47
p-Valor 0,6207 0,5664
GAD
Muestra Control Infectado Diferencia
1 100,71 83,29 17,42
2 99,15 109,56 -10,41
3 77,02 75,30 1,72
4 90,10 120,82 -30,72
5
0 91,7510 97,24+21 -5,50+20.
p-Valor 0,6259

** Diferencia estadisticamente significativa. Prueba T para muestras apareadas

Cada dato corresponde a los valores promedio de 5 cortes, los valores menores en los infectados
significa menor cantidad de luz transmitida (mayor densidad Optica) por tanto aumento de la
concentracién de la proteina. Los valores mayores en los infectados significa mayor cantidad de luz
transmitida (menor densidad 6ptica) por tanto perdida de la concentracién de la proteina, la escala

de luz transmitida es de 0 -250 (0 = Negro y 255 = blanco)
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4.6. Ultraestructura.

En el microscopio electrénico se observaron diferencias en la ultraestructura de la médula
espinal al comparar las muestras de ratones controles con aquellas de los animales
infectados con virus fijo’ y con virus ‘calle’. En los controles (Figura 4-14) las imagenes
ultraestructurales mostraron la citomorfologia caracteristica de las neuronas y los axones
mielinicos: nucleos vesiculares, es decir, sin cromatina condensada; un nucléolo central
prominente y un citoplasma palido y homogéneo; membrana celular muy fina, que hace
dificil la distincién entre el citoplasma neuronal (pericarion) y el neuropilo circundante. Los
axones estaban rodeados de una banda de mielina oscura (electrodensa) y homogénea.

En las muestras de los animales inoculados con el virus fijo (CVS) de la rabia (Figuras 4-
15 y 4-16) los principales hallazgos ultraestructurales fueron apoptosis neuronal y
degradacién mielinica. La apoptosis se reconocié por el caracter picnético del nacleo
(tamanfio reducido y con cromatina condensada), pericarion condensado, de una tonalidad
mas oscura y con vacuolizacion. Ademas se encontraron células con formacion de cuerpos
apoptéticos y fragmentacion nuclear. La infeccion con virus ‘fijo' también generé
degradacion de las bandas de mielina las cuales se observaron como hilos paralelos
dispersos alrededor de los axones. Algunos de estos hallazgos también se observaron en

los cortes semifinos coloreados con azul de toluidina (Figura 4-16).

En las muestras de los animales inoculados con virus ‘calle’ (Figura 4-17) no se observo
ninguna alteracion de importancia en la estructura fina de las neuronas, con excepcion de
la presencia de cuerpos de Negri. Por su parte la mielina exhibié degradacién parcial en
algunos axones pero no tan acentuada como la que se evidencio en el tejido infectado con
virus CVS. Tanto en neuronas infectadas con virus ‘fijo’ como en las infectadas con virus

‘calle’ fue posible encontrar algunas particulas virales.
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Figura 4-14: Imagenes de la ultraestructura de la médula espinal en ratones control.

A-C. Neuronas del asta ventral de la médula espinal donde se observa un gran nucleo (Nu) vesicular
(escasa presencia de cromatina) y un nucléolo central prominente. El pericarion (P) (equivalente al
citoplasma) es pélido y homogéneo y apenas se distingue la membrana celular (flechas). D. Axones
(Ax) en corte transversal rodeados por una banda densa y homogénea de mielina (flecha). Se
aprecian algunas mitocondrias dentro del axoplasma. Barras = 1 um.



58 Efecto de la infeccion con el virus de la rabia sobre la expresion de marcadores

neuronales y la ultraestructura de motoneuronas en médula espinal de ratones

Figura 4-15: Ultraestructura de la médula espinal en ratones infectados con virus CVS.

A-D. Iméagenes ultraestructurales de la médula espinal de ratones inoculados con virus fijo de la
rabia que exhiben diferentes rasgos neurodegenerativos. Neuronas apoptéticas (NA) que se
distinguen por sus nucleos picnoéticos y pericarion condensado con formacién de vacuolas (V). En
las figuras A, B y C también son evidentes cortes transversales de axones (Ax) que muestran
degradacion de la mielina. En la imagen D se aprecia una neurona sin rasgos apoptéticos donde se
observan varias particulas virales (flechas) e inclusiones de ribonucleoproteina viral (cabezas de
flecha) que no alcanzan a ser cuerpos de Negri. Barras = 1 pm.
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Figura 4-16: Ultraestructura de neuronas apoptédticas en médula espinal de ratones
infectados con virus CVS.

Ay B. Cuerpos apoptéticos (CA) ocupando gran parte del area del soma de las neuronas dentro de
las cuales se formaron. C y D. Neuronas apoptoticas con diferentes grados de fragmentacion
nuclear y condensacion del citoplasma. Los recuadros en color azul corresponden a cortes
semifinos (600 nm de espesor) de tejido incluido en resina plastica, coloreado con azul de toluidina
y fotografiado en el microscopio 6ptico en 40X. Barras = 1 pm.
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Figura 4-17: Imagenes ultraestructurales de la médula espinal en ratones infectados con

virus ‘calle’.

A. Ndcleo (Nu) y pericarion (P) de una motoneurona que exhibe un aspecto similar al de una

neurona de un raton control. B. Fragmento del nicleo y el pericarion de una motoneurona que
contiene un cuerpo de Negri (CN). No obstante la célula exhibe una imagen con aspecto
normal. Arriba en la ampliacién del recuadro se describe en detalle el borde del CN para
observar algunas particulas virales C. Particulas virales (flechas) localizadas dentro del
neuropilo que rodea a una neurona de aspecto normal. D. Axones (Ax) en corte transversal
mostrando degradacién parcial de la mielina en algunos de ellos (flechas). Barras = 1 um.
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Figura 4-18: Ultraestructura figuras semejantes a mielina en la médula espinal de
ratones infectados con virus CVS.

