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ARTÍCULO ORIGINAL

Disminución del número de neuronas que expresan GABA en
 la corteza cerebral de ratones infectados con rabia

Aura Caterine Rengifo, Orlando Torres-Fernández

Laboratorio de Microscopía, Instituto Nacional de Salud, Bogotá, D.C., Colombia

Introducción. Algunos signos clínicos de la rabia y estudios experimentales previos sugieren
que esta infección viral podría afectar al sistema GABAérgico.
Objetivo. Evaluar el efecto de la infección con el virus de la rabia sobre la expresión de GABA
en neuronas de la corteza cerebral de ratón.
Materiales y métodos.  Se inocularon ratones adultos con virus CVS de la rabia por vía
intramuscular. Los animales se sacrificaron en la etapa terminal de la enfermedad y se fijaron
por perfusión con paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 1%. Se procesaron cortes
coronales de cerebro obtenidos en un Vibratome®, mediante inmunohistoquímica para
identificar neuronas GABAérgicas en la corteza cerebral. Se realizaron conteos y análisis
cuantitativo de las neuronas positivas para GABA en muestras de ratones normales e
infectados.
Resultados.  En los animales infectados con rabia no se alteró el patrón de distribución de las
neuronas GABAérgicas corticales pero su número disminuyó significativamente. El promedio
de células positivas para GABA en 1 mm2 de corteza fue de 293±32 en los controles y de
209±13 en los infectados. Por otra parte, el valor promedio del área de los perfiles neuronales
positivos para GABA aumentó significativamente de 104±8 µm2  en los controles a 122±10
µm2 en las muestras infectadas, debido a que la pérdida de células positivas para GABA fue
más evidente en las neuronas de menor tamaño. No obstante, el rango de tamaños de las
células inmunopositivas para GABA fue similar en muestras de animales normales e
infectados.
Conclusiones. Este trabajo aporta nueva evidencia en favor de la hipótesis que propone la
participación del GABA en la fisiopatología de la rabia.

Palabras clave: ácido gamma-aminobutírico, agentes neurotransmisores, corteza cerebral,
inmunohistoquímica, interneuronas, rabia.

Decreased number neurons expressing GABA in the cerebral cortex of rabies-infected
mice

Introduction . GABAergic neurons synthesize and release gamma-aminobutyric acid, the
predominant inhibitory neurotransmitter in the brain. Certain clinical signs of rabies and previous
experimental studies have suggested that rabies viral infections affect the host GABAergic
system.
Objective.  The effect of rabies virus infection on the expression of GABA was evaluated in
neurons of the mouse cerebral cortex.
Materials and methods.  Adult mice were inoculated by intramuscular injection with the standard
strain of rabies (CVS virus). The animals were sacrificed in the terminal stage of the illness and
perfused with 4% paraformaldehyde and 1% glutaraldehyde. Frontal sections were obtained
in a Vibratome® and treated with appropriate immunohistochemical reactions for identifying
the GABAergic neurons in the cerebral cortex. Counts and comparative quantitative analysis of
the GABA+ neurons were compared in samples of infected and normal mice.
Results. In the animals infected with rabies virus, the distribution pattern of cortical GABAergic
neurons was not changed, but their number diminished significantly. The mean value of GABA+
cells number in 1 µm2 of cerebral cortex was 293±32 in normal samples and 209±13 in infected
samples. Despite the loss in GABA+ cell number, the average size of GABA+ cells per unit
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increased from 104±8 µm2 in normal mice to 122±10 µm2 in infected mice because the cell loss
consisted more frequently of smaller neurons. Nevertheless, the rank of GABA+ cell sizes in
infected samples was similar to normal samples.
Conclusion. This evidence supported  the hypothesis that GABA  is involved in rabies pathology.

Key words: gamma-aminobutyric acid, neurotransmitter agents, cerebral cortex,
immunohistochemistry, interneurons, rabies.
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La rabia es una zoonosis cosmopolita que causa
la muerte a unas 60.000 personas al año, la
mayoría en países del tercer mundo, debido
principalmente a fallas en el control de la rabia
canina (1,2). En Latinoamérica se ha logrado
reducir el número de casos humanos de rabia
transmitida por perros pero se ha incrementado el
número de casos transmitidos por animales
silvestres (3). Si bien las medidas sanitarias
tomadas para reducir el número de casos de rabia
en Latinoamérica han sido relativamente exitosas,
su amenaza es permanente, como lo demuestran
los brotes recientes que han afectado a
comunidades colombianas (4,5). Aunque existen
esquemas de vacunación contra la rabia, debido
a su alto costo y a otros factores, éstos no se
pueden aplicar masivamente en la población (6),
por esta razón y porque se trata de una enfermedad
mortal, es necesario encontrar tratamiento
terapéutico que sólo será posible en la medida en
que se avance en el conocimiento de su
patogénesis (1,2,7).

