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COMUNICACION BREVE

Alteraciones de la morfologia dendritica neuronal en
la corteza cerebral de ratones infectados con rabia:
un estudio con la técnica de Golgi

Orlando Torres-Fernandez, Gloria E. Yepes, Javier E. Gdmez

Laboratorio de Microscopia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Introduccion. Los signos neuroldgicos de la rabia son impresionantes; no obstante, el cerebro
infectado sufre apenas cambios histolégicos muy sutiles.

Objetivo. Estudiar la morfologia neuronal mediante la técnica de Golgi, en la corteza cerebral
de ratones infectados con el virus de la rabia.

Materiales y métodos. Se inocularon ratones con virus silvestre de la rabia (virus ‘calle’) de
origen canino o con virus adaptado (virus ‘fijo’) de la cepa CVS (challenge virus standard). Los
animales se sacrificaron en la fase terminal de la enfermedad y se fijaron por perfusion con
paraformaldehido. Los cerebros se procesaron con la técnica de Golgi, se obtuvieron cortes
coronales de la corteza, se contaron las neuronas impregnadas en un area de 1 mm?, se midié
el tamafio de sus cuerpos celulares y se tomaron fotografias en diferentes planos de
profundidad.

Resultados. Se observaron alteraciones morfoldgicas notables en el soma y las dendritas de
neuronas piramidales, con pérdida acentuada de espinas, en 12,9% de neuronas corticales
de animales infectados con virus ‘calle’ por via intracerebral; en 8,2% de neuronas de ratones
inoculados con este mismo virus por la ruta intramuscular y en 31,8% de neuronas en los
animales inoculados con virus ‘fijo’ por via intramuscular. Ademas, en las muestras de material
infectado el nimero de neuronas impregnadas por la técnica de Golgi fue considerablemente
menor al observado en las muestras no infectadas.

Conclusiones . Estos resultados son evidencia de que el virus de la rabia si puede inducir
dafio neuronal estructural. Ademas, esta infeccion aparentemente interfiere con los mecanismos
de impregnacién argéntica del método de Golgi.

Palabras clave: rabia, virus de la rabia, corteza cerebral, neuronas, neuroanatomia, técnicas
histolégicas.

Neuronal dentritic morphology alterations in the cerebral cortex of rabies-infected mice: a
Golgi study

Introduction. The neurological signs of rabies are very dramatic. Nevertheless, the infected
brain manifests only very subtle histological changes.

Objective. The neuronal morphology in the cerebral cortex of rabies-infected mice was examined
by means the Golgi technique for detection of neuropathy.

Materials and methods. Two groups of mice were inoculated with rabies—one with street virus
isolated from an infected dog and the second with fixed CVS (challenge virus standard) virus.
At the terminal phase of illness, the animals were sacrificed and fixed for histological staining
by perfusion with paraformaldehyde. Next, the brains were treated by the Golgi technique and
coronal sections were obtained. Neurons enclosed within 1 mm? frames of the frontal cortex
sections were counted and the sizes of the cellular bodies were measured. Photographs of
several depth levels from the sections were obtained.

Results. Cortical pyramidal neurons showed distinctive morphological alterations in the soma
and dendrites (including loss of dendritic spines) in 12.9% of cells from intracerebral infected-
mice with street virus; in 8.2% of neurons from intramuscular infected-mice with street virus, and
in 31.8% of neurons from mice injected intramusculary with fixed virus. In addition, the number
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of neurons impregnated by the Golgi technique in infected brains was considerably lower than

in the non-infected samples.
Conclusions.

Rabies virus can induce structural neuron damage. The infection also appears to

induce tissue changes that interfere with the chemical mechanisms of the Golgi silver

impregnation method.

Key words:
techniques.

La rabia es una enfermedad neurol6gica mortal
gque presenta un cuadro clinico impresionante.
Paraddjicamente, el tejido cerebral infectado con
el virus de la rabia no sufre alteraciones morfo-
I6gicas notables (1-3); por eso se considera que
la letalidad de la rabia se debe méas a cambios
bioquimicos y funcionales que a dafio neuronal
estructural (3,4). No obstante, poco se conoce
sobre el efecto de esta infeccion en el patron
dendritico aunque el virus infecta primordialmente
a las neuronas (2). En algunas enfermedades
neurolégicas se ha observado patologia dendritica
pronunciada aunque no se detecten cambios
histoldgicos con los métodos convencionales, es
decir, aquéllos que permiten visualizar sélo un
plano de corte (perfil) de la neurona (5,6).