Ay B. Las flechas indican figuras semejantes a mielina (figuras mielinicas) formadas por
laminas concéntricas dentro de las dendritas de la médula espinal de ratones inoculados
con virus fijo de la rabia. Barras = 1 pm.
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4.7. Inmunohistoquimica para Bax.

Debido al hallazgo de neuronas con caracteristicas ultraestructurales de apoptosis se
procesaron fragmentos de médula espinal de dos animales inoculados con virus fijo’ y un
control para inmunohistoquimica de Bax. En el grupo control hubo una débil marcacion en
el citoplasma de neuronas del asta ventral y zona intermedia. En la medula espinal de
ratones infectados con el virus se detectaron neuronas inmunorreactivas a Bax en el asta
ventral; por el tamafio (= 30 um) algunas de ellas posiblemente correspondian a
motoneuronas. La marcacion se delimitd principalmente al pericarion y algunas dendritas
(Figura 4-19).

Figura 4-19: Inmunohistoquimica para Bax en ratones inoculados con virus CVS.

A y C. Raton control. Inmunorreactividad débil posiblemente debido a ‘ruido de fondo’ aunque
parece haber algunas escasas estructuras Bax+ (flechas). B y D. Ratén infectado. La
inmunorreactividad para Bax fue acentuada, facilmente distinguible del control, en el pericarion
(flechas) y en el neuropilo. Imagenes panoramicas (Ay C) en 10X. Ampliaciones (B y D) en 40X



5. Discusion.

5.1. Distribucién de laInfeccidn con el virus de larabia en

la médula espinal.

Después de la inoculacién intramuscular del virus en las extremidades posteriores de
ratones, los antigenos virales se localizaron inicialmente en el asta ventral de la médula
lumbar, en nucleos correspondientes a motoneuronas. El ndcleo HmM9 contiene
especificamente motoneuronas que inervan a los musculos isquiotibiales (47,49,102). La
evidencia neuroanatémica de distribucion de las neuronas inmunorreactivas aqui descrita
sugiere que a partir de la médula lumbar el virus asciende, mediante transporte axonal
retrogrado, por la via propioespinal. Esto se deduce por la localizacion de las neuronas en

las que inicialmente se observaron antigenos en la médula toracica y la médula cervical.

Los nlcleos 8Sp de estos segmentos medulares contienen neuronas propioespinales con
axones largos descendentes. Estas neuronas envian proyecciones monosinapticas
directamente hasta los nulcleos propioespinales inferiores y las neuronas motoras
lumbares de la lamina 9 (103,104). En otras palabras, el virus inoculado en los masculos
isquiotibiales es conducido a la médula espinal hasta las motoneuronas de la lamina 9 y
asciende a través de los axones descendentes de las neuronas propioespinales de la
lamina 8 hasta los niveles toracico y cervical. Ademds, parte de las proyecciones de las
neuronas propioespinales de la lamina 8 son comisurales (103); estas podrian contribuir a
la rapida diseminacion del virus al lado contralateral. Estos resultados son evidencia de la
mayor afinidad del virus de la rabia por la via motora y del transporte axonal retrégrado

como su principal mecanismo de diseminacién. Las neuronas propioespinales



64 Efecto de la infeccion con el virus de la rabia sobre la expresion de marcadores

neuronales y la ultraestructura de motoneuronas en médula espinal de ratones

descendentes se consideran premotoras (104) y contribuyen a la coordinacién de los

reflejos y la locomocion (103).

Aqui se revelan detalles, aparentemente no conocidos, sobre el transporte del virus de la
rabia a través de la médula espinal. Son escasos los estudios en rabia que se enfocan en
esta parte del sistema nervioso. La mayoria de ellos corresponden a histopatologia post
mortem (95,97,105) y otros se limitan a informar el tiempo transcurrido entre la inoculaciéon
periférica del virus y su aparicién en la médula lumbar pero sin precisar el sitio exacto y sin
hacer seguimiento posterior a su ascenso a través de los diferentes niveles
(28,94,106,107,108,109), ademas los intervalos de observacion reportados son cada 24
horas 0 mas, a partir de la inoculacion, mientras que en el presente estudio se hizo un
seguimiento cada 8 horas. Esto facilité la deteccion de las primeras neuronas infectadas

en cada uno de los niveles de la médula espinal.

En la revision bibliografica no se encontraron estudios similares que detallen el ascenso
del virus por la via motora, desde la médula lumbar a la médula cervical, con excepcién
del trabajo realizado recientemente con un virus de rabia modificado genéticamente
(desprovisto de la proteina G), utilizado s6lo como trazador monosinaptico, porque ha
perdido la capacidad de reproducirse y de pasar de una neurona a otra por via transinaptica
(104). Con este trazador se demostraron las conexiones monosinapticas entre las
neuronas propioespinales de la médula toracica y la médula cervical con las motoneuronas
lumbares. Un aspecto particular de este virus recombinante utilizado como trazador es que
el recorrido entre la médula lumbar y la médula cervical, en los ratones utilizados, tardé

aproximadamente una semana.

Por otra parte, Ugolini sostiene de acuerdo con sus experimentos en ratas, cobayos y
primates, que el ingreso del virus desde la periferia hasta la médula espinal ocurre
exclusivamente a través de fibras motoras. Esto lo ha demostrado inoculando musculos
gue contienen abundantes fibras sensoriales, motoras y autonémicas. En ningln caso
encontré diseminacion del virus por via sensorial o autonémica, y sugiere que los reportes
sobre la posible entrada del virus de la rabia por via sensorial en ratones, podrian
explicarse por una mayor susceptibilidad de esta especie al virus CVS, puesto que esta
cepa viral fue originalmente adaptada en raton (25,110). Esta mayor susceptibilidad

también explicaria el transporte mas rapido del virus desde la periferia hasta la médula
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espinal y desde las motoneuronas hasta las neuronas propioespinales descendentes

hallado aqui en ratones.

