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ARTICULO ORIGINAL

Evidencia neuroanatomica del transporte del virus de la rabia por
la via propioespinal de la médula espinal de ratones
Gerardo Santamaria’, Jeison Monroy-Gémez'2, Orlando Torres-Fernandez!

' Grupo de Morfologia Celular, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia
2 Departamento de Ciencias Bésicas, Institucion Universitaria Escuela Colombiana de Rehabilitacién, Bogotd, D.C.,
Colombia

Introduccion. Es escasa la informacién sobre los detalles neuroanatémicos del transporte del virus de
la rabia en su ascenso por la médula espinal.

Objetivos. Identificar la ruta neuroanatémica de diseminacion del virus de la rabia en cada uno de los
niveles de la médula espinal de ratén, después de ser inoculado por via intramuscular.

Materiales y métodos. Se inocularon ratones en los musculos isquiotibiales, con virus de la rabia. A
partir de las 24 horas después de la inoculacion, cada ocho horas se sacrificaron cinco animales por
perfusion con paraformaldehido, se les extrajo la médula espinal y se hicieron cortes transversales en
los niveles lumbosacro, toracico y cervical. Estos se procesaron mediante inmunohistoquimica para
detectar antigenos virales.

Resultados. Los primeros antigenos de la rabia se observaron como particulas agregadas, en la
médula espinal lumbar, a las 24 horas después de la inoculacién, dentro del asta ventral ipsilateral a
la extremidad inoculada. A las 32 horas después de la inoculacién, se hicieron visibles las primeras
motoneuronas inmunorreactivas al virus. A las 40 horas después de la inoculacién, se revelaron las
primeras neuronas inmunorreactivas en la médula toracica, localizadas en la ldamina 8 y, a las 48
horas después de la inoculacién en la médula cervical, también en la lamina 8. A las 56 horas después
de la inoculacién, el virus se habia diseminado por toda la médula espinal pero los animales aun no
revelaban signos de la enfermedad.

Conclusion. En el modelo de ratdén aqui utilizado, el virus de la rabia ingresé a la médula espinal por
las motoneuronas y, probablemente, utilizé la via propioespinal descendente para su transporte axonal
retrégrado hasta el encéfalo.

Palabras clave: virus de la rabia; médula espinal; transporte axonal; inmunohistoquimica; neuronas
motoras; raton.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3711

Neuroanatomical evidence of the transport of the rabies virus through the propriospinal tract in
the spinal cord of mice

Introduction: Information about the neuroanatomical details of the ascendant transport of the rabies
virus through the spinal cord is scarce.

Objective: To identify the neuroanatomical route of dissemination of the rabies virus at each of the
levels of the spinal cord of mice after being inoculated intramuscularly.

Materials and methods: Mice were inoculated with the rabies virus in the hamstrings. After 24 hours
post-inoculation, every eight hours, five animals were sacrificed by perfusion with paraformaldehyde.
Then, the spinal cord was removed, and transverse cuts were made at the lumbosacral, thoracic, and
cervical levels. These were processed by immunohistochemistry for the detection of viral antigens.
Results: The first antigens of rabies were observed as aggregated particles in the lumbar spinal cord
at 24 hours post-inoculation, within the ventral horn in the same side of the inoculated limb. At 32 hours
post inoculation the first motoneurons immunoreactive to the virus became visible. At 40 hours post-
inoculation the first immunoreactive neurons were revealed in the thoracic level, located on lamina 8 and
at 48 hours post-inoculation in the cervical cord, also on lamina 8. At 56 hours post-inoculation the virus
had spread throughout the spinal cord, but the animals still did not show signs of the disease.
Conclusion: In the mouse model we used, the rabies virus entered the spinal cord through the
motoneurons and probably used the descending propriospinal pathway for its retrograde axonal
transport to the encephalus.

Key words: Rabies virus; spinal cord; axonal transport; immunohistochemistry; motor neurons; mice.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i0.3711
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El virus de la rabia es un agente patégeno neuro-
trépico, selectivo del sistema nervioso. Se podria
ser mas especifico al afirmar que es un virus
‘neuronotrépico’, porque infecta a las neuronas y
es raro encontrarlo en otro tipo de célula.