Es importante analizar el arbol dendritico por
cuanto representa el 75% del volumen de una
neurona y el 90% de su superficie; esto lo
convierte en el principal blanco de los impulsos
excitadores e inhibitorios (6). La técnica de impreg-
nacion argéntica de Golgi es uno de los métodos
gue mejor describe la morfologia neuronal
completa en tres dimensiones (5-12). Se
caracteriza porque revela sélo una pequefia
proporcién de células a través del tejido
circundante no impregnado; es como si se llevara
a cabo una diseccién neuronal in situ (13). El
hecho de que pocas neuronas se impregnen
(tomen la coloracién negra) dificulta la realizacién
de estudios cuantitativos (8), pero facilita la
descripcion de su morfologia completa. Si la
mayoria de neuronas se impregnara la
superposicion de los procesos celulares formaria
una marafa indescifrable. Segun las condiciones
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experimentales y la variante de la técnica de Golgi
ensayada, el nUmero de neuronas coloreado
adecuadamente oscila entre 1y 5% (7).

Este método se ha utilizado en neurohistologia
basica desde finales del siglo XIX, sin embargo,
su aplicacién en neuropatologia ha sido
relativamente escasa (5,6). La Unica referencia
hallada sobre su uso para el estudio de la patologia
de la rabia fue publicada por Golgi en 1894 (14).
El cientifico italiano queria demostrar la utilidad
de sumétodo no sélo para estudiar la organizacion
normal del sistema nervioso, sino también para
la neuropatologia, pues permitia “observar
cambios histopatoldgicos no apreciables por las
otras técnicas”.

El proposito del presente trabajo fue estudiar la
morfologia neuronal, especialmente el patron
dendritico, mediante la técnica de Golgi, en la
corteza cerebral de ratones infectados con el virus
de la rabia durante la fase terminal de la
enfermedad.

Materiales y métodos

Se utilizaron dos tipos de in6culos virales
suministrados por el Laboratorio de Virologia del
Instituto Nacional de Salud (INS): virus ‘calle’
(virus silvestre) de origen canino de circulacion
en territorio colombiano (15) y virus CVS, el virus
‘fijo’ (adaptado en laboratorio) mas utilizado en
experimentacion.

Para aumentar la cantidad de material infectado
de cada uno de los indculos, éstos se inyectaron
por via intracerebral en ratones lactantes; los
cerebros de estos animales se extrajeron, se
maceraron y cada macerado se diluy6é en una
proporcion 1:10, en una solucién compuesta por
agua destilada, suero equino al 2% y antibioticos.
Luego se centrifugd el material y el sobrenadante
se distribuy6 en alicuotas preservadas a -70°C
(16). Los virus fueron titulados por inoculacién
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intracerebral de diluciones seriadas en ratones
(DL,,=10* para el virus ‘fijo’ CVS y DL, =10 ®° para
el virus ‘calle’).

Para el desarrollo de los ensayos experimentales
se utilizaron ratones hembras ICR de cuatro
semanas de edad. Los animales se inocularon
con virus ‘calle’ por via intracerebral o intra-
muscular y con virus 'fijo’ por via intramuscular.
Las inoculaciones intramusculares se llevaron a
cabo en una de las extremidades posteriores. Para
todos los experimentos a cada animal se le
inyecté 0,03 ml de una de las alicuotas con
diluciones virales 1/10, equivalente a 1000 DL,
para el virus ‘fijo’ y 100.000 DL, para el virus
‘calle’. Los controles se inocularon con la solucién
diluyente preparada sin el virus.

Cuando los animales alcanzaron la fase terminal
de la enfermedad (7 a 8 dias después de la
inoculacion para el virus ‘fijo’ y 10 a 14 dias para
el virus ‘calle’) se anestesiaron y luego se fijaron
por perfusion intracardiaca con paraformaldehido
al 4%. El mismo procedimiento de fijacién se
sigui6 con animales controles de la misma edad.

En total se utilizaron 40 animales para el estudio;
20 de ellos se inocularon con virus ‘calle’, 10 por
viaintramuscular y 10 por via intracerebral. Otros
10 se inocularon con virus ‘fijo’ por via intra-
muscular. Los 10 animales restantes se dejaron
como controles. Se trabajé con animales en
estado terminal debido a que es en esta condicién
en la que se aseguran los mayores cambios en la
patologia cerebral de la rabia (4).

Mas detalles sobre los procedimientos de
inoculacién y manejo de los animales se publicaron
anteriormente (16,17) y fueron avalados por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Salud.

Los cerebros se extrajeron después de la perfusion
y con una muestra de tejido se comprobé la
presencia del virus de la rabia en la corteza
mediante una técnica inmunohistoquimica (16,18).
Luego se procesaron por el método de Golgi-
Colonnier segun el protocolo utilizado por Fairén
etal. (9,19) como se resume a continuacion.