No obstante, algunos autores han reportado susceptibilidad de las neuronas sensoriales a
la infeccion y transporte axonal anterégrado del virus en condiciones ‘in vitro’ (74,111), asi
como su posible ingreso al sistema nervioso central a través de la via sensorial (26,112).
Ademads, existe un virus recombinante de la rabia, obtenido por delecion de la proteina G,
gue puede infectar neuronas sensoriales y ser transportado en direccion anterégrada
(28,113). Ahora bien, la diseminacion del virus por la ruta intramuscular parece ser mas
eficiente, si se tiene en cuenta que en el estudio mas reciente que reporté el ingreso del
virus CVS por la via sensorial en ratones, se informa un tiempo postinoculacion de 96 horas

para su transporte desde la periferia hasta la médula espinal lumbar (26)

Finalmente, es importante destacar el hecho de que la diseminacion del virus, a través de
la médula espinal, no se manifiesta en disfuncion motora sino hasta bien avanzada la
enfermedad, cuando el virus ya ha invadido &reas motoras superiores del encéfalo.
Previamente se habia demostrado el efecto de la infeccién, en fase avanzada de la
enfermedad, sobre la expresion de proteinas reguladoras del metabolismo del calcio en la
médula espinal (87). Que el virus de la rabia no genere alteraciones funcionales, como
resultado de su dispersion temprana a través de la médula espinal, es coherente con otros
estudios que han demostrado la estrategia del patdégeno para asegurar su diseminacion a
través de todo el tejido nervioso, sin afectar la funcién neuronal sino hasta bien avanzada
la enfermedad (44,86,114) Esto es particularmente importante en la médula espinal para

permitir el avance de la infeccion hacia el encéfalo.

5.2. Marcadores del citoesqueleto y patologia dendritica

asociada a la infeccion con el virus de la rabia.

Los neurofilamentos tienen como funcién proporcionar resistencia mecanica a la célula,
asi como regular la distribucién de proteinas y la transmision de sefiales intracelulares. La
funcién de los NF-H es fundamentalmente estructural; participa en el crecimiento radial de

los axones durante el desarrollo, el mantenimiento del calibre del axén y la transmision de
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impulsos eléctricos a lo largo de los axones, es decir, en la velocidad de conduccion
nerviosa (64). Por su parte la MAP2 se encarga de la estabilizacion de los microtubulos,
inhibicion de la polimerizacion, aumento de la rigidez de los microtibulos y modulacién de
la iniciacion de las neuritas. Ademas participan en la formacion de entrecruzamientos entre

los microttbulos y los neurofilamentos (63).

En esta investigacion se demostré que la infeccion con el virus de la rabia genera un
aumento de la inmunorreactividad de MAP2 y NF-H en la médula espinal. Recientemente
se habia reportado aumento de la expresion de MAP2 en la corteza cerebral de ratones
inoculados con los dos tipos de virus de la rabia (92) y la sobreexpresion del gen de la
MAP2 en pacientes que presentaron rabia encefélica (93). El aumento de expresion de
una proteina como consecuencia de la infeccion con el virus de la rabia ya habia sido
reportado. En la corteza cerebral (84) en el cerebelo (82,115) y en la médula espinal de
ratones infectados con rabia, se encontré aumento de parvoalbumina (PV) una proteina de
unién a calcio (87). Prosniak y colaboradores hallaron que al menos el 1.4% de los genes
(16 de los genes evaluados en el estudio) aumentaron su expresién en el cerebro de

ratones inoculados con el virus CVS de la rabia (116).

Sin embargo, Song Yy colaboradores no reportaron variacion cualitativa en la
inmunorreactividad de MAP2 en neuronas piramidales del hipocampo de ratones (90). En
otros estudios se ha encontrado disminucién de inmunorreactividad de MAP2 y NF-H en
neuronas infectadas in vitro (89), asi como pérdida de la expresion de MAP2 en neuronas
de la corteza cerebral y el pedunculo cerebelar de ratones (10) y pérdida de filamentos de
actina en el hipocampo de ratones (90). Posiblemente estas diferencias se deben al tipo y
la virulencia de la cepas virales utilizadas en las investigaciones (10). Pero los analisis de
protedmica de estas proteinas en cerebros humanos infectados con rabia (93) respaldan

el aumento de expresion de MAP2 y NF-H aqui reportado.

La sobreexpresion de MAP2 y NF-H puede ser un mecanismo que facilite la diseminacion
del virus. Se ha sugerido que el citoesqueleto juega un papel fundamental en el transporte
retrogrado del virus de la rabia (117,118) y existe la posibilidad de que el virus tenga la
capacidad de ser transportado activamente a lo largo de microtubulos, siendo capaz de

interactuar con miembros de la familia de las dineinas (28,119)



Discusion 67

Uno de los posibles mecanismos que facilitan el transporte del virus de la rabia por via
retrograda es la unién a los receptores p75NTR; estos facilitan la internalizacion del virus
por la via p75. Esta via aumenta las tasas de transporte por que activa diferentes cascadas
de sefializaciébn como resultado de la unién de varios ligandos o interacciones con diversos
co-receptores que regulan a la alta el transporte axonal retrogrado (27). Es factible que la
union del virus de la rabia a clisteres p75NTR en la membrana celular promueva el
reclutamiento y la movilizacion tanto de los microtibulos como de las dineinas (27).
Ademas se ha demostrado que la polimerasa L del virus de la rabia forma un complejo de
union con la cadena ligera de dineina 1 (DLC1). Este complejo esta implicado en la
asociacion y reorganizaciéon asi como en la modificaciébn postraduccional de los

microtubulos, y en la regulacion de la transcripcién primaria del virus de la rabia (120).

De igual manera se ha demostrado asociacién entre DLC1 y las proteinas MAP por medio
de la union directa a los dimeros de tubulina (121). Esto sugiere que no sélo el virus usa
la red de microtubulos durante la entrada, si no que manipula activamente el citoesqueleto
y las proteinas asociadas para lograr un transporte rapido y eficiente (120). Posiblemente
la sobreexpresion de MAP2 y NF-H puede ser inducida por DLC1 o por expresion de una
proteina del virus, al igual que sucede con la maodificacion postraduccional de los
microtUbulos asociadas a DLC1-polimerasa L (120) y en el transporte mediado por
p75NTR (27). Todo esto como un mecanismo que en conjunto facilite y acelere el
transporte del virus. Recientemente se ha reportado que otro virus, el VIH1, induce la

formacion de microtubulos para facilitar la infeccién (122).

