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ARTICULO ORIGINAL

Efecto de la infeccidn por el virus de la rabia sobre
la expresion de parvoalbumina, calbindina y calretinina
en la corteza cerebral de ratones

Orlando Torres-Fernandez *, Gloria E. Yepes ?,
Javier E. Gémez 2, Hernan J. Pimienta 3

! Laboratorio de Microscopia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.
2 Bioterio, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.
3 Centro de Estudios Cerebrales, Facultad de Salud, Universidad del Valle, Cali, Colombia.

Algunas manifestaciones clinicas de la rabia, asi como los resultados de experimentos con
cultivos celulares y animales de laboratorio han llevado a sugerir que el virus de la rabia
afecta la neurotransmision gabaérgica. En la corteza cerebral existen diferentes tipos de
neuronas que sintetizan el neurotransmisor GABA. Estas se pueden identificar con marcadores
neuronales, entre los que se destacan tres proteinas ligadoras de calcio: la parvoalbumina
(PV), la calbindina (CB) y la calretinina (CR). El virus de la rabia se disemina a través de la
corteza cerebral pero se desconocen sus posibles efectos citopaticos sobre las neuronas
gabaérgicas. Para evaluar el efecto de la rabia sobre estas neuronas, se estudié mediante
inmunohistoquimica la expresién de PV, CB y CR en la corteza frontal de ratones normales y
ratones infectados con virus 'calle’ o virus 'fijo' de la rabia. La PV se expresé en neuronas
multipolares dispersas regularmente entre las capas Il y VI, y en botones sinapticos que
bordeaban el soma de las neuronas piramidales. La inmunorreactividad a CB se manifestd en
dos franjas corticales: la primera, en las capas supragranulares Il y Ill en neuronas con somas
redondeados e inmersos en un neuropilo intensamente marcado; la segunda, en las capas
infragranulares V y VI en neuronas multipolares dispersas y rodeadas por un neuropilo menos
reactivo. La CR se expreséd en neuronas bipolares con somas fusiformes distribuidas en las
seis capas corticales, pero concentradas principalmente en las capas Il y Ill. Hubo una
caracteristica comin en las muestras infectadas con los dos tipos de virus: la inmunotincién a
PV fue mas intensa que en las muestras normales. La infeccion derivada del virus 'calle' no
causo alteraciones adicionales en la expresion de las tres proteinas. En contraste, la infeccion
con virus 'fijo' produjo una reduccién notable del nUmero de neuronas CB+, asi como de la
inmunorreactividad a CB en el neuropilo de la corteza frontal. Ademas, provocé una disminucién
significativa del tamafio de las neuronas CR+ en la corteza del cingulo. Estos resultados
aportan evidencia histoldgica en apoyo de la hipétesis segun la cual las neuronas gabaérgicas
son afectadas por el virus de la rabia.

Palabras clave: rabia, parvoalbumina, calbindina, calretinina, GABA.

Effect of rabies virus infection on the expression of parvalbumin, calbindin and calretinin in
mouse cerebral cortex

Some clinical features of rabies and experimental evidence from cell culture and laboratory
animals suggest impairment of gabaergic neurotransmission. Several types of gabaergic
neurons occur in the cerebral cortex. They can be identified by three neuronal markers: the
calcium binding proteins (CaBPs) parvalbumin (PV), calbindin (CB) and calretinin (CR). Rabies
virus spreads throughout the cerebral cortex; however, rabies cytopathic effects on gabaergic
neurons are unknown. The expression of calcium-binding proteins (CaBPs) parvalbumin (PV),
calbindin (CB) and calretinin (CR) was studied in the frontal cortex of mice. The effect of gabaergic
neurons was evaluated immunohistochemically. The distribution patterns of CaBPs in normal
mice and in mice infected with 'fixed' or 'street' rabies virus were compared. PV was found in
multipolar neurons located in all cortical layers except layer I, and in pericellular clusters of
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terminal knobs surrounding the soma of pyramidal neurons. CB-immunoreactivity was distributed
in two cortical bands. One was composed of round neurons enclosed by a heavily labeled
neuropil; this band corresponds to supragranular layers Il and Ill. The other was a weakly
stained band of neuropil which contained scattered multipolar CB-ir neurons; this corresponds
to infragranular layers V and VI. The CR-ir neurons were bipolar fusiform cells located in all
layers of cortex, but concentrated in layers Il and Ill. A feature common to samples infected with
both types of viruses was a more intense immunoreactivity to PV in contrast to normal samples.
The infection with 'street' virus did not cause additional changes in the expression of CaBPs.
However, the infection with 'fixed' virus produced a remarkable reduction of CB-immunoreactivity
demonstrated by the loss of CB-ir neurons and low neuropil stain in the frontal cortex. In
addition, the size of CR-ir neurons in the cingulate cortex was decreased.

Key words:

En la corteza cerebral existen dos poblaciones
neuronales: las neuronas piramidales y las
interneuronas. Las primeras representan el 70%
del total de las neuronas corticales; sus axones
pueden emerger desde la sustancia gris cortical
y llegar a sitios distantes en el hemisferio
contralateral, el tallo cerebral o, inclusive, a la
médula espina (1-3). Las células piramidales
contienen glutamato, el ma&s importante
neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso
central (2,3). Las interneuronas pueden alcanzar
el 30% de la poblacién neuronal en la corteza 'y
se conocen también como células de axdn corto
puesto que sus axones no salen de la sustancia
gris; su blanco principal son las neuronas
piramidales vecinas (1,3-5). Las neuronas de axén
corto contienen acido y-amino-n-butirico (GABA),
el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema
nervioso (1,3,4). Asi, las interneuronas, a través
del GABA, regulan la actividad excitatoria de las
neuronas piramidales; si se rompe el equilibrio de
esta interaccion, se afecta la funcion neuroldgica
(3,6). Las alteraciones del sistema gabaérgico
pueden provocar alteraciones motoras y
emocionales (6,7). El cuadro clinico de la rabia,
aunque puede variar individualmente, reline
algunas caracteristicas que sugieren efectos
sobre el sistema gabaérgico: mioclonia, agitacion,
confusion, alteraciones emocionales, convul-
siones generalizadas, comportamiento agresivo y
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fases alternas de hiperexcitacion y relajacién (8-
12). La posible participacion de este sistema
neurotransmisor en la patogénesis de la rabia ha
sido sugerida por algunos investigadores (12).
Ademas, en experimentos de laboratorio se ha
confirmado el efecto de la rabia sobre el
metabolismo del GABA (12,13). Esta evidencia
preliminar sobre la relacion entre la rabiay el GABA
motiva a la exploracion en detalle del efecto de la
infeccién sobre los diferentes tipos de neuronas
gue sintetizan este neurotransmisor. Por otra parte,
en el cerebro afectado por rabia, la histopatologia
convencional no revela cambios neuronales
distintos a las inclusiones citoplasmaticas
conocidas como cuerpos de Negri, el rasgo
patognomonico de la rabia en estado natural
(9,10,14-16); por tanto, se requiere aplicar métodos
diferentes para el estudio histoldgico que aporten
nueva informacién sobre la patogénesis de esta
enfermedad.