Desde la época de Pasteur y durante las primeras
décadas del siglo XX, se pensaba que el virus era
transportado por los nervios periféricos hasta el
sistema nervioso central, aunque algunos investi-
gadores no descartaban la posibilidad de su dise-
minacién por via sanguinea. Para la década de los
afos 70, después de varios trabajos experimen-
tales y estudios con técnicas de inmunofluores-
cencia y microscopia electrénica, hubo consenso
en aceptar la via nerviosa como la ruta exclusiva
de diseminacion del virus de la rabia, aunque sin
conocer los detalles de los mecanismos de trans-
porte (1,2). Casi simultaneamente, se descubri6 el
transporte axonal retrégrado de proteinas y otras
moléculas (3). Con base en estos antecedentes,
en 1979 Tsiang llevé a cabo la primera demostra-
cién experimental del transporte axonal retrégrado
del virus de la rabia (4).

Posteriormente, se comprobo que el virus, inoculado
por via intramuscular o a través de las almoha-
dillas plantares de las extremidades posteriores de
ratones, era detectado inicialmente en las neuronas
motoras del asta ventral de la médula espinal,
antes que en los ganglios espinales (5). La hipéte-
sis del transporte axonal retrégrado del virus de la
rabia se afianz6 después de realizar experimentos
de inoculacion estereotaxica del virus en nucleos
neuronales especificos del encéfalo de ratas, y su
posterior deteccién con inmunohistoquimica en el
sitio de origen de las neuronas aferentes al area de
inoculacion. Ademas, se postuld al virus de la rabia
como una herramienta Util para el trazado de las
vias neuroanatémicas (6).

Actualmente, los investigadores especializados
en rabia, con base en las evidencias conocidas,
prefieren aceptar la hipotesis del ingreso y la dise-
minacion del virus por la via motora y mediante el
transporte axonal retrogrado (2,7,8). No obstante,
algunos autores han reportado vulnerabilidad de las
neuronas sensoriales ante la infeccién y transporte

Correspondencia:

Orlando Torres-Fernandez, Grupo de Morfologia Celular, Instituto
Nacional de Salud, Avenida Calle 26 N° 51-20, Bogotéa, D.C.,
Colombia

Teléfono: (571) 220 7700, extension 1262

otorresf@ins.gov.co

Recibido: 05/12/16; aceptado: 12/09/17

210

Biomédica 2018;38:209-15

axonal anterégrado del virus en condiciones in
vitro (9,10), asi como su posible ingreso al sis-
tema nervioso central por la via sensorial (11,12).
Ademas, existe un virus recombinante de la rabia,
obtenido por delecién de la proteina G, que puede
infectar neuronas sensoriales y ser transportado
en direcciéon anterograda (13,14).

En el presente estudio, se presentan los resultados
del seguimiento a la trayectoria de los antigenos
virales dentro de la médula espinal de ratén,
después de la inoculacién intramuscular del virus.
Se describe su ascenso y localizacién en las
laminas de Rexed (15), en los segmentos lumbar,
toracico y cervical de la médula espinal.

Materiales y métodos
Inoculacion y manejo de animales de laboratorio

En este trabajo se utilizaron hembras de ratones
ICR (Institute of Cancer Research) de 28 dias de
edad, mantenidas en una sala de alta seguridad
biol6gica del bioterio del Instituto Nacional de
Salud, en condiciones ambientales y nutriciona-
les éptimas, de acuerdo con las normas éticas y
legales exigidas para la investigacion con animales
de laboratorio.

Para la conformacién de los grupos de experimen-
tacién, los animales se seleccionaron al azar. Se
utilizé virus fijo CVS (Challenge Virus Standard) de
la rabia, suministrado en alicuotas por el Labora-
torio de Virologia del Instituto Nacional de Salud.