Por lo general se asocia la pérdida de la expresiéon de MAP2 con alteraciones en la
morfologia dendritica (91). Por el contrario, con los resultados aqui presentados, parece
confirmarse que en rabia hay patologia dendritica asociada con aumento en la MAP2. La
técnica de Golgi Cox revel6 imagenes que muestran alteraciones morfolégicas en
neuronas del asta ventral de la médula espinal, en particular, pérdida dendritas y
disminucion de su longitud. Resultados similares se reportaron en neuronas piramidales
de la corteza cerebral de ratones (39,46,92) También en Sindrome de Down se ha

establecido la asociacion entre aumento de MAP2 y patologia dendritica (92,123)
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En ratones transgénicos pequefios aumentos de expresién de NF-H generaron un mayor
contenido de neurofilamento total y axones mielinizados mas grandes, mientras que los
incrementos elevados de NF-H generaron la disminucion del contenido total de
neurofilamentos e inhibieron fuertemente el crecimiento (124). La sobreexpresion de NF-
H induce anomalias en la organizacién y formacion de neurofilamentos, que pueden causar
alteraciones en la morfologia y el metabolismo celular (125). En la médula espinal de
ratones con sobreexpresion de NF-H y NF-M (médium) se demostré que el aumento de
una o ambas proteinas conduce a la agregacion de NF y una segregacion de la red NF y
los microtubulos, generando una reduccion drastica de la arborizacion dendritica de las
motoneuronas (126). La patologia dendritica en rabia también se habia corroborado
mediante la observacion de la ultraestructura de dendritas distales de neuronas
piramidales de la corteza cerebral donde se evidenci6é que el virus altera la organizacion
de los microtdbulos e induce la aparicién de figuras similares a mielina (38,40). En la
médula espinal también se hallaron algunas figuras mielinicas aunque no del tamafio y

caracteristicas encontradas en las neuronas corticales.

Es posible que en etapas iniciales de la infeccién por rabia el aumento de MAP2 y NF-H
favorezca la velocidad de transporte del virus, pero en etapas avanzadas este aumento
progresivo provoca alteraciones en el citoesqueleto que se reflejan en la morfologia celular.
Estos cambios pueden deberse a la acumulacién de NF-H en las neuronas, especialmente
en las motoras, lo que impide la interaccién entre el NF y los microtabulos (126,127). En
esta investigacion se confirmo la posible asociacion de la sobreexpresion de MAP2 y NF-
H con la patologia dendritica en rabia. Sin embargo, es necesario seguir profundizando en
la participacion de los receptores neuronales, la regulacion postraduccional del
citoesqueleto en el transporte del virus de la rabia y su relacién con la patologia dendrita
como mecanismos de disfuncion neuronal y un modelo de estudio de enfermedades

neurodegenerativas.
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5.3. Efecto de la infeccidn rabica sobre marcadores de

neuronas colinérgicas, gabaérgicas y glicinérgicas.

Aunque se ha considerado la disfuncion neuronal como uno de los mecanismos causales
de la muerte en rabia, son pocos los estudios que han evaluado el efecto de la infeccién
en los sistemas de neurotransmision (44,45,82,83,115). En el desarrollo de este trabajo se
evalud el efecto del virus de la rabia en el sistema colinérgico, mediante el estudio de la
inmunorreactividad de colina acetiltransferasa (ChAT), enzima que sintetiza la ACh vy el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT), proteina responsable del transporte de la
acetilcolina través de las vesiculas sinapticas. Estos son considerados los principales
marcadores para identificar células colinérgicas (51). Se demostré que la infeccion afecta
la expresion estos marcadores generando su pérdida notable en el asta ventral de la

médula espinal, especialmente en la lamina IX donde se ubican las motoneuronas.

Jackson (1993) no encontré efecto de la infeccion con virus CVS sobre la actividad
enzimatica de la ChAT y AChE, en la corteza cerebral o el hipocampo de ratones
infectados con virus CVS (76). Por lo tanto, interpreté que la disfuncion del sistema
colinérgico es poco probable en el modelo de rabia en ratén. Sin embargo, los resultados
obtenidos en esta investigacion demuestran un efecto sobre el sistema colinérgico al
menos en neuronas de la médula espinal. Esto podria estar relacionado con la afinidad
gue tiene el virus de la rabia por los receptores nicotinicos de la acetil colina (128). De
hecho, esta caracteristica del virus ha sido utilizada para realizar identificacion y trazado

de interneuronas colinérgicas premotoras en la médula espinal (129).

Por otra parte, no se encontré efecto aparente sobre la inmunorreactividad de GABA y
glicina ni sobre la expresion de la enzima GAD-67. Por lo tanto el virus de la rabia parece
afectar la neurotransmision inhibitoria en la médula espinal a diferencia de lo que se ha
reportado en estudios de &reas encefélicas (79,81,82,115) o en neuronas corticales en
cultivo (80) donde hay evidencia de que la infeccion afecta la actividad del GABA.
Previamente no se tenia informacién sobre el efecto de la rabia en la neurotransmision

glicinérgica quizas por la escasez de estudios de rabia en la médula espinal.
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Una alternativa para identificar neuronas gabaérgicas es el uso de dos marcadores
neuronales: calbindina (CB) y parvoalbumina (PV), dos proteinas de unién a calcio que se
expresan en neuronas gabaérgicas (84,130). La infeccion con el virus de la rabia produce
disminucion en la expresion de CB la corteza cerebral y el estriado y aumento de la
expresion de PV en las mismas areas (84,85). Un resultado similar se obtuvo en la médula
espinal de ratones (87). Por lo tanto, no aparece haber una relacion directa entre el efecto
de la infeccién sobre la expresion de las dos proteinas y la neurotransmision gabaérgica.
Adicionalmente, en las células de Purkinje del cerebelo de ratones inoculados con virus
de rabia CVS no se afect6 la expresion de CB, lo cual llama la atencién, puesto que estas
neuronas son gabaérgicas y contienen mas cantidad de CB que cualquier otra célula del
sistema nervioso (88).