En opinión de un grupo de científicos europeos la
falta de conocimiento sobre los mecanismos
patogénicos de la rabia, se debe en parte, a que
no representa un problema de salud pública en
los países desarrollados y a la falta de integración
para la investigación entre virólogos y
neurocientíficos (8). Se ha avanzado mucho en
el campo de la virología de la rabia pero,
paradójicamente, aunque el virus de la rabia ataca
casi exclusivamente al sistema nervioso, es poco
lo que se conoce sobre esta enfermedad desde
la perspectiva de la neurociencia básica. Un
ejemplo de ello es la escasa información que se

encuentra sobre el efecto de esta infección en el
metabolismo de los neurotransmisores (7).

Uno de los más importantes es el ácido gamma-
aminobutírico (GABA), el principal neurotransmisor
de efecto inhibitorio en el sistema nervioso central.
En la corteza cerebral el GABA se sintetiza
principalmente en las interneuronas. Éstas
constituyen cerca del 30% de las neuronas
corticales y, a través de sus conexiones con las
células piramidales (el otro 70% de la población
neuronal), contribuyen a modular la actividad
sináptica de estas últimas. Las neuronas
piramidales liberan glutamato, el más importante
neurotransmisor excitador. Si se altera el equilibrio
de la interacción GABA-glutamato, la función
neurológica se deteriora (9-13).

Las neuronas piramidales se pueden reconocer
fácilmente gracias a su morfología característica
(14,15), sin embargo, para distinguir interneuronas,
en un corte histológico de la corteza cerebral, se
requieren procedimientos especiales; la
identificación con marcadores neuronales
mediante inmunohistoquímica es el método más
utilizado actualmente (10,16). El primer marcador
que permitió reconocer neuronas GABAérgicas por
métodos inmunohistoquímicos fue la glutamato
descarboxilasa (GAD) (EC 4.1.1.15), la enzima
que cataliza la síntesis de GABA (9,10).
Posteriormente se elaboraron anticuerpos anti-
GABA (17,18) cuya sensibilidad es mayor (9,19).

El estudio del sistema GABAérgico ha adquirido
gran importancia biomédica debido a que su
disfunción se ha asociado con diferentes
enfermedades neurológicas (11,13). Los signos
clínicos de la rabia sugieren que la enfermedad
afecta este sistema de neurotransmisión (20,21)
y experimentalmente se ha demostrado efecto
de la infección rábica sobre el metabolismo del
GABA. La inoculación subcutánea del virus en
ratas provocó una disminución transitoria en el
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contenido cerebral de GABA, cuantificada por un
método de extracción del neurotransmisor a partir
del tejido cerebral (22), mientras que en cultivos
de neuronas embrionarias corticales de rata la
infección afectó algunos mecanismos de
transporte del neurotransmisor que podrían
disminuir su poder inhibitorio (21). Los estudios
en modelos animales con otros virus
neurotrópicos, coinciden en que el sistema
GABAérgico es vulnerable a las infecciones
virales (23-26).

Nosotros hemos estudiado el efecto de la rabia
sobre la expresión de calbindina y otras dos
proteínas de enlace del calcio en el cerebro de
ratones (27,28). Estas proteínas son marcadores
de células GABAérgicas en la corteza cerebral
(9,10,16,29) y en otras áreas del sistema nervioso,
como el estriado, donde la mayoría de neuronas
colocalizan GABA y calbindina (30,31). La
inoculación de virus fijo por vía intramuscular
provocó pérdida de la expresión de calbindina en
la corteza y el estriado (27,28). Puesto que este
fenómeno se observó en neuronas GABAérgicas
es importante evaluar si la infección con el virus
de la rabia afecta directamente al metabolismo
del neurotransmisor. Una disminución en la
síntesis de GABA alteraría su papel regulador
sobre la neurotransmisión excitadora y se podría
estar reflejando en algunos de los signos clínicos
observados en muchos pacientes enfermos de
rabia (20). En este informe se reporta, por primera
vez, el efecto de la infección rábica in vivo sobre
la expresión de GABA en neuronas corticales.

Materiales y métodos

Manejo de los animales e inoculación del virus
de la rabia

El estudio se llevó a cabo en ratones (ICR
hembras) de cuatro semanas de edad confinados
en la sala de alta seguridad del Bioterio del
Instituto Nacional de Salud (INS). El inóculo viral
se obtuvo a partir de un macerado de cerebros de
ratones lactantes infectados por vía intracerebral
con virus fijo de la cepa CVS, suministrado por
el Laboratorio de Virología del INS. Los procedi-
mientos sobre inoculación y manejo de los
animales de laboratorio se hicieron según las
normas éticas y legales vigentes y fueron

aprobados por el Comité de Ética del INS. Detalles
de los mismos se publicaron anteriormente
(27,28).