Inicialmente, se inocularon diez ratones de 21 dias,
por via intracerebral, para aumentar la cantidad de
virus disponible para los experimentos. A partir de
macerados de estos cerebros infectados, se obtu-
vieron alicuotas de diluciones seriadas para llevar
a cabo la titulacién, segun el método modificado de
Reed y Muench (16). Cada alicuota se diluy6 en
una solucion preparada con agua destilada, suero
equino normal al 2 % y antibiéticos (200 Ul/ ml de
penicilina y 4 mg/ml de estreptomicina).

Los ratones del experimento se inocularon por
via intramuscular, cada uno con 0,03 ml de una
solucién viral diluida 10" equivalente a 10° LD,,.
La inoculacion se llevé a cabo en los musculos
isquiotibiales del miembro pélvico izquierdo. Cada
ocho horas, a partir de las 24 horas después de
la inoculacién y hasta las 56 horas después de la
inoculacién, se sacrificaron cinco animales inocu-
lados con el virus y dos controles, como se des-
cribe a continuacion. Cinco animales mas fueron
sacrificados en la fase avanzada de la enfermedad
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(120 horas después de la inoculacion) y, también,
dos controles. En total, se utilizaron 42 animales
en el experimento.

Los ratones fueron anestesiados con una inyec-
cién intraperitoneal de 1 ml de hidrato de cloral al
30 %. A continuacion, se sometieron a perfusion
intracardiaca, inicialmente con 50 ml de solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) con pH 7.2, y
después, con 100 ml de una solucién de fijacion
compuesta por paraformaldehido al 4% preparada
en PBS. Inmediatamente, se extrajeron las médu-
las espinales y se transfirieron a frascos con
solucion de fijacién fresca. La extraccién de la
médula espinal se llevé a cabo mediante diseccién
sin descalcificacién previa de la columna vertebral.

El protocolo de manejo de animales fue aprobado
por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Salud (Acta 4-2014 del 29 de mayo de 2014).

Inmunohistoquimica

Los segmentos de la médula espinal se incluyeron
en agar al 3 % y se montaron en un vibratomo,
para obtener cortes transversales de 50 pm de
espesor, en los niveles medulares sacro, lumbar,
toracico y cervical, cada ocho horas, a partir de las
24 horas de la inoculacién.

Cada médula espinal se retir6 de la columna ver-
tebral, después de la perfusién, y se dividié en
tres partes: intumescencia cervical, intumescencia
lumbosacra y el segmento intermedio entre ellas
que corresponde a la médula toracica. Teniendo
en cuenta la longitud promedio de cada segmento
(cervical de 7 mm; tor4cico de 12 mm y lumbosacro
de 10 mm) y el espesor de cada corte (50 pm), el
numero aproximado total de cortes por segmento fue
de 140 cervicales, 240 toracicos y 200 lumbosacros.

Para mantener la relacién ipsilateral-contralateral,
se hizo una pequefia incisién con bisturi a lo largo
del lado contrario a la inoculacion de toda la médula
espinal después de retirarla de la columna vertebral.

Los cortes se recogieron en PBS dentro de reci-
pientes de vidrio, semejantes a cajas de Petri,
de 3 cm de diametro y 1,5 cm de altura. Fueron
necesarias dos o tres cajas para recoger todos los
cortes de cada segmento. Todo el procedimiento
inmunohistoquimico para revelar la presencia de
antigenos de la rabia se desarrolld, con los cortes
flotando dentro de estos recipientes, en agitacion
constante y a temperatura ambiente (20-22 °C).
Inicialmente, se dejaron en PBS hasta el dia
siguiente y se hicieron tres cambios de la solucion
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durante ese tiempo de, aproximadamente, 20
horas. Los demas lavados se hicieron en PBS, con
tres cambios de 10 minutos cada uno, después de
cada tratamiento.

Los cortes se trataron con cloruro de amonio 0,05
M, durante 30 minutos, para contrarrestar el efecto
de los aldehidos. Después se trataron con peréxido
de hidrégeno al 3 % para bloquear la peroxidasa
endogena y, posteriormente, se incubaron durante
30 minutos, en una solucién compuesta por suero
equino al 3 %, albumina bovina al 3 % vy tritén al
10 %, para bloquear sitios inespecificos y permea-
bilizar las membranas.