Los neurotransmisores acetilcolina (ACh), GABA y glicina desempefian importantes
papeles funcionales en la médula espinal. Las neuronas ACh+ representan la principal
salida de informacién hacia el sistema muscular y la ACh es también un modulador del
procesamiento sensorial (131). Las interneuronas inhibitorias gabaérgicas y glicinérgicas
son también un componente critico para el procesamiento sensorial y la actividad motora.
El GABA y la glicina forman parte de una gama de sistemas neuromoduladores
(inhibitorios) que regulan la salida final del impulso motor desde las neuronas motoras del
SNC, gue aseguran que el movimiento sea suave, preciso y adaptado a las exigencias
ambientales y organizacionales (58,132). El efecto de la rabia sobre los marcadores ChAT
y VAChT podria reflejar un desbalance en la neurotransmision colinérgica que explicaria,

en parte, la pardlisis de las extremidades observadas en los ratones infectados.

Para que se genere el movimiento de los muasculos en los vertebrados, es necesario un
correcto funcionamiento de la unién neuromuscular, esta formada por las a-motoneuronas
y las fibras musculares esqueléticas; la sinapsis en la placa neuromotora es mediada por
la acetilcolina (133). Las a-motoneuronas corresponden a células ACh positivas de la
lamina IX de la médula espinal (51), el &rea donde se evidenci6 pérdida de los marcadores
VAChT y ChAT asociada a la infeccién con el virus de la rabia. Se ha sugerido que los
cambios en la expresion o el trafico de VAChT a las vesiculas sindpticas puede regular la

cantidad de ACh secretada por las terminaciones nerviosas (133,134), ademas la perdida
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ChAT la enzima que sintetiza la ACh, sugiere que la paralisis en rabia se debe a la no

disponibilidad de acetilcolina en la unién neuromuscular.

GABA vy glicina son los neurotransmisores inhibidores primarios en la médula espinal de
mamiferos, pero difieren en sus funciones reguladoras de la excitacion neuronal durante
el ensamblaje del circuito locomotor en mamiferos (135). El equilibrio entre la excitacion y
la inhibicién esta mediado por una variedad de poblaciones de interneuronas que controlan
muchas de las propiedades, funciones y los parametros de la salida de efecto motor (136).
Se ha demostrado que las neuronas localizadas en el cuerno dorsal, las motoneuronas,
las células de Renshaw, y algunas otras neuronas del asta ventral, reciben entradas
sindpticas tanto gabaérgicas como glicinérgicas (58). En este sentido la accién de las a
motoneuronas estd regulada por la interaccion con las interneuronas gabaérgicas y
glicinérgicas, lo que podria ser otro factor que intervenga en las alteraciones del

movimiento asociadas a la infeccion con el virus de la rabia.

5.4. Muerte celular asociada alainfecciéon con el virus de

la rabia.

La proteina NeuN se ha reconocido como un marcador universal para las neuronas aunque
unos pocos tipos de células neuronales no lo expresan (69,137). Ademas de representar
un marcador de neuronas maduras, es Util para examinar las etapas de maduracién y
diferenciacion del SNC. La inmunohistoquimica para NeuN puede ser aplicada en estudios
neuropatoldgicos para el fisioldgico del SNC; la disminucion de la inmunorreactividad para

NeuN se puede asociar a degeneracion neuronal (71).

La NeuN es un excelente marcador para el estudio de enfermedades neuroldgicas que
inducen cambios morfolégicos dificiles de detectar, como en la rabia (72). La pérdida de
marcacion para NeuN eventualmente es un indicativo de muerte celular (69). En esta
investigacion se demostré que el virus CVS de la rabia inoculado por via intramuscular
provoca disminucion en la inmunorreactividad a NeuN en el asta ventral de la médula
espinal de ratones y se determiné que en los animales infectados habia un menor nimero

de células NeuN+.
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Recientemente Rengifo y colaboradores (2016) demostraron disminucion significativa de
neuronas NeuN+ en la corteza cerebral de ratones inoculados por via intracerebral (72).
Por el contrario, estos cambios no se reportaron en la corteza de ratones inoculados por
la ruta intramuscular. En contraste, en este trabajo se encontré pérdida de NeuN en la
médula espinal en animales inoculados por la via intramuscular. Una posible explicacion
seria el mayor tiempo que dura la infeccion de las neuronas de la médula espinal respecto
a las neuronas de la corteza cerebral. La pérdida de inmunorreactividad a NeuN, inducida
por el virus fijo, podria estar relacionada con el hecho de que este tipo de infeccion

experimental en ratones induce muerte neuronal por apoptosis (45)

La apoptosis en rabia no es un evento comun, se ha considerado que la preservacion de
la integridad de la red neuronal es crucial para que el virus sea transmitido. La invasién del
sistema nervioso por el virus parece ser el resultado de la supervivencia de las neuronas
infectadas. Esta estrategia incluye la proteccién contra el virus mediada por la apoptosis y
la destruccion de las células T que invaden el SNC en respuesta a la infeccion (138). En
este estudio se encontrd, mediante inmunohistoquimica de Bax y microscopia electrénica,
evidencia de apoptosis a causa de la infeccion con virus fijo. Hay evidencia experimental
(in vitro) de que las motoneuronas de la médula espinal de ratas sobreviven a la infeccion
por el virus de la rabia debido a que la induccion viral de la apoptosis se retrasa en estas

neuronas (139).