Una muestra del inóculo inicial se diluyó al 10%
en una solución preparada en agua destilada con
suero equino normal al 2% y antibióticos (200 Ul/
ml de penicilina y 4 mg/ml de estreptomicina). El
virus fue titulado por inoculación intracerebral de
diluciones seriadas en ratones (DL

50
=104). Cada

animal fue inoculado con 0,03 ml de la dilución 1/
10 por vía intramuscular en la extremidad posterior
izquierda equivalente a 1000 DL

50
. A los ratones

utilizados como controles se les inyectó la misma
cantidad de solución diluyente sin el virus. En total
se trabajó con 10 animales infectados y 10
controles pero el estudio cuantitativo se llevó a
cabo sólo con la mitad de las muestras. Se
seleccionaron aquellos ratones que manifestaron
síntomas y alcanzaron la fase terminal de la
enfermedad casi simultáneamente.

Preparación del tejido: ensayos de fijación por
perfusión

Los animales enfermos y sus controles se
sacrificaron cuando los primeros alcanzaron el
estado terminal de la enfermedad (siete u ocho
días después de la inoculación). A cada uno de
ellos se le suministró 0,2 ml de hidrato de cloral
al 30% por vía intraperitoneal (350 mg/Kg). En
tres minutos los animales estuvieron bajo anes-
tesia profunda. Este es un método muy utilizado
para animales de laboratorio en investigaciones
del área de la neurociencia (15,32).

Con los animales anestesiados se llevó a cabo la
fijación por perfusión intracardiaca. Inicialmente
se dejó correr tampón salino de fosfatos a un pH
de 7,3 durante 5 minutos (aproximadamente,  50
ml) y luego la solución con el fijador, preparado
en el mismo tampón, durante 10 minutos
(aproximadamente, 100 ml). Se ensayaron cinco
fórmulas de fijación por perfusión mediante la
combinación de paraformaldehído (PFA) y
glutaraldehído (GA): PFA al 4% sin GA; PFA al
4% y GA al 0,2%; PFA al 4% y GA al 0,5%; PFA
al 4% y GA al 1%; y finalmente, PFA al 0,5% y
GA al 2,5%. Esta última fórmula se ensayó
también mediante fijación por inmersión del
cerebro completo, durante 24 horas, luego de
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hacer la perfusión con sólo PFA al 0,5%. Todas
estas combinaciones se tomaron de las
referencias citadas.

Para evaluar cada una de las formulaciones se
trabajó con los cerebros de dos animales normales
de la misma edad y sexo pero diferentes a aquéllos
que fueron objeto del estudio del efecto de la rabia
sobre la expresión del neurotransmisor GABA. Por
razones que se discutirán más adelante se
seleccionó la combinación PFA 4% y GA 1% para
continuar con el trabajo. Después de la perfusión,
se extrajeron los cerebros y se sumergieron en
una solución de PFA al 4%, a 4°C durante mínimo
24 horas, antes de continuar con las siguientes
etapas para el estudio inmunohistológico.

Inmunohistoquímica

En un Vibratome® se obtuvieron cortes coronales
de los cerebros, cada uno de 50 µm de espesor,
en sentido rostro-caudal a nivel del cuerpo calloso
y la comisura anterior. Todo el procedimiento inmu-
nohistoquímico se llevó a cabo en cajas de Petri
pequeñas (2,5 cm de diámetro) dentro de las cuales
los cortes se mantuvieron en flotación y agitación
permanente a temperatura ambiente (20°C).

Para iniciar, las secciones de tejido cerebral se
lavaron durante toda la noche en tampón salino
de fosfatos y se utilizó este mismo tampón para
preparar la mayoría de las soluciones de trabajo
y para realizar los lavados después de cada
tratamiento. Los cortes se pretrataron con cloruro
de amonio (NH

4
Cl

2
) 0,05 M, por 30 minutos para

inactivar los aldehídos (32) y con peróxido de
hidrógeno (H

2
O

2
) al 3%, otros 30 minutos, para

bloquear la peroxidasa endógena.

La permeabilización del tejido a la entrada de los
anticuerpos se realizó mediante tratamiento con
etanol diluido: 10%, 20%, 10%, por cinco minutos
en cada solución. Para bloquear sitios inespe-
cíficos se utilizó una solución con albúmina de
suero bovino al 3% y suero normal de cabra al
3%, durante 30 minutos. A continuación se retiró
el exceso de ésta y, sin lavar, se incubaron los
cortes en la solución que contenía el anticuerpo
primario durante 20 horas.