A continuacién, se retird la solucion vy, sin lavar, los
cortes se incubaron en el anticuerpo primario; un
antisuero antirrdbico desarrollado anteriormente
(17). La incubacién se llevé a cabo en una dilucién
1:2.500 durante dos horas. Posteriormente, los
cortes se incubaron sucesivamente en el anti-
cuerpo secundario ‘biotinilado’ (anti-conejo 1gG
Sigma, 1:600) durante 1 hora y en una solucién
preparada con el complejo ABC (Vector) por 1 hora
adicional. El revelado fue hizo con un estuche de
diaminobencidina y niquel (Vector).

Como controles de la reaccién inmunohistoquimica,
se utilizaron cortes de médula espinal de ratones
de la misma edad y sexo, no inoculados con el
virus y cortes de médula espinal de ratones infecta-
dos y sin tratamiento con anticuerpo primario. Para
la localizacién neuroanatémica de las neuronas
inmunorreactivas al virus de la rabia, se utilizaron
como guia atlas especializados en médula espinal
de ratén (18,19).

Resultados

La primera evidencia de la presencia de antigenos
de la rabia en la médula espinal se observé a
las 24 horas después de la inoculacién. Estos se
manifestaron como pequefias inclusiones dentro
del asta ventral de la médula lumbar, con ubicacion
ipsilateral a la extremidad posterior inoculada, a
nivel de los segmentos L5-L6 (figura 1A). Particu-
las como estas no se observaron en ninguno de
los dos tipos de controles, como tampoco en seg-
mentos mas caudales de la médula espinal de los
animales infectados.

A las 32 horas después de la inoculacién se hicie-
ron 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
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lumbar ipsilateral, entre los segmentos L5-L6, den-
tro del grupo de nucleos neuronales de la lamina 9
(figuras 1B y C), en la misma ubicacion en la que
previamente, a las 24 horas después de la inocula-
cion, se habian observado los primeros antigenos.

A las 48 horas después de la inoculacion, el virus
se habia dispersado a otras neuronas dentro de
la sustancia gris de los dos lados de la médula
lumbar (L3-L6) (figura 1D).

Alas 40 horas después de la inoculacion se obser-
varon las primeras neuronas inmunorreactivas al
virus, en la médula toracica ipsilateral al miembro
inoculado, localizadas en la region medial de la
sustancia gris, en un &rea correspondiente a la
lamina 8 (nucleo 8Sp) (figura 2A), a nivel de los
segmentos T11-T13.

A las 48 horas después de la inoculacion se revelo
la presencia de las primeras neuronas inmuno-
rreactivas en la médula cervical correspondiente a
los segmentos C4-C6. Estas se ubicaron también
en la zona medial ipsilateral al sitio de inoculacion,
dentro de la lamina 8 (figuras 2B y C).

Alas 56 horas después de la inoculacion se obser-
varon 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,
y medida entre la intumescencia lumbar y la intu-
mescencia cervical, fue de 32 mm (n=20), el virus
alcanzé una velocidad de desplazamiento de 2 mm/
hora entre la médula lumbar y la cervical durante
las 16 horas que tardd en hacer el recorrido. La
velocidad pudo ser ligeramente mayor si se tiene en
cuenta que la fijacion produce retraccién del tejido.

Aqui es importante destacar que, aun cuando el
virus ya se habia diseminado por toda la médula
espinal, a las 56 horas de la inoculacion, los
animales no manifestaban ningun signo de la
enfermedad. No habia sefales de decaimiento ni
pelo erizado, ni se habia afectado su locomocion,
pese a que, probablemente, la mayoria de moto-
neuronas ya habian sido infectadas.