Se cortaron en rodajas de 3 a 5 mm de espesor
en un plano frontal (coronal), a nivel de la corteza
motora primaria, el cuerpo calloso, el estriado y
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la comisura anterior (11,16). Estas se sumergieron
en una solucion de bicromato de potasio al 2%y
glutaraldehido al 5% durante 5 dias; luego se
pasaron a una solucion de bicromato de potasio
al 3,5% por 24 horas. Terminada la induracion las
muestras se transfirieron a una solucién de nitrato
de plata 0,75% donde permanecieron por 24 horas.
Se realizdé un segundo ciclo de induracion en
bicromato de potasio al 3,5% durante 2 a 3 diasy
se complementd con otro tratamiento en nitrato
de plata 0,75% por 24 horas. Luego se colocaron
los bloques de tejido en un vibratomo para obtener
cortes de 150 um de espesor. Estos se
deshidrataron y se montaron con balsamo de
Canada (Sigma) sobre laminas portaobjetos sin
cubrir con laminilla.

De cada uno de los cerebros se obtuvieron 10
cortes y se contaron las neuronas completas
impregnadas en un area de 1 mm? de corteza
frontal que incluia todo el espesor de la misma.
Se tomaron fotografias de las neuronas en
diferentes planos de profundidad y con un
programa de analisis de imagenes (Zeiss KS-300)
se calcul6 el area del soma en neuronas
piramidales de la capa V; 50 de ellas localizadas
en cortes de muestras normales y 50 seleccio-
nadas entre las més afectadas morfologicamente
de las diferentes muestras infectadas.

El dafio morfolégico se consider6 como el
conjunto de alteraciones que sufre el patrén
citoarquitectonico béasico, en este caso, de las
neuronas piramidales. La primera de ellas es la
disminucion en el tamafio del somay las demas
corresponden a lo que se conoce como patologia
dendritica, a saber: disminucién o aumento en el
grosor y longitud de las dendritas, cambios en el
patrén de ramificacidén o arborizacion dendritica
asi como pérdida de ramificaciones y de espinas
dendriticas (5,6). Para la ubicacion de las neuronas
dentro de las capas corticales se emple6 como
guia el atlas de Valverde (11).

Resultados

Latécnica de Golgi-Colonnier produjo excelentes
imagenes especialmente de las neuronas
piramidales corticales (figura 1 A y B). La
visualizacion de las espinas dendriticas en estas
mismas neuronas es una prueba de la calidad de
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A B
C D

Figura 1. A-C. Imagenes de neuronas piramidales de la corteza cerebral de raton normal. A. Célula piramidal de la capa V.
Proliferan las dendritas basales y la dendrita apical bifurcada se dirige hacia la superficie de la corteza. La dendrita apical y
su orientacioén es el rasgo morfolégico que distingue a las neuronas piramidales corticales. Barra: 80 um. B. Célula piramidal
de la capa Ill. Esta neurona se observa con menor intensidad de coloracién debido a que se localizaba a mayor profundidad
dentro del corte. Barra: 50 um. C. Detalle de la bifurcacién de una dendrita apical normal. N6tense las espinas dendriticas
abundantes (flechas). Barra: 25 pm. D. Dendrita apical de una neurona piramidal de la capa V cortical en un ratén inoculado
con virus ‘calle’ de la rabia por via intracerebral. Se observan escasas espinas (flecha). Barra: 20 pm. Técnica de Golgi-
Colonnier. A: dendrita apical; B: dendritas basales; S: soma.
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Cc

Figura 2. Neuronas piramidales de la corteza cerebral de ratones infectados con rabia. A. Célula piramidal de la capa V
cortical de un ratén inoculado con virus ‘calle’ por via intramuscular. Se ha reducido el tamafio del cuerpo celular y las
dendritas, ademas de ser mas escasas, se han adelgazado notoriamente. Barra: 40 um. B. Neurona piramidal de la capa
Il en un ratén inoculado con virus ‘calle’ por via intracerebral. El tamafio del soma se ha reducido y las pocas dendritas
basales que se conservan son anormalmente largas. Barra: 35 pm. C. Célula piramidal de la capa V de un raton inoculado
con virus ‘fijo’ por via intramuscular. Se aprecian cambios moderados en la citoarquitectura de la neurona y vasos
impregnados que interfieren con la observacién de los detalles de la morfologia neuronal. Barra: 40 um. D. Neurona
piramidal de la capa V de la corteza de un ratén inoculado con virus fijo’ por via intramuscular. La dendrita apical es tortuosa,
presenta engrosamientos anormales (flechas), fragmentos de dendritas y algunas prolongaciones cortas filamentosas
(filopodios). Barra: 40 um. Técnica de Golgi-Colonnier. A: dendrita apical; B: dendrita basal; S: soma; G: glia; V: vasos
capilares.
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la impregnacioén (figura 1C). La coloracién original
(neuronas negras sobre un fondo amarillo) de las
imagenes reveladas por la técnica de Golgi se
puede apreciar en un articulo anterior (12).