Se ha reportado apoptosis en diferentes regiones del encéfalo, en condiciones
experimentales especiales, en las que se han utilizados virus o ratones genéticamente
modificados (42,140). Sin embargo, no se demostré apoptosis en la médula espinal cuando
el virus fijo se inoculé por via intracerebral (36) o intramuscular en ratones (42,141,142), y
no se ha encontrado apoptosis en pacientes humanos o en animales con infeccién natural
del virus de la rabia (41,43,95). Este seria entonces el primer reporte de apoptosis en la
médula espinal causado por la infecciébn con virus fijo de la rabia inoculado por via
intramuscular y quizas este fenbmeno pueda tener alguna relacién con el efecto de la rabia

sobre el sistema motor en las extremidades de los ratones infectados.

Recientemente se ha demostrado que el virus CVS induce apoptosis a través de via
mitocondrial. El virus bloquea la activacion de Bax en las primeras etapas de la infeccion;
mientras que la proteina M se dirige hacia las mitocondrias e induce la apoptosis en las

Ultimas etapas de la infeccion (143). De hecho se ha demostrado que ratones mutantes
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(knock out) para Bax presentan menos cantidad de células apoptoticas que los ratones

normales cuando son infectados con virus de la rabia (144).

55. Efecto de la infeccién con virus de la rabia en la

ultraestructura neuronal.

Las primeras descripciones de infeccidn con el virus de rabia tipo calle se realizaron en los
afios 60. En las publicaciones se describen particulas virales de 100 x 120 nanometros
rodeadas por una doble membrana. Estos resultados se obtuvieron mediante la
inoculacion por via intracerebral de ratones de 2 a 3 dias de nacidos (145,146). Las
particulas virales descritas aqui presentaron forma de bala o circulares (en cortes
transversales de los viriones) con un ancho de 70,8 nanémetros y un largo de entre 80 y

120 nandémetros tanto en la infeccién con el virus fijo como con el virus calle.

Se considera que el cuerpo de Negri estd presente solo en las infecciones con virus calle,
mientras que el virus fijo genera matrices de ribonucleoproteina viral mas pequefias en
volumen. Una explicacién podria ser que el virus CVS afecta mas rapidamente a los
animales y lesiona a las neuronas de tal manera que no se logra el desarrollo del cuerpo
de Negri (147). En este estudio s6lo se observaron algunas pequefias matrices de
ribonucleoproteina en neuronas del asta ventral de la médula espinal en muestras
infectadas con virus fijo. En algunas neuronas infectadas con virus calle fue evidente la

formacion de cuerpos de Negri con particulas virales a su alrededor.

En este trabajo también se confirmé la diferencia entre la ultraestructura del tejido nervioso
infectado con virus fijo y el infectado con virus calle, tal como ha sido descrita por otros
autores (37,147). S6lo en muestras de animales inoculados con virus fijo se observaron
los rasgos ultraestructurales caracteristicos de apoptosis (148,149,150) tal como los
describieron Miyamoto & Matsumoto en 1967, aunque para ese entonces alun no se habia
acufiado ese término (147), que se conoci6 a partir de 1972 (148). Los rasgos
ultraestructurales apoptéticos inducidos por el virus fijo de la rabia también han sido
reportados por otros autores (140,151). Es importante anotar que la microscopia
electrénica es considerada el “estandar de oro” para el diagndéstico de apoptosis (149,150).

En esta trabajo se pudo establecer, quizas por primera vez, la presencia de apoptosis en
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médula espinal de ratones inoculados por via intramuscular, la ruta natural de infeccién.
Inicialmente con el microscopio electrénico y luego confirmado mediante

inmunohistoquimica con un marcador de células apoptoticas (Bax).

Otra de las caracteristicas de la infeccion descrita en esta investigacion es la degradacién
de la mielina en los axones, mas acentuada por el virus fijo pero también presente en las
muestras de animales infectados por virus calle. Otros autores, en estudios de nervios
periféricos humanos asi como de ratones y ratas infectados con virus calle, reportaron
desmielinizacion segmentaria y remielinizacion, degeneracion Walleriana, pérdida de la
fibra mielinica y pérdida axonal (152,153,154). Valdria la pena explorar si la destruccion de
la mielina también ocurre en los nervios motores periféricos como factor desencadenante

de la paralisis de los miembros inferiores.

Recientemente se ha reportado la escasez de mitocondrias, pérdida marcada de
microtubulos, formacién de vacuolas y presencia de unas raras estructuras electrodensas
dentro de las dendritas distales (figuras de mielina) de las células piramidales corticales en
ratones infectados con virus de rabia tipo calle (38,40). Durante la observacion y analisis
ultraestructural del presente estudio no se encontraron caracteristicas similares con

excepcion de algunas figuras mielinicas pero de menor tamafio.



6. Conclusiones

1. Los resultados aqui obtenidos sugieren que el virus de la rabia ingresa a la médula
espinal través de las motoneuronas de la region lumbar y utiliza la via propioespinal

descendente para su transporte axonal retrégrado hasta alcanzar la region cervical.

2. Lainfeccion con virus de la rabia gener6 pérdida en la expresion de los dos principales
marcadores de neuronas colinérgicas, ChAT y VAChT. Esto puede ser evidencia de
la afectacion del sistema colinérgico, por lo menos en la médula espinal, lo que podria
estar asociado a los signos de paralisis en las extermidades de los animales inoculados
con el virus. Por el contrario, esta infeccion no parece afectar la sintesis de los

neurotransmisores inhibitorios GABA y glicina en la médula espinal.

3. Las proteinas de citoesqueleto MAP2 y NF-H incrementaron su expresion dentro de la
médula espinal de ratones inoculados con el virus de la rabia mientras que la infeccién
generd pérdida de dendritas. Esto confirma resultados previos hallados en el encéfalo
gue relacionan el aumento de la expresion de estas proteinas con patologia dendritica

en rabia.

4. Con microscopia electrénica e inmunohistoquimica para Bax se demostro la ocurrencia
de apoptosis en la médula espinal de ratones inoculados con virus fijo de la rabia por
la ruta intramuscular. Esto podria estar relacionado con la disminucion en el nUmero

de neuronas NeuN+. Probablemente este sea el primer reporte de este hallazgo.