Apenas a partir de las 96 horas de la inoculacion
de este experimento, se observaron los primeros
signos que consistian en paralisis parcial de las
extremidades posteriores. En la fase terminal de
la enfermedad (a partir de las 120 horas de la ino-
culacién), los animales estaban completamente
postrados, sin movimiento alguno. Lainmunorreac-
cién en todos los niveles de la médula espinal
exhibié una densa concentracién de antigenos
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Figura 1. Inmunorreacciéon del virus de la rabia en cortes
transversales de médula lumbar de ratén. A: Antigenos virales
revelados en el asta ventral (L6) a las 24 horas de la inoculacién.
B y C: Motoneuronas del nicleo Hm9, a nivel de L6 (B) y L5
(C), alas 32 horas de la inoculacion. El contenido de antigenos
virales es tan alto que permite demarcar la morfologia de las
células. D: A las 48 horas de la inoculacion, el virus se ha
dispersado a neuronas de los dos lados de la sustancia gris
(L3) (Imagenes panoramicas en 5X y ampliaciones en 40X).
Notese que los antigenos localizados en A estan en la misma
ubicacion de la neurona inmunoreactiva observada en B.

Voo = x

c] : D
Figura 2. A. Neuronas inmunorreactivas al virus de la rabia
localizadas en la lamina 8Sp de la médula toracica (T12) a las
40 horas de la inoculacién. B y C. Neuronas inmunopositivas
para rabia en la lamina 8Sp de la médula cervical C6 (B) y C4
(C) a las 48 horas de la inoculacién. D. Inmunorreaccion a la
rabia en fase avanzada de la enfermedad (a las 120 horas
de la inoculacién) en la médula toracica (T13) (Imagenes
panoramicas en 5X y ampliaciones en 40X).

virales en la sustancia gris (figura 2D). En las
figuras 3 y 4, se resumen esquematicamente los
procesos de dispersion y ascenso del virus dentro
de la médula espinal.
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Figura 3. Representacién grafica de la diseminacion del
virus de la rabia en la médula espinal de ratén desde el nivel
lumbar hasta el nivel cervical entre las 32 y las 56 horas de la
inoculacion. Mientras el virus asciende a los niveles siguien-
tes, simultaneamente se dispersa en la sustancia gris de los
dos lados.
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Discusion

Después de la inoculaciéon intramuscular del virus
en las extremidades posteriores de los ratones,
los antigenos virales se localizaron inicialmente
en el asta ventral de la médula lumbar, en nacleos
correspondientes a motoneuronas. El ndcleo Hm9
contiene especificamente motoneuronas que iner-
van los musculos isquiotibiales (18-21).

La evidencia neuroanatémica de distribucién de las
neuronas inmunorreactivas aqui descrita, sugiere
que, a partir de la médula lumbar, el virus asciende
mediante transporte axonal retrégrado por la via
propioespinal. Esto se deduce por la localizacién
de las neuronas en las que inicialmente se obser-
varon antigenos en la médula toracica y la médula
cervical. Los nucleos 8Sp de estos segmentos
medulares contienen neuronas propioespinales
con axones largos descendentes. Estas neuronas
envian proyecciones monosindpticas directamente
hasta los nucleos propioespinales inferiores y las
neuronas motoras lumbares de la l&dmina 9 (22,23).

En otras palabras, el virus inoculado en los
musculos isquiotibiales es conducido a la médula
espinal hasta las motoneuronas de la lamina 9,
y asciende por los axones descendentes de las
neuronas propioespinales de la lamina 8 hasta los
niveles toracico y cervical. Ademas, parte de las
proyecciones de las neuronas propioespinales de

Transporte del virus de la rabia por la médula espinal

la lamina 8 pertenecen a la comisura (22); estas
podrian contribuir a la rapida diseminacién 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 retro-
grado como su principal mecanismo de disemina-
cion. Las neuronas propioespinales descendentes
se consideran premotoras (23) y contribuyen a la
coordinacion de los reflejos y la locomocién (22).

Aqui se revelan detalles, aparentemente no cono-
cidos, sobre el transporte del virus de la rabia
por la médula espinal. Son escasos los estudios
sobre rabia que se enfocan en esta parte del
sistema nervioso. La mayoria de ellos tratan sobre
la histopatologia post mortem (24-26), y otros se
limitan a informar el tiempo transcurrido entre la
inoculacion periférica del virus y su aparicion en
la médula lumbar, pero sin precisar el sitio exacto
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Figura 4. Descripcién de las vias de ascenso del virus de la
rabia, por transporte retrogrado desde la médula lumbar hasta
la médula cervical. Las flechas de la derecha indican las pro-
yecciones propioespinales, desde la médula cervical y toracica
hacia los nucleos motores de la médula lumbar. Las flechas de
la izquierda representan las conexiones descendentes entre
nucleos propioespinales.
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y sin hacer seguimiento posterior a su ascenso
por los diferentes niveles (12,27-29). Ademas, los
intervalos de observacién reportados son cada 24
horas o mas, a partir de la inoculacién, 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.