Una alternativa para estudiar las neuronas
gabaérgicas de la corteza cerebral es la
evaluacion de la expresién de las proteinas
ligadoras de calcio (CaBP, calcium binding
protein). Las CaBP - parvoalbumina (PV),
calbindina (CB) y calretinina (CR) - han sido de
gran utilidad en neurociencias por su papel como
marcadores neuronales (17-20). En la corteza
cerebral, las CaBP se expresan selectivamente
en los diferentes tipos de interneuronas (4,19,20);
su alta solubilidad les permite estar presentes en
todo el citosol, aun en las dendritas distales y en
los axones, inclusive en los botones sinapticos
(17). Estas caracteristicas son ideales para
estudiar la morfologia celular, la integracion
sinptica y la distribucion de poblaciones
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neuronales dentro del sistema nervioso. La
hipo6tesis mas aceptada sobre su funcién es que
contribuyen en la regulacién de la concentracién
del calcio intracelular para lo cual poseen cadenas
laterales hidrofilicas que se unen a iones calcio
(17,18). En la ultima década se han adelantado
estudios inmunohistoquimicos sobre la expresion
de las CaBP en neuropatologias como la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (21), la
esquizofrenia (22), la epilepsia (23), la encefalitis
por sida (24) y la enfermedad de Alzheimer (25,26).
Sin embargo, no se conocen estudios similares
en encefalitis causadas por virus neurotrépicos.

El propésito de este trabajo fue estudiar el efecto
de la infeccion por el virus de la rabia sobre las
subpoblaciones de neuronas gabaérgicas
corticales, por medio de la evaluacién inmuno-
histoquimica de la expresion de CB, CRy PV en
la corteza frontal motora del raton.

Materiales y métodos

Manejo de los animales e
inoculacion del virus de la rabia

Se utilizaron ratones ICR hembras, en su mayoria
de 4 a 6 semanas y un segundo grupo de 6 a 8
semanas, confinados en el bioterio del Instituto
Nacional de Salud (INS), siguiendo las normas
éticas y legales exigidas para la investigacion con
animales de laboratorio. El material infectado con
rabia se obtuvo a partir del cerebro de un perro
procedente de la Costa Atlantica colombiana,
caracterizado dentro de la variante genética
colombiana Il (27). Una muestra de este material
se inoculd por via intracerebral a ratones lactantes
para obtener mayor cantidad de tejido infectado.
De estos animales se extrajeron los cerebros, se
maceraron y se tomaron muestras para
depositarlas en viales de 0,5 ml y guardarlas en
un congelador a -70°C.

Para llevar a cabo las inoculaciones, en cada caso
se tomo el contenido de uno de los viales y se
obtuvo una dilucién al 10% en agua destilada a la
que se le adicion6 suero equino normal al 2% vy
antibiéticos (200 Ul/ml de penicilinay 4 mg/ml de
estreptomicina). Cada animal se inocul6 por via
intramuscular en la extremidad posterior derecha
con una cantidad de 0,03 ml de la dilucién. En
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total se inocularon 10 ratones por este
procedimiento. Un segundo grupo de 10 animales
se inoculd por via intracerebral con 0,03 ml de la
misma dilucién. Puesto que el virus inoculado con
este material provenia de un animal infectado en
condiciones naturales, se denomina virus silvestre
o virus 'calle’. Un tercer grupo de 10 animales se
inoculd por via intramuscular con 0,03 ml de una
solucion similar a las anteriores, pero con un vi-
rus adaptado en el laboratorio, también conocido
como virus 'fijo', de la cepa CVS (challenge virus
standard). Para todos los procedimientos, se
utilizé un animal control, sin inocular, por cada
animal infectado. Los ratones enfermos se
sacrificaron cuando alcanzaron el estado de
postracién (moribundos). Simultdneamente, se
sacrificaron también los controles. Previamente,
los animales se anestesiaron inyectandoles
ketamina al 5% (0,08 ml) y xilazina al 2% (0,01
ml) por via intramuscular. Luego, se realizo la
fijacion por perfusion intracardiaca, inicialmente
con 50 ml de tampon fosfato salino (PBS) a pH
7,3 e inmediatamente después con para-
formaldehido al 4%. Posteriormente, se procedio
a extraer los cerebros completos para colocarlos
en paraformaldehido al 4% y dejarlos en nevera a
4°C hasta el dia en que se procesaron para el
estudio histolégico.

Inmunohistoquimica

Las reacciones inmunohistoquimicas se llevaron
a cabo en cortes coronales de 50-100 um de
espesor obtenidos con un Vibratome 1000 Plus.
El area seleccionada comprendi6 la corteza fron-
tal, dorsal al cuerpo calloso (figura 1). Para
delimitar la zona de estudio y ubicar las neuronas
inmunorreactivas dentro de las capas corticales,
se tomé como guia el atlas de cerebro de raton
publicado por Valverde (28). Cada secuencia de 4
cortes seriados del material fijado en para-
formaldehido se destind para lainmunodeteccién
de CB, CR, PV y rabia. El diagnéstico inmuno-
histoquimico de rabia se realiz6 siguiendo el
procedimiento previamente estandarizado para
material incluido en parafina (29) adaptado a cortes
de vibrdtomo.