5. Se confirmo la diferencia entre la ultraestructura del tejido nervioso infectado con virus
calle y el afectado por virus fijo. Ademas, los hallazgos ultraestructurales generados
por la infeccion en la médula espinal fueron diferentes a los que previamente se habian

descrito en neuronas de la corteza cerebral.



Anexo: Protocolo de bioseguridad
paralainoculacion y manejo de
ratones con el virus de la rabia

El investigador principal y deméas personas que hacen parte de la linea de
investigacion y llevan a cabo la manipulacién de los animales, han recibido el
esquema completo de vacunacién antirrabica y, cada 6 meses, se someten a
prueba de valoracién de los titulos de anticuerpos, realizada por el Grupo de
Virologia del INS.

Las alicuotas de virus de la rabia utilizadas para inocular los animales son
suministradas por el Grupo de Virologia del INS y se transportan refrigeradas hasta
el bioterio directamente por quien llevara a cabo el procedimiento, no por terceras
personas. Solamente el investigador principal del proyecto hara las inoculaciones.
En el bioterio (sala de alta seguridad) la manipulacién del virus (diluciones) se lleva
a cabo dentro de la cabina de flujo laminar.

La inoculacién del virus en los animales también se realiza dentro de la cabina de
flujo laminar. Este es el procedimiento de mas alto riesgo (puede haber riesgo de
pincharse con la aguja de la jeringa de inoculacién). Sélo el investigador principal
lleva a cabo las inoculaciones. Se utiliza un doble de juego de guantes quirlrgicos.
La aguja de inoculaciéon (calibre 27) tiene apenas 0,5 mm de longitud. Esto
disminuye el riesgo y facilita una inoculacién muy precisa en el sitio deseado.

El experimentador trabaja con un equipo de bioseguridad que consta de un traje
previamente esterilizado (suministrado por el bioterio) gafas, tapabocas y guantes
quirdrgicos.

Una vez inoculados los ratones se distribuyen en las cajas y se trasladan al area
asignada para animales inoculados con el virus de la rabia.

Diariamente se llevan a cabo observaciones y toma de notas sobre el

comportamiento de los animales inoculados y sus controles.
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8.

10.

11.

Para llevar a cabo la fijacion por perfusion, los animales se trasladan hasta la cabina
de flujo laminar, se inocula el anestésico (ver numeral 7.2 del protocolo) y, 3 minutos
después se inicia el proceso de diseccidn. Los ratones se inmovilizan sobre una
tabla de madera o icopor, utilizando alfileres en el area plantar de sus 4
extremidades, dejando su lado ventral hacia arriba. Este procedimiento, ademas,
permite probar que los animales estan bajo anestesia profunda.

A continuacién se lleva a cabo una incision de la piel, los masculos toracicos y
abdominales y los huesos del térax para dejar al descubierto el corazén. Este debe
conservar su latido para que la perfusion pueda ser exitosa. La manipulacién de los
animales previa a la perfusion y durante la misma implica bajo riesgo puesto que el
virus es estrictamente neurotropico (s6lo se encuentra en el tejido nervioso) y en
roedores de laboratorio esta documentado que no se transmite a través de la saliva
(mordedura).

Para llevar a cabo la perfusién se introduce una aguja (de una jeringa de
tuberculina) en el apice del ventriculo izquierdo en sentido diagonal hasta la union
de la aorta con la auricula derecha. Previamente se ha ensamblado la aguja con la
manguera de una bomba de perfusibn con un calibre especifico para hacer
perfusién en ratones.Inicialmente se deja circular una solucion salina de tampdén de
fosfatos durante 5 minutos (aproximadamente 50 ml) para extraer la sangre. A
continuacién se deja circular la solucion fijadora (paraformaldehido 4%) durante 10
minutos (aprox. 100 ml).

Una vez perfundido el animal, se separa la cabeza y con unas tijeras finas se corta
el crAneo desde atrds hacia adelante, se extrae el encéfalo y se coloca en una
solucion con el fijador (paraformaldehido 4% o paraformaldehido 4% mas
glutaraldehido 1). Esta es la parte del animal que se lleva al laboratorio de
microscopia. El resto del animal se deja para ser incinerado y no representa riesgo

por cuanto esta desinfectado con el liquido de perfusion



Anexo: Inmunohistoguimica para
rabia

Realizar cortes en vibratomo de 50um. Se recogen en cajas de Petri de 1,5ml con
tampon fosfato salino (PBS); se dejan en PBS toda la noche.

. Tratamiento con NH4Cl 0,05M (0,03gr en 10ml de PBS) (30 min).

3 lavados en PBS (10, 5’ 5’)

Inhibicion de la peroxidasa endégena (H202 3% en PBS) (30 min).

3 lavados en PBS (10, 5’ 5')

Blogueo: se lleva a cabo en la siguiente solucién. (30 min).

9,4 ml de PBS

300ul de suero Normal de Caballo

300ul de BSA (Albumina Sérica Bovina)

120ul de Triton NO LAVAR

Incubacion de anticuerpo primario (policlonal de rabia en conejo) (2 hr).

Dilucién 1:1000

Partiendo de una solucién 1/10

900ul agua ultra pura + 100 de primario 1/10 =1000 pl primario 1/100
9000p! de PBS + 1000 pl primario 1/100 = 10ml de primario 1/1000
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

3 lavados en PBS (10, 5’ 5')

Pasar al anticuerpo secundario anti mouse(1lhora)

Dilucion: 1:600

Partiendo de una solucién 1/200

6672l de PBS + 3328l de secundario 1/200 =10ml secundario 1/600
3 lavados con PBS (10°c/u)

Pasar a solucion ABC (complejo avidina — biotina) (1hora)

Preparacion para cuatro cajas: preparar 30min antes
lgota de A + 1 gota de B x cada 5 ml de PBS

3 lavados en PBS (10, &, 5')

Revelar con diaminobencidina (DAB-Nikel) kit

Lavar con PBS

Montar en laminas pretratadas, dejar secar y montar con citorresin



Anexo: Inmunohistoquimica para
marcadores neuronales

Realizar cortes en vibratomo de 50um. Se recogen en cajas de Petri de 1,5ml con
tampon fosfato salino (PBS); se dejan en PBS toda la noche.