Por otra parte, la velocidad de diseminacién del
virus estuvo dentro del rango reportado en estudios
in vitro (1-2 mm por hora) para su transporte axonal
retrégrado (2,7,12,30). Igualmente, el tiempo de
llegada del virus de la rabia desde su inoculacién
periférica intramuscular hasta la médula lumbar,
estd dentro del rango de 24 horas reportado en
otros estudios en ratén (12,29). No obstante, en
sus estudios con rata, cobayo y primates, Ugolini
ha establecido que se requieren, en promedio, 48
horas para que el virus inoculado por via periférica
sea detectado en las neuronas de primer orden en la
médula espinal y, después, 12 horas para su paso a
neuronas de segundo orden, independientemente
de la distancia (7,31). En los resultados aqui pre-
sentados para raton, estos intervalos de tiempo
son ostensiblemente menores.

En la revision bibliografica no se encontraron estu-
dios similares que detallen el ascenso del virus por
la via motora, desde la médula lumbar a la mé-
dula cervical, con excepcion del trabajo realizado
recientemente con un virus de rabia modificado
genéticamente (desprovisto de la proteina G), utili-
zado solo como trazador monosinaptico, porque
ha perdido la capacidad de reproducirse y de pasar
de una neurona a otra por via transinaptica (23).
Con este trazador, se demostraron las conexiones
monosinapticas entre las neuronas propioespina-
les de la médula toracica y la médula cervical con
las motoneuronas lumbares. Un aspecto particular
de este virus recombinante utilizado como traza-
dor, es que el recorrido entre la médula lumbar y
la médula cervical, en los ratones utilizados, tardé
aproximadamente una semana.

Por otra parte, de acuerdo con sus experimentos
en ratas, cobayos y primates, Ugolini sostiene
que el ingreso del virus desde la periferia hasta
la médula espinal ocurre exclusivamente por
fibras motoras. Esto lo ha demostrado inoculando
musculos que contienen abundantes fibras sen-
soriales, motoras y autonémicas. En ningln caso
encontré diseminacion del virus por via sensorial
o autondmica, y sugiere que los reportes sobre
la posible entrada del virus de la rabia por via
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sensorial en ratones podrian explicarse por una
mayor vulnerabilidad de esta especie ante el virus
CVS, puesto que esta cepa viral fue originalmente
adaptada en ratén (7,31). Esta mayor vulnerabili-
dad también explicaria el transporte mas rapido
del virus desde la periferia hasta la médula espinal
y desde las motoneuronas hasta las neuronas
propioespinales descendentes, hallado en ratones
en el presente estudio. Ahora bien, la diseminacion
del virus por la ruta intramuscular parece ser mas
eficiente, si se tiene en cuenta el estudio mas
reciente que reportd el ingreso del virus CVS por la
via sensorial en ratones, en un tiempo de 96 horas
después de la inoculacion para su transporte desde
la periferia hasta la médula espinal lumbar (11).

Finalmente, es importante destacar el hecho de
que la diseminacion del virus por la médula espi-
nal, no se manifiesta por disfuncién 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 infeccion, en fase avanzada de la
enfermedad, sobre la expresion de proteinas regu-
ladoras del metabolismo del calcio en la médula
espinal (32). Que el virus de la rabia no genere
alteraciones funcionales como resultado de su
dispersion temprana por la médula espinal, es
coherente con otros estudios que han demostrado
la estrategia del agente patdgeno para asegurar su
diseminacién por todo el tejido nervioso, sin afectar
la funcion neuronal sino hasta bien avanzada la
enfermedad (2,30,33). Esto es particularmente
importante en la médula espinal para permitir el
avance de la infeccién hacia el encéfalo.
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