Los cortes de vibratomo se procesaron haciéndolos
flotar en las soluciones empleadas en cada una
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de las etapas del protocolo, en agitacién constante
y atemperatura ambiente (20°C). Inicialmente, los
cortes se dejaron durante varias horas o toda la
noche en PBS (pH 7,3). Luego, se trataron con
H,O, al 3% por 10-30 minutos en PBS para
bloguear la peroxidasa endégena. Después de
lavarlos en PBS, los cortes se preincubaron du-
rante 30-60 minutos en PBS con albumina de
suero bovino (BSA) al 3% y suero normal al 3%.
A continuacion se retird la solucién anterior y los
cortes se incubaron toda la noche en los
anticuerpos primarios: anti-CB (Sigma mono-
clonal, 1:2.500); anti-PV (Sigma monoclonal,
1:5.000) y anti-CR (Chemicon policlonal, 1:2.500).
Al dia siguiente se continu6 con la incubacion en
anticuerpo secundario biotinilado anti-ratén IgG
(Sigma 1:600) para CB y PV y anti-conejo 1gG
(Sigma 1:400) para CR durante 2 horas y, luego,
en solucion ABC (Vectastain) por 2 horas. Para el
revelado, se utilizé diaminobenzidina (DAB/ICN)
al 10% o un estuche DAB-niquel (Vectastain).
Finalmente, los cortes se deshidrataron y se
montaron con citorresina.

Analisis cuantitativo

Para cada uno de los tipos de inoculacion viral
(intracerebral con virus ‘calle’, intramuscular con
virus ‘calle’ e intramuscular con virus 'fijo") se
seleccionaron 5-7 casos (unidades experimentales),
con sus respectivos controles, para contar el
namero de células que expresaron cada uno de
los marcadores. En cada unidad experimental se
seleccionaron 5 cortes (repeticiones) para realizar
los conteos celulares en la corteza cerebral. El
area de conteo correspondié a una columna de 1
mm de ancho de la corteza frontal, a nivel del
cuerpo calloso (figura 1). En esta zona, la altura
de la corteza deshidratada se aproxima también
a 1 mm; por tanto, el drea de conteo en cada
repeticion fue de 1 mmz?, aproximadamente. El
método de contar células en columnas de una
anchura determinada, que incluyan todo el espesor
de la corteza, es recomendado por otros autores
pues minimiza el efecto de la deshidratacién que
hace parte del procesamiento histoldgico de la
muestra (26). Se realizaron conteos de las
neuronas marcadas en un microscopio Zeiss
dotado con un micrémetro de malla Netzmiier de
1 mm?2 y conteos semiautomaticos en un foto-
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microscopio Axiophot Zeiss con ayuda del
programa de analisis de imagenes KS-300.

La comparacion entre los grupos control con cada
uno de los grupos problema se analizé con una
prueba estadistica no paramétrica (prueba de
rangos de Wilcoxon-Mann-Whitney de dos colas),
aplicando una férmula y una tabla disefiadas para
trabajar con muestras pequefias (30). Un
procedimiento similar se siguid para la descripcion
cuantitativa del tamafio de los perfiles neuronales
inmunorreactivos para cada una de las CaBP. Se
seleccionaron 5 casos (unidades experimentales)
correspondientes a cada uno de los dos tipos de
inoculaciéon periférica (intramuscular con virus
‘calle’ e intramuscular con virus 'fijo") con sus
respectivos controles, para medir el tamafio
promedio (area en mm?) de los perfiles neuronales
gue expresaron cada uno de los marcadores. En
cada unidad experimental se seleccionaron 20
células (repeticiones) para medir su diametro y
su area con ayuda del programa de analisis de
imagenes Zeiss KS-300. En lo posible, se
escogieron perfiles neuronales en los que se
podian observar el nicleo y el nucléolo. El analisis
estadistico se realizé mediante el método antes
mencionado.

Resultados

La infeccion con los diferentes virus y
tipos de inoculacion de la rabia

La inoculacion intracerebral con virus 'calle' y la
inoculacién intramuscular con virus 'fijo' provocaron
una mortalidad del 100% y en menor tiempo (8 a
12 dias), que lainoculacién intramuscular con virus
‘calle’, en donde la mortalidad alcanzé un 70% en
un periodo de 15 a 25 dias. No se observaron
diferencias macroscoépicas importantes al
comparar los cerebros de animales infectados con
sus respectivos controles, aunque en algunos
cerebros afectados por virus 'fijo' se presenté
congestion en los vasos de las meninges. El
diagndstico inmunohistoquimico de la rabia se
realiz6 mediante la observacion de los cuerpos
de Negri en todos los animales inoculados con
virus 'calle’. Estas inclusiones citoplasmaticas
fueron abundantes y diseminadas en la corteza
frontal de los cerebros inoculados con virus ‘calle’
por via intracerebral. Los cuerpos de Negri se
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Figura 1. Esquema de un corte coronal del cerebro de ratén a nivel del cuerpo

calloso (CC). El &rea sombreada corresponde a la corteza frontal motora
primaria (F). Capa supragranular (S), capa infragranular (1), corteza del cingulo
(C), corteza parietal (P), ventriculo lateral (V), comisura anterior (CA).

hallaron en menor proporcién en el material
inoculado con el mismo virus por via intramuscular,
en donde se localizaron principalmente en las
neuronas piramidales de la capa cinco. En los
cerebros de los animales inoculados con virus fijo’,
apenas se pudieron detectar pequefias inclusiones
citoplasmaticas inmunorreactivas a la rabia sin las
caracteristicas de los cuerpos de Negri. Sin
embargo, hubo alta concentracién de antigeno viral
en las células piramidales que demarcé muy bien
la morfologia del soma y la dendrita apical.