. Tratamiento con NH.Cl 0,05M (0,03gr en 10ml de PBS) (30 min).
3 lavados en PBS (10°, 5’ 5’)

Inhibicién de la peroxidasa endégena (H202 3% en PBS) (30 min).
3 lavados en PBS (10°, 5’ 5’)

Bloqueo: se lleva a cabo en la siguiente solucién. (30 min).

9,4 ml de PBS

300ul de suero Normal de Caballo

300ul de BSA (Albumina Sérica Bovina)

120ul de Triton NO LAVAR

Incubacion de anticuerpo primario (Toda la noche)

Monoclonales:
Anti-NeuN dilucién 1:1000; anti-NF-200 diluciéon 1:1000
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Policlonales:
Anti-MAP2 diluciéon 1:2500; anti-VAChT dilucién 1:1000; anti-VAChT dilucién
1:1000 (PAP); anti-ChAT 1:1000
8. 3lavados en PBS (10,5 5’)
9. Pasar al anticuerpo secundario (2 horas)
Anti mouse dilucién 1:400 (para anticuerpos monoclonales
Anti rabbit dilucion 1:600 (Para anticuerpos policolonales)
Anti Goat dilucion 1:400 (para el VAChT método PAP)

10. 3 lavados con PBS (10°c/u)

11. Pasar a solucién ABC (complejo avidina — biotina) (2 horas) (excepto VAChT
PAP)

Preparacion para cuatro cajas: preparar 30min antes
lgota de A + 1 gota de B x cada 5 ml de PBS

12. 3 lavados en PBS (10, 5, 5’)

13. Revelar con diaminobencidina (DAB-Nikel) kit (todas las muestras)

14. Lavar con PBS

15. Montar en laminas pretratadas, dejar secar y montar con citorresina



D. Anexo: Prueba de normalidad
(shapiro-wilks modificado)

InfoStat permite probar si la variable en estudio tiene distribucion normal. Las Hipotesis:
Ho: las observaciones tienen distribucién normal; versus Hi: las observaciones no tienen
distribucion normal. La Interpretacion: valores inferiores (p<0,05) evidencia para
RECHAZAR el supuesto de distribucion normal. Valores superiores (p>0,05) evidencia
para ACEPTAR el supuesto de distribucion normal.

Marcador Variable Media DS W* p-Valor
NeuN Control 136,50 10,38 0,89 0,3989
Densitometria Infectado 148,10 17,98 0,88 0,3824
NeuN Control 132,25 20,47 0,94 0,6458
Conteo Infectado 72,75 2,22 0,96 0,7238
Control 111,32 24,76 0,82 0,1530

GABA
Infectado 104,47 12,09 0,97 0,8414
Control 105,22 14,26 0,94 0,6880

GLICINA
Infectado 118,58 36,76 0,81 0,1067
Control 91,75 10,87 0,89 0,3854
GAD

Infectado 97,24 21,48 0,90 0,4709
Control 95,43 26,44 0,90 0,4394

VAChT
Infectado 131,40 37,29 0,84 0,1905
Control 108,80 22,28 0,76 0,0563
ChAT Infectado 144,46 17,92 0,96 0,7610
Control 89,15 10,07 0,79 0,0689

MAP2
Infectado 71,05 10,88 0,87 0,3129
NE-H Control 101,65 18,81 0,88 0,3374
Infectado 83,58 21,52 0,89 0,3957

W+*: Estadistico de Shapiro-Wilks modificado por Mahibbur y Govindarajulu (1997)



E. Anexo: Prueba T para observaciones
apareadas

InfoStat Permite probar la hipétesis de igualdad de medias cuando se toman observaciones
de a pares desde las dos distribuciones que se comparan. Es decir que se dispone de una
muestra de tamafio n de pares de observaciones, cada miembro de un par proveniente de
una distribucion. La Interpretacién: valores inferiores (p<0,05) evidencia para RECHAZAR
el supuesto de igual de las medias. Valores superiores (p>0,05) evidencia para ACEPTAR
el supuesto de igual de las medias.

Marcador N Media Media Media DE T P-
(dif) Control Infectado  (dif) valor
NeuN 4 -11,61 136,50 148,10 10,50 -2,21 0,1141
densitometria

5 18,10 89,15 71,05 9,59 4,22 0,0135

MAP2
5 18,07 101,65 83,58 12,65 3,19 0,0331

NF-200
4 6,85 111,32 104,47 24,89 0,55 10,6207

GABA
. 5 -13,38 105,22 118,60 47,87 -0,63 0,5657

Glicina
4 -5,50 91,75 97,24 20,31 -0,54 10,6259

GAD-67
5 -36,97 94,43 131,40 21,86 -3,78 0,0194

VAChT
ChAT 4 -35,67 108,80 144,46 16,67 -4,28 0,0235




F. Anexo: Prueba de Wilcoxon para
muestras independientes

InfoStat permite probar la hipétesis que dos muestras aleatorias independientes, provienen
de la misma poblacién, usando el estadistico de Wilcoxon (Lehman, 1975). Esta prueba es
equivalente a la prueba U de Mann Whitney para muestras independientes. Ambas son
propuestas noparamétricas basadas en los rangos de las observaciones originales. La
Interpretacién: valores inferiores (p<0,05) evidencia para RECHAZAR el supuesto de igual
de las medias. Valores superiores (p>0,05) evidencia para ACEPTAR el supuesto de igual
de las medias.

Resultado NeuN Conteo

Marcador Media Media DE DE w P-valor
control infectado control Infectado
Lamina VII 42,00 26,25 7,35 2,87 26,00 0,0286
Lamina VI 52,50 27,25 8,96 486 26,00 0,0286
Lamina IX 37,75 19,25 10,05 3,59 26,00 0,0286
Total Asta
132,25 72,75 20,47 2,22 26,00 0,0286
ventral
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