En las muestras correspondientes a material
infectado con virus de la rabia se presenté
reduccidon del tamafio del cuerpo neuronal,
alteracion del patron de la arborizacion dendritica
y disminucion de sus ramificaciones, adelgaza-
miento de las dendritas y pérdida de espinas
(figuras 1D y 2 A-D). La patologia dendritica
inducida por los dos tipos de virus fue similar
aunque en el material inoculado con virus ‘fijo’ se
observaron, ademas, neuronas con la dendrita
apical tortuosa y provista de nédulos y filopodios
(figura 2D). La infeccién con virus ‘fijo’ también
dio lugar a la impregnacion de vasos y células
gliales que con frecuencia interferian con la
observacion de las neuronas (figura 2C).

En las muestras infectadas, ademas de las
células con morfologia normal y las que sufrieron
alteraciones mas evidentes se observaron otras
con cambios moderados. Estas conservaban
caracteristicas normales en el tamafio del soma
y la citoarquitectura basica pero presentaban
menos ramificaciones dendriticas y pérdida
parcial de espinas (figura 2C).

Biomédica 2007;27:605-613

En general, en todas las muestras de material
infectado los cambios fueron mas evidentes en
las células piramidales de la capa V. El area
promedio del soma de estas neuronas fue de
240+55 um? en los controles (n=50) mientras que
en las neuronas de muestras infectadas que
exhibieron atrofia fue de 192+42 um? (n=50); por
lo tanto, hubo una disminucién promedio del 20%
en el tamafio del cuerpo celular.

Por otra parte, en los conteos realizados en la
corteza frontal el promedio de células impregnadas
en los controles fue de 3,1 por cada 1 mm?,
mientras que éste fue considerablemente menor
en las muestras infectadas (1,68-2,15). El mayor
porcentaje de neuronas que mostraron malfor-
maciones se presentd en el material inoculado
con virus ‘fijo’.

En el cuadro 1 se resumen los datos correspon-
dientes a las mediciones realizadas con las
neuronas impregnadas en las muestras infectadas
y sus controles.

Discusién
La baja proporcién de neuronas impregnadas y el
hecho particular de que el nimero de células

reveladas en el material infectado haya sido
inferior al de los controles no permiten, con estos

Cuadro 1. Datos obtenidos a partir de los cortes de cerebros de diferentes tipos de muestras de ratones infectados con
rabia y sus controles procesados mediante la técnica de Golgi. Toda la informacién sobre neuronas se refiere inicamente
a la corteza cerebral y los conteos corresponden a las neuronas encontradas en un area de 1 mm? de corteza frontal.

Tipo de muestra N° de cortes N° de cortes  * N°total de  Tamafio del ** Promedio Neuronas observadas
examinados con neuronas neuronas soma de neuronas con malformaciones
impregnadas impregnadas (area enum 2) impregnadas en bien marcadas ***
1 mm?2 de corteza Ne %
Controles 100 93 289 240 3,10 - -
Inoculaciéon con 100 58 108 189 1,86 14 12,9
virus “calle” por
via intracerebral
Inoculacién con 100 45 97 192 2,15 8 8,2
virus “calle” por
via intramuscular
Inoculaciéon con 100 41 69 195 1,68 22 31,8

virus “fijo” por via
intramuscular

* Suma de neuronas contadas en 1 mm? de corteza frontal de todos los cortes que contenian, por lo menos, una neurona

impregnada.

** Cuociente de la relacién: numero total de neuronas impregnadas/nimero de cortes que tenian neuronas impregnadas.
*** Neuronas observadas con malformaciones con relacién al nimero total de neuronas impregnadas
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resultados, vislumbrar el alcance de la patologia
dendritica en rabia. No obstante, la evidencia aqui
presentada es suficiente para afirmar que la rabia
si puede inducir dafio neuronal estructural. La
morfologia caracteristica de las neuronas
piramidales (20) fue alterada por la infeccion.