Expresion y distribucion de parvoalblimina

Las neuronas inmunorreactivas a PV se hallaron
dispersas regularmente desde la capa Il hasta la
capa VI de la corteza frontal (figura 2), tanto en el
material control como en el infectado. Hubo
diversidad de formas y tamafios pero la mayoria
eran células multipolares con somas redondeados.
En los controles, su diametro promedio minimo
fue de 11,5 pm y maximo de 15,9 pm (n=200). En
el cuadro 1 se relacionan los datos correspon-
dientes al nimero de neuronas PV+en 1 mm de
corteza frontal y al tamafio de los perfiles de los
somas neuronales inmunorreactivos para los
diferentes grupos de estudio. No hubo diferencia
estadisticamente significativa en el nimero de

Figura 2 . Distribucién de neuronas PV+
en la corteza frontal del ratén. 100X. (1),
piamadre.

células marcadas en los controles comparado con
el material de cada uno de los tipos de inoculacion.
Tampoco se hall6é diferencia significativa en el
tamafio de las neuronas PV+ al comparar las
correspondientes al material inoculado con virus
‘calle' y virus 'fijo' con sus controles.

Es importante destacar que el virus de la rabia,
inoculado por cualquiera de las tres formas ya
mencionadas, acentud la inmunotincién con PV.
En el material infectado se observaron més
intensamente coloreadas las neuronas y sus
procesos celulares, asi como los botones
sinapticos y las fibras inmunorreactivas del
neuropilo. Se observé que no hay efecto de la
infeccion sobre la cantidad de conexiones
sinapticas perisométicas de las neuronas
piramidales. Esto se dedujo al observar los anillos
formados por botones sinapticos PV+ (figura 3),
los cuales estan formados por las terminaciones
axonales de las células en cesta que rodean al
pericarion de las células piramidales. También se
hallaron, en algunos cortes, pequefias barras
verticales inmunorreactivas a PV y que se sabe
corresponden a terminaciones axonales
provenientes de las neuronas axo-axonicas o
células en candelabro (figura 4). Estas se
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Cuadro 1. Expresién de parvoalbimina (PV) en neuronas de la corteza frontal de ratones infectados con rabia mediante
diferentes tipos de inoculacion y sus respectivos controles.

Tamafio del soma
Area promedio en pm?

Tipo de inoculacion No. promedio de neuronas

PV+ en 1 mm de corteza

(n=7) (n=5) *
Virus 'calle’ intracerebral 121 +5
Controles 119+ 7
p=0,310
Virus 'calle’ intramuscular 122 + 21 129 + 18
Controles 123+ 8 132 + 11
p=0,228 p=0,345
Virus 'fijo" intramuscular 121 +18 136 + 16
Controles 119 + 8 132 + 11
p=0,310 p=0,345

* Unidades experimentales compuestas por 20 células cada una (repeticiones). Por tanto, cada dato corresponde al

promedio de la medicién de 100 somas.

Figura 3. Anillos formados por botones sinapticos PV+
originados en las células en cesta y que hacen contacto con
el soma de las neuronas piramidales. 800X.

observaron con mayor facilidad y en mayor
cantidad en el material infectado.

Expresion y distribucion de calbindina

En la corteza frontal del ratdn se distinguieron,
por su localizacion, dos poblaciones neuronales
inmunorreactivas para CB: una de ellas
conformada por cuerpos celulares redondeados o
ligeramente ovalados, concentrados hacia las
capas supragranulares (capas Il y Ill), y la otra
constituida por células multipolares dispersas en
las capas infragranulares (capas V y VI). En la
capa | no se hallaron somas pero si fibras
inmunorreactivas. En la franja supragranular,
ademas de la mayor densidad de interneuronas
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Figura 4. Terminales axénicas de las células en candelabro
PV+, formadas por cadenas de botones sinapticos (N) que
conectan con el segmento inicial del axén de neuronas
piramidales. 500X.

CB+, se observé inmunotincion acentuada en el
neuropilo, debido a la marcacion de numerosos
procesos celulares y botones sinapticos. Por esta
razén, en una imagen de la corteza es notoria
una banda inmunorreactiva oscura en las capas Il
y lll, a diferencia de las capas inferiores menos
coloreadas (figura 5 a y ¢). En la zona
supragranular, ademas de las interneuronas CB+,
también se observaron algunos perfiles de
neuronas piramidales inmunorreactivas a CB pero
con poca intensidad de coloracion.

En el material control, el diametro promedio
minimo de los somas supragranulares CB+, fue
de 11,4 umy el maximo de 15,1 um (n=200). En
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Cuadro 2. Numero promedio de neuronas que expresaron calbindina (CB) en una columna de 1 mm de corteza frontal en
ratones infectados con rabia mediante diferentes tipos de inoculacién y sus respectivos controles.

No. promedio de neuronas CB+ en 1 mm de corteza

Tipo de inoculacion Supragranulares Infragranulares T otal
(capas Il y 11) (capas V y VI)

Virus 'calle’ intracerebral 188 + 16 41+6 229 + 20
Controles 192 + 12 39+9 230 + 20
(n=7) p=0,227 p=0,100 p=0,410
Virus ‘calle' intramuscular 188 + 16 39 +13 227 + 28
Controles 186 + 14 43+ 9 229 + 20
(n=7) p=0,310 p=0,120 p=0,310
Virus 'fijo’ intramuscular 117 + 37 14 +9 131+ 44
Controles 187 £ 16 43 +10 230 = 24
Experimento 1 (n=5) p=0,004 ** p=0,004 ** p=0,004 **
Virus 'fijo' intramuscular 152 + 36 26 +11 178 + 45
Controles 255+ 24 625 317 £ 25
Experimento 2 (n=5) p=0,004 ** p=0,004 ** p=0,004 **

** Estadisticamente significativo

las interneuronas infragranulares CB+, el diametro
promedio minimo fue de 11,2 umy el méximo de
16,6 um (n=200). En los cuadros 2 y 3 se resumen
los resultados correspondientes al nimero de
neuronas inmunorreactivas en una columna de 1
mm de corteza frontal y a los tamafios de los
perfiles somaticos CB+ en los diferentes grupos
objeto de estudio. Al comparar el nUmero de
neuronas que expresaron CB, no se hallé diferencia
estadisticamente significativa entre los controles
y el material infectado con virus 'calle’, inoculado
ya sea por via intracerebral o por via intramuscu-
lar. De igual manera, no hubo diferencia significativa
al analizar por separado las poblaciones de
neuronas supragranulares e infragranulares CB+
en material infectado con sus respectivos
controles, tanto para la inoculacion intracerebral
como para la intramuscular con virus ‘calle’.
Tampoco se observé efecto de la infeccion con
virus 'calle’ sobre el tamafio de los perfiles
neuronales CB+ en la capa supragranular nienla
infragranular.

A diferencia del virus 'calle’, la infeccion con virus
'fijo' provoco una fuerte disminucién en la
inmunorreactividad a la calbindina. En una vista
panoramica es evidente la pérdida de inmuno-
tincién CB+ en la corteza cerebral (figura 5 by d).
Esto se manifestd en pérdida estadisticamente

Cuadro 3. Tamafo (area) de los perfiles somaticos
neuronales inmunorreactivos para calbindina (CB) en la
corteza frontal de ratones inoculados con rabia y sus
controles.

Tamafo de neuronas CB+ en la corteza
Area del soma en pm?

Tipo de Supragranulares Infragranulares
inoculacion (capas Il y 1II) (capas V y VI)
Virus ‘calle’ 121 +8 128 + 19
intramuscular

Controles 124 +9 134 + 15
(n=5) * p=0,274 p=0,420
Virus 'fijo’ 105+ 11 99 + 12
intramuscular

Controles 123 +9 134 + 14
(n=5) * p=0,008 ** p=0,008 **

* Unidades experimentales compuestas por 20 células
cada una (repeticiones).
Por tanto, cada dato corresponde al promedio de la
medicion de 100 somas.

** Estadisticamente significativo

significativa del nimero de perfiles neuronales
contados en 1 milimetro de corteza frontal
(p=0,004), tanto en la franja supragranular como
en la infragranular (cuadro 2). lgualmente, el
tamafio promedio de los perfiles neuronales CB+
disminuyd en forma significativa en las dos capas
(p=0,008) (cuadro 3). El efecto sobre la morfologia
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Cuadro 4. NUmero promedio de neuronas gque expresaron
calretinina (CR), en 1mm de corteza frontal y 1mm de corteza
del cingulo, en ratones infectados con rabia mediante
diferentes tipos de inoculacion y sus respectivos controles.

No. promedio de neuronas
CR + en 1 mm de corteza

Tipo de inoculacién Corteza Corteza del
frontal cingulo
Virus “calle” intracerebral 57 + 11 73+ 7
Controles 61+ 8 78+ 4
(n=6) p=0.150 p =0.090
Virus “calle” intramuscular 60+ 8 76+ 6
Controles 64+ 9 81+ 7
(n=6) p =0.240 p=0.120
Virus “fijo” intramuscular 58+ 6 74+ 8
Controles 64+ 9 81+ 7
(n=6) p=0.120 p =0.090

Cuadro 5. Tamafio (area) de los perfiles soméaticos
neuronales inmunorreactivos para calretinina (CR) en la
corteza frontal y en la corteza del cingulo de ratones
infectados con rabia y sus respectivos controles.

Tamafio de neuronas
CR + en la corteza
Area del soma en pm?

Tipo de inoculacién Corteza Corteza del
frontal cingulo
Virus “calle” intramuscular 84 £ 13 84 + 14
Controles 86 + 15 87 £ 13
(n=6)* p =0.409 p =0.290
Virus “fijo” intramuscular 76 +13 69+ 11
Controles 85+ 14 88 £ 12
(n=6)* p=0.197 p =0.030 **

* Unidades experimentales compuestas por 20 células
cada una (repeticiones). Por lo tanto, cada dato correspon-
diente al promedio de la medicién en 120 somas.

** Estadisticamente significativo.

neuronal fue especialmente notable sobre las
células infragranulares en donde, ademas de la
reduccion de tamafo, se perdié la inmuno-
rreactividad en los procesos celulares (figura 5d).

Para confirmar el efecto del virus 'fijo’ sobre la
expresion de CB, se llev6 a cabo un segundo
experimento con ratones de mayor edad (6 a 8
semanas). La primera observacion importante fue
gue se incrementd la inmunorreactividad,
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especialmente en los controles, lo cual incluye
un aumento en el nimero de células CB+. No
obstante, se repitid el efecto de la infeccion sobre
la expresion de CB. Ademas de reducirse
notoriamente la inmunotincién del neuropilo y las
células en el material infectado, la disminucion
del numero de perfiles neuronales inmuno-
rreactivos fue igualmente significativa (p=0,004) a
la del primer experimento (cuadro 2).

Expresion y distribucion de calretinina

Se observaron neuronas CR+ desde la capa |
hasta la capa VI, pero la mayoria se localizaron
hacia las capas II-1ll. Fueron predominantemente
células bipolares con somas ovoides o fusiformes
cuyo eje principal, asi como sus dendritas, se
orientaron en sentido perpendicular a la piamadre
(figura 6a). Muy cerca de la corteza frontal, en la
corteza del cingulo, fue evidente otra poblacién
muy densa de neuronas CR+, muchas de ellas
con morfologia predominantemente bipolar; por
esta razén, se decidid incluirlas en el estudio
(figura 6b). En el material control, el diametro
promedio minimo de los somas, tanto en la corteza
frontal como en la corteza del cingulo CR+, fue de
8,6 umy el méximo de 14,0 um (n=480).

En el cuadro 4 se resumen los resultados
correspondientes al niUmero de neuronas CR+ en
una columna de 1 mm de corteza frontal y 1 mm
de corteza del cingulo. En el cuadro 5 se anotan
los tamafios de los perfiles somaticos CR+ en los
diferentes grupos de estudio. Al comparar el
namero de neuronas que expresaron CR en la
corteza frontal, no se hall6 diferencia
estadisticamente significativa entre los controles
y el material infectado por cualquiera de los tipos
de inoculacion. Resultados estadisticamente
similares se obtuvieron en la corteza del cingulo.
Tampoco se encontré efecto significativo de la
infeccién con virus 'calle’ sobre el tamafio de los
perfiles de los somas neuronales CR+ en la
corteza frontal ni en la corteza del cingulo. Sin
embargo, en la infeccion con virus 'fijo’, si bien el
efecto sobre el tamafio de los somas en la corteza
frontal no fue estadisticamente significativo
(p=0,197), si lo fue sobre el tamafio promedio de
los perfiles somaticos de las neuronas CR+ de la
corteza del cingulo (p=0,030).
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Figura 5. a y b. Imagenes panoramicas de la inmunorreactividad a CB en la corteza frontal del ratén. Ratén normal (a) y
ratén infectado con virus “fijo” de la rabia (b). N6tese la pérdida parcial de inmunotincién en el animal infectado. 50X. c y
d imagenes en mayor aumento de la inmunorreactividad a CB en la corteza frontal del ratén. Raton normal (c) y ratén
infectado con virus “fijo” de la rabia (d). En este Gltimo nétese la pérdida de inmunotincién en el estrato supragranular ( t
) asi como la escasez de neuronas marcadas en el estrato infragranular ( | ). 125X.