Sin embargo, la patologia dendritica aqui descrita
no es especifica para rabia; anormalidades
similares se han encontrado en otras enferme-
dades neuroldgicas (5,6,21-23). Golgi describié e
ilustr6 con dibujos “diferentes grados de
degeneracioény atrofia” en cuerpos neuronales y
dendritas de células piramidales de la corteza y
el hipocampo en conejos inoculados con virus fijo’
por via intracerebral (14).

Recientemente, mediante otras técnicas
histol6gicas se observé degeneracion parcial en
dendritas de las neuronas piramidales del
hipocampo en ratones luego de la inoculacion
intracerebral con una variante de virus ‘fijo’ CVS-
24. El mismo virus inoculado en un cultivo primario
de neuronas corticales de ratén prenatal, caus6
degeneracion de los procesos celulares y pérdida
de expresién de la proteina asociada a
microtibulos (MAP-2) y de la proteina de
neurofilamento (NF-200) (24). Seria importante
evaluar el efecto de la rabia in vivo sobre estas
proteinas del citoesqueleto. En otras enferme-
dades neuroldgicas la patologia dendritica hallada
con el método de Golgi se ha correlacionado con
pérdida de MAP-2 (21-23). Asi mismo, alteraciones
en las proteinas NF se han asociado con
enfermedades neurodegenerativas (25).

Con microscopia electrénica se ha demostrado
que cepas patégenas del virus ‘fijo’ de la rabia,
como la CVS utilizada en nuestro trabajo,
provocan cambios en la ultraestructura neuronal
cuando se inoculan por via intracerebral; no ocurre
lo mismo con las cepas de virus ‘calle’ o de virus
silvestre que circulan en los huéspedes naturales
y cuyo Unico rasgo patognomonico es la formacion
de las inclusiones citoplasméticas conocidas
como cuerpos de Negri (2,26,27).

Aqui es importante enfatizar que observamos
patologia dendritica en cerebros infectados con
virus fijo’ por la ruta intramuscular y también en
animales inoculados con virus ‘calle’ por via
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intracerebral o intramuscular; estas condiciones
se aproximan mas a lo que ocurre en la infeccién
natural. Ahora bien, aunque se sabe que las
células piramidales corticales estan entre aquéllas
gue son mas frecuentemente infectadas por el
virus de la rabia (2,4,16), no podemos asegurar
gue cada una de las neuronas que manifestaron
cambios estructurales estén infectadas o si se
hayan afectado de manera indirecta, por ejemplo,
por pérdida de sus conexiones con otras neuronas.
Para averiguarlo se requiere combinar la técnica
de Golgi con microscopia electrénica (5,9,13,28).

Por otra parte, llama la atencion que el nimero de
neuronas impregnadas haya sido inferior en los
cerebros de los animales infectados comparado
con el material control. No se encontré en la
literatura revisada alguna observacion similar. Es
dificil dar una explicacién a este fenomeno pues,
como afirma Fairén, “es irénico que no se hayan
conducido suficientes estudios dirigidos a
comprender los mecanismos quimicos de la
técnica de Golgi” (28). La impregnacion es el
resultado de la formacion de depdésitos
intracelulares de cromato argéntico producto de
la reaccion entre el bicromato de potasio y el nitrato
de plata (9).

En un estudio sobre la quimica del método de
Golgi-Colonnier se encontré que la impregnacion
neuronal depende de los niveles de cromo
hexavalente (Cr") y trivalente (Cr'") en el tejido y
en la solucion de cromacion. Los aldehidos
reducen el Cr'a Cr'", un proceso que depende del
pH de la solucién. El Cr'" establece puentes de
union con las proteinas, un hecho que los autores
consideran determinante en el proceso de
impregnacion (29). Quiza la infeccion con el virus
de la rabia desencadena cambios bioquimicos en
el tejido nervioso que podrian interferir con este
mecanismo de impregnacion.

En conclusion, con la técnica de Golgi-Colonnier
hemos demostrado, en el modelo en ratén, que la
rabia esta en capacidad de modificar notoriamente
la citoarquitectura neuronal e inducir la pérdida de
espinas dendriticas. Esto puede afectar la
integracion sinaptica y la neurotransmision (5,6).
Se requiere ensayar otras férmulas de
impregnacion argéntica, como la versién mas
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reciente del método de Golgi-Cox (30), para
incrementar la cantidad de neuronas impregnadas,
y acudir a métodos que permitan evaluar
cuantitativamente las modificaciones de la
arborizacién dendritica, tales como el método de
Sholl, utilizado en estudios recientes (31-33). Lo
anterior combinado con el andlisis de la expresion
de proteinas del citoesqueleto (MAP-2, NF y otras)
contribuirdn a determinar qué tan importante puede
ser la patologia dendritica como componente de
la patogénesis de la rabia.
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