Discusion
Tipos de virus y vias de inoculacion de la rabia

La inoculacién del virus de la rabia en ratones, por
via intracerebral, es el método més utilizado en el
laboratorio, segun la literatura internacional, debido
a que en pocos dias los animales manifiestan los
sintomas de la enfermedad y mueren. Este
procedimiento forma parte del protocolo
recomendado para confirmar un diagnéstico de
importancia epidemiolégica (31). Sin embargo, la

inoculacién intramuscular corresponde a una ruta
de entrada méas natural del virus (32) y menos
traumética, debido a que se evita el dafio adicional
al tejido cerebral provocado por la accion mecénica
de la inyeccion a través del craneo. Cuando el
propésito es investigar en profundidad la
citopatologia del tejido nervioso infectado, la lesién
al tejido cerebral que puede provocar la inyeccion
podria interferir, por ejemplo, desencadenando
eventos necréticos 0 apoptosicos que luego serian
atribuidos a la actividad del virus. Si, ademés de
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Figura 6. Distribucion de las neuronas CR+ en la corteza frontal (a) y corteza del cingulo (b) del raton. Nétese en esta
Ultima la mayor densidad de células marcadas. a, 125X; b, 160X.

hacer la inoculacion por via periférica, ésta se
realiza con virus de origen silvestre o virus ‘calle’,
se reproduce con mayor aproximacion el
comportamiento natural de la enfermedad. El
estudio histoldgico se realiz6 con animales
enfermos en estado terminal para aumentar la
probabilidad de lograr alteraciones estructurales
evidentes. Diferentes estudios han demostrado que
el mayor efecto de la enfermedad se observa solo
al final, especialmente cuando se han inoculado
animales con virus 'calle’ o inclusive también en
casos de rabia en seres humanos (9).

En el presente trabajo se compararon diferentes
vias de inoculacién con los dos tipos de virus. Se
comprob6 el comportamiento diferente de la
enfermedad en los animales infectados por cada
uno de los métodos y el efecto citopatico diferencial
entre el virus 'calle'y el virus 'fijo’, a través de un
método no utilizado anteriormente para el estudio
histopatologico de la rabia. Investigaciones
anteriores han demostrado grandes diferencias en
la patogénesis de cada uno de estos tipos de vi-
rus de la rabia (9). El virus 'fijo' produce efectos
citopaticos mas severos tanto en cultivos celulares
como en los animales y la inclusién eosinofilica,
o cuerpo de Negri, no es visible en el tejido
infectado por este tipo de virus (14,16,33,34).
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Ademas, el fendmeno de la apoptosis neuronal
ampliamente documentado en estudios con virus
fijo' (11,16), apenas se ha informado en un par de
casos de infecciones con virus 'calle’, uno de ellos
experimental (35) y el otro en un paciente enfermo
de sida (36).

Inmunorreactividad a PV, CBy CR
en el ratén normal

Las neuronas PV+ de la corteza cerebral
corresponden a células en cesta y células en
candelabro. La mayoria de interneuronas supra-
granulares CB+ corresponden a células
bipenachadas (término originalmente utilizado por
Cajal), mientras que las interneuronas infra-
granulares CB+ son principalmente células de
Martinotti y células neurogliaformes. La mayor
cantidad de neuronas corticales CR+ son células
bipolares y en menor proporcién se encuentran
algunas células bipenachadas y las células
horizontales de Cajal de la capal (4,19,20).

La distribucién de lainmunorreactividad a las tres
proteinas (PV, CB y CR) en la corteza frontal de
raton fue, salvo algunas diferencias, muy similar
a la conocida en ratas en diferentes zonas de la
neocorteza, incluso la corteza frontal (18,20,37,
38). lgualmente, es semejante a la distribucién
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descrita recientemente en la corteza visual de
ratones, aunque en esta Ultima se noté una
concentracién menor de neuronas CB+ en las
capas supragranulares (39,40). Las imagenes
publicadas en otro articulo reciente sobre la
distribucion de CB en la corteza frontal de ratas
(41) revelan una menor inmunorreactividad de este
marcador en las capas supragranulares
comparada con la obtenida en el presente trabajo.
También aqui se obtuvo un mayor nimero de
neuronas CR+ comparado con el descrito para la
rata en un estudio anterior (18). Esto quiza se
debe a diferencias en la técnica inmuno-
histoquimica.

La mayor inmunorreactividad a CB en los ratones
de 6 a 8 semanas comparada con los de 4 a 6
semanas se explica por el proceso de maduracién
del sistema nervioso. También se observé un efecto
similar en algunas muestras de 6 a 8 semanas
gue se procesaron para PV y CR. Se conocen
casos en otras especies en las cuales la
distribucion definitiva de las CaBP en el adulto
ocurre después de varios meses o algunos afios
(18,20). La fuerte inmunotincion del neuropilo en
las capas supragranulares proviene principalmente
de los procesos celulares de las neuronas CB+
de la corteza, especialmente de los haces de
axones de las células bipenachadas (41). También
contribuyen algunas proyecciones talamo-
corticales y probablemente aferencias desde los
nucleos del rafé (19,37).

En general, aunque se presentan algunas
diferencias cuantitativas, los patrones laminares
de la distribucion cortical de PV, CBy CR en la
corteza cerebral de ratdn y de rata son semejantes
a los de otros mamiferos estudiados, especial-
mente carnivoros y primates, incluso el hombre
(18,20). Esto coincide con la teoria segun la cual,
en el cerebro de los mamiferos, la estructura de
la corteza cerebral conserva un patrén basico
uniforme, especialmente entre los 6rdenes antes
mencionados (3,42), a tal grado que el nimero
absoluto de neuronas contado en columnas
corticales de la misma anchura es constante en
el ratén, larata, el gato, el mono y el hombre (42).
Por tanto, estos roedores son un buen modelo
para desarrollar investigacion en patologia experi-
mental con base en el analisis del comportamiento
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de la expresién de PV, CB y CR en la corteza
cerebral.

Inmunorreactividad a PV en
ratones afectados por rabia

No hubo efecto de la infeccion sobre el nimero de
neuronas que expresaron PV ni sobre el tamafo
de los somas de estas células, con ninguno de
los tipos de inoculacion. No obstante, el virus de
la rabia parece inducir un aumento en la expresion
de esta proteina a juzgar por la mayor intensidad
de la inmunotincién en todos los casos. Esto
facilité la observacion de los terminales ax6nicos
de las células en cesta (anillos de botones
sinapticos alrededor de somas de las neuronas
piramidales) y de las células axo-axoénicas o
células en candelabro (cadenas verticales cortas
de sinapsis que conectan con el segmento inicial
del axén de neuronas piramidales), aunque también
se observaron en el material no infectado pero con
menor intensidad de inmunotincién. Estas
estructuras PV+ han sido ampliamente descritas
en primates (2,19,43) pero pocas veces
observadas en roedores(37,38). En un articulo
reciente sobre PV en la corteza visual del raton y
del hamster, aunque la inmunorreactividad fue
intensa, no se observa ni se menciona la presencia
de botones sindpticos perisomaticos o terminales
de las células axo-axodnicas (40).

En la literatura revisada se hall6 apenas una
mencion breve sobre el aumento en la intensidad
de la inmunorreactividad a PV asi como a CB y
CR en algunas neuronas corticales en casos de
enfermedad de Alzheimer (44). Sin embargo, no
hay datos similares en la mayoria de publicaciones
revisadas sobre esta patologia. Experimental-
mente, en ratas, se ha inducido aumento en la
inmunorreactividad a PV y CB mediante estimulos
eléctricos en diferentes tipos de fibras que
conducen al hipocampo (17,25). Se ha propuesto
que estos cambios se deben al aumento de la
concentracion intracelular de la proteina por efecto
de una alteracion del metabolismo o a cambios
en la conformacion de la molécula que la harian
mas reconocible a los anticuerpos (25).

No hay antecedentes sobre el efecto de un virus
neurotroépico en la expresion de las proteinas
ligadoras de calcio, objeto del presente estudio.
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Una primera hipétesis seria que el virus de la rabia
aumenta la expresién del gen que codifica para
PV por alguna razén relacionada con su
supervivencia. En un estudio reciente, una cepa
del virus 'fijo’ de la rabia inoculada en ratones
provoco la disminucidn en la expresion del 90%
de los genes evaluados, pero en el 1,4% (39 genes)
aumentd la expresidn, incluso en genes
involucrados en la regulacién del metabolismo
celular, sintesis de proteinas y actividad sinaptica,
todos ellos relacionados con la necesidad del vi-
rus de reproducirse y diseminarse a otras células
(45).

Una segunda hipotesis estaria relacionada con la
funcion protectora de las células que se atribuye
a estas proteinas por su capacidad para regular
el calcio intracelular (17,20,25). Una mayor
concentracion de PV luego de la infeccion podria
ser una respuesta de la neurona a la entrada de
iones Ca** en exceso inducida por la actividad
del virus. Existe evidencia experimental sobre el
efecto del virus de la rabia en el transporte a través
de la membrana celular y la expresion de canales
ionicos (11,12,46,47). Ademas, estudios electro-
fisiologicos han clasificado a las neuronas PV+
como células FS (fast-spiking), esto es, que
pueden descargar repetitivamente a altas
frecuencias; por tanto, son de gran actividad
metabdlica, mayor que la de otras neuronas
corticales (37,48,49). Esta mayor actividad esta
asociada con la entrada de iones Ca** a la célula
requerida para la liberacion del neurotransmisor
(17,48,49). La PV regula el incremento del calcio
intracelular después de la excitacion sinaptica lo
cual evita el efecto nocivo del exceso de Ca** en
la célula presinaptica (48,49). La infeccion por el
virus podria desencadenar mayor actividad
sindptica con la consiguiente entrada de calcio y,
asi, disparar la sintesis de proteinas reguladoras
de calcio intracelular.

Con estos antecedentes, surge la inquietud acerca
de las posibles consecuencias derivadas de la
mayor concentracién de PV inducida por el virus
sobre la funcion neuroldgica. Los cambios en la
inmunorreactividad a las CaBP pueden indicar
alteraciones funcionales en las respectivas
neuronas (25). En ratones mutantes PV-/-, la falta
de parvoalbumina transforma sinapsis supresoras
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en sinapsis facilitadoras (49). La facilitacion es el
mecanismo por el cual un estimulo produce una
liberacién de neurotransmisor mucho mayor que
un estimulo idéntico aplicado previamente (50).
El retorno a la condicién normal (PV+/+) inhibe la
facilitacion (49). Entonces, se podria pensar que
una concentracion elevada de PV intracelular, mas
alla de lo normal, daria lugar a una menor liberacion
de neurotransmisor (en este caso de GABA) con
las consecuencias fisiopatoldgicas que ello
acarrearia.

Inmunorreactividad a CB en
ratones afectados por rabia

No hubo diferencias significativas entre animales
controles e infectados sobre la expresién de CB
cuando se inoculo virus 'calle’ por cualquiera de
las dos vias ensayadas. Por el contrario, el virus
"fijo' provocd disminucion notable de la inmuno-
rreactividad y pérdida del nimero de células que
expresaron el marcador, asi como disminucion
significativa del tamafio de las neuronas CB+. En
principio no se puede afirmar que el menor nimero
de perfiles neuronales CB+ corresponda a una
pérdida por muerte neuronal. Puede tratarse
Unicamente de inhibicion de la expresion de la
proteina aunque la célula siga intacta. Sin em-
bargo, la reduccidn en el tamafio del somay las
neuritas es un factor indicativo de atrofia y pérdida
neuronal (21,24,44).

Cualquiera que sea el caso, la pérdida de CB puede
ocasionar efectos graves sobre la funcién celular
y la integracién neuronal. La falta de CB en las
neuronas puede afectar su homeostasis ante la
menor capacidad para regular la entrada de Ca**.
Puesto que todas ellas son gabaérgicas, la
deficiencia de CB podria dar lugar a trastornos
metabdlicos en este sistema neurotransmisor.

Recientemente se ha propuesto, con base en
estudios previos sobre la localizacion de canales
de calcio en la corteza cerebral, que la alta
inmunorreactividad a CB en las capas supra-
granulares de la corteza frontal estaria relacionada
con la presencia de una gran densidad de canales
de calcio en las capas superficiales de esta zona
cortical. Por tanto, la CB podria estar alli para
regular el flujo de calcio (41). El virus *fijo’ de la
rabia provoca una fuerte disminucion de la inmuno-
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rreactividad supragranular a CB; por lo tanto,
afectaria la funcion de controlar la entrada de calcio
en estas capas superficiales.

Inmunorreactividad a CR en
ratones afectados por rabia

Por los resultados aqui presentados, se concluye
gue hay un efecto leve de la rabia sobre la
expresiéon de CR, apenas significativo
estadisticamente en la reduccion del tamafio de
las neuronas CR+ en la corteza del cingulo de los
animales inoculados con virus 'fijo’. Este marcador
neuronal ha sido menos estudiado en neuro-
patologia comparado con PVy CB, en parte quiza
porgque su descubrimiento es mas reciente. Por
otra parte, la CR ofrece alguna dificultad para su
deteccion en la corteza cerebral, mediante la
técnica inmunohistoquimica, de acuerdo con la
experiencia del presente trabajo y los resultados
de investigaciones previas.

En los trabajos publicados sobre histopatologia,
en los que se evalla la CR, se encuentra que la
subpoblacién de interneuronas que la expresa
parece ser la menos afectada, especialmente en
la corteza cerebral. La inmunorreactividad a CR
se preserva sin mayores cambios en diferentes
areas de la corteza en la enfermedad de Alzheimer
(26,51), la demencia con cuerpos de Lewy (52) y
la encefalopatia espongiforme transmisible (53).
Igualmente, las neuronas CR+ son resistentes a
la degeneracién en el estriado de pacientes con
la enfermedad de Huntington (54).

En el presente trabajo se comprobd que predomina
la forma bipolar entre las neuronas CR+ de la
corteza cerebral del raton. Estas poseen un cuerpo
celular muy pequefio comparado con el de otras
interneuronas y se localizan preferencialmente
hacia las capas supragranulares (Il y Ill). Estos
resultados coinciden con los de otros autores que
han trabajado este marcador en diferentes
especiesy areas corticales (20,38,39,55).

La aparente vulnerabilidad de las células CR+ en
la corteza del cingulo afectada por el virus 'fijo' de
la rabia podria estar relacionada con los efectos
de esta enfermedad sobre el sistema autbnomo
(8-11,15,16). La circunvolucién del cingulo hace
parte del sistema limbico y el &rea de estudio aqui
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descrita corresponde a la corteza prefrontal me-
dial (areas 24 y 25) (38). Recientemente se ha
hallado evidencia experimental de la participacion
de estas areas corticales en los mecanismos del
arco reflejo visceral. El area 24 recibe y procesa
la informacién de las aferencias viscero-
somaticas mientras que el area 25 envia sefiales
descendentes viscero-motoras (56). Seria
importante conocer el papel que desempefian las
interneuronas bipolares de la corteza del cingulo
en estos circuitos y como pueden ser alterados
por la actividad del virus de la rabia.

En conclusién, como aportes del presente trabajo
se destacan los siguientes: 1) contribucion al
conocimiento de la distribuciéon inmuno-
histoquimica de las neuronas que expresan las
proteinas ligadoras de calcio PV, CBy CR en la
corteza frontal del ratén; 2) con una metodologia
no utilizada antes para estudiar la patologia de la
rabia, se demostr6 una vez mas la diferencia no-
table entre la histopatologia de la rabia inducida
por el virus natural (virus 'calle’) y la inducida por
el virus adaptado en el laboratorio (virus 'fijo); 3)
se comprobd que son pocos los cambios sufridos
por las inteneuronas inmunorreactivas a PV, CB,
y CR, enla corteza cerebral, en el modelo murino
de infeccion por virus silvestre (virus ‘calle’). Sin
embargo, en futuros estudios se debe establecer
el significado funcional que pueda tener el incre-
mento en la concentracion de PV inducido por el
virus, mas aun cuando fue la Unica alteracion
comUn en todos los experimentos, sin importar el
tipo de virus utilizado o la via de inoculacion; 4) el
efecto del virus 'fijo’ sobre la inmunorreactividad
alaCBenlacortezafrontalyala CR enlacorteza
del cingulo es un aporte al conocimiento que
puede adquirir importancia en el futuro. No se
puede descartar que las alteraciones en la inmuno-
rreactividad a CB y CR se presenten en
infecciones producidas por diferentes cepas de
virus 'calle’ en sus principales hospederos natu-
rales (carnivoros, quirépteros, primates), pues se
sabe que los roedores no lo son. Por otra parte, el
hecho de no encontrar mayores efectos de la rabia
natural sobre la expresién de las CaBP en la
corteza cerebral no significa que esto mismo
ocurra en otras areas del sistema nervioso, tal
como se ha demostrado en otras patologias; 5)
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finalmente, el conjunto de resultados aqui
obtenidos refuerza la hipétesis sobre la
participacion del sistema gabaérgico en la
fisiopatologia de larabia, en particular por el efecto
del virus 'fijo' que induce pérdida de inmuno-
rreactividad a CB en la corteza frontal y
disminucién del tamafio neuronal CR+ en la
corteza del cingulo, asi como por el efecto de los
dos tipos de virus, cualquiera que sea su via de
inoculacion, sobre la intensidad de inmunotincion
alaPV.
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