Se utilizó un anticuerpo anti-GABA (Sigma
policlonal, 1:2.500). Al día siguiente se continuó

con la incubación en anticuerpo secundario
biotinilado anti-conejo IgG (Sigma 1:400) durante
dos horas y luego en solución ABC (Vectastain)
por dos horas más. El revelado de la inmunotinción
se llevó a cabo con un estuche de diaminobenzi-
dina-níquel (Vectastain). Previamente los cortes
se habían tratado con cloruro de cobalto
(CoCl

2
.6H

2
O) al 1% en Tris-HCl pH 7,4, durante

20 minutos, para intensificar la reacción.

Por último, los cortes se extendieron en láminas,
se deshidrataron al ambiente y se montaron con
citorresina. Algunos de los cortes de cada uno de
los cerebros se utilizaron para confirmar el
diagnóstico de rabia mediante inmunohistoquímica
y verificar la presencia del virus en la corteza
(27,33).

Análisis cuantitativo

Se seleccionaron cinco casos (unidades
experimentales) con sus respectivos controles.
En cada unidad experimental se escogieron cinco
cortes (repeticiones) para realizar los conteos de
células inmunorreactivas a GABA en la corteza
cerebral. El área de conteo correspondió a una
columna de 1 mm de ancho de la corteza frontal,
a nivel del cuerpo calloso. En esta zona la altura
de la corteza deshidratada se aproxima a 1 mm,
por lo tanto, el área de conteo en cada repetición
fue de 1 mm2 aproximadamente (27).

El método de contar células en columnas de una
anchura determinada, que incluyan todo el espesor
de la corteza, es recomendado por otros autores
para minimizar el efecto de la deshidratación que
hace parte del procesamiento histológico de la
muestra (34). Se realizaron conteos de las
neuronas inmunomarcadas en un microscopio
Zeiss dotado con un micrómetro de malla
Netzmiier de 1 mm2. Esta malla también fue de
gran utilidad para hacer los conteos correspon-
dientes a cada una de las capas corticales. Para
delimitar estas capas se utilizó como guía el atlas
de Valverde (35). Estos conteos se realizaron con
el objetivo 10X del microscopio (cuadro 1).

Un segundo método de conteo se llevó a cabo
explorando campos al azar con el objetivo 40X
dentro de la misma área delimitada para los
conteos panorámicos. Se tomaron los datos
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Cuadro 1. Distribución del número de células positivas para GABA en las diferentes capas de la corteza frontal de ratones
infectados con virus de la rabia y sus respectivos controles. Por cada muestra se relacionan los promedios del número de
células por capa en 1 mm de corteza.

Promedios    Promedios p
 Capa Muestras de controles (No. células Muestras de infectados (No. células

por capa) por capa)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

I 38 36 48 38 54  42,8 ± 7,8 29 26 36 23 28  26,4 ± 4,8    0,016**
II 33 46 54 36 53  44,4 ± 9,6 26 28 21 24 25  22,8 ± 2,6    0,004**
III 27 29 33 23 40  30,4 ± 6,5 21 19 14 23 24  18,2 ± 4,0    0,016**
IV 37 24 28 36 28  30,6 ± 5,6 18 21 18 25 23  19,0 ± 3,1    0,008**
V a 28 21 24 28 34  27,0 ± 4,9 18 17 16 22 21  16,8 ± 2,6    0,016**

b 33 22 24 33 21  26,6 ± 5,9 19 18 17 21 21 17,2 ± 1,8    0,008**
c 29 21 22 25 33  26,0 ± 5,0 22 17 22 21 27  19,8 ± 3,6 0,150

VI a 28 28 31 24 36  29,4 ± 4,5 22 23 27 24 31  23,4 ± 3,6 0,070
b 23 17 26 20 30  23,2 ± 5,1 21 18 17 18 19  18,6 ± 1,5 0,111
c 17 12 16 8 10  12,6 ± 3,8 8 14 11 10 12  11,0 ± 2,2 0,345

Totales*
por muestra 293 256 306 271 339 204 201 199 211 231

*     Números promedio del total de células positivas para GABA en 1 mm de corteza (cuadro 2)
**    Estadísticamente significativo

Cuadro 2.  Diferentes mediciones de las células positivas para GABA en la corteza frontal de ratones infectados con virus
de la rabia y sus respectivos controles.

Nº ensayo No. promedio de células No. promedio de células Tamaño del soma
 en 1 mm de corteza por campo (área promedio en µm 2)*

Controles  Infectados  Controles Infectados Controles Infectados

1 293 204 20 13 110,7 127,3
2 256 201 18    8 114,5 124,4
3 306 199 18 9 94,9 131,5
4 271 211 18 10 102,4 120,8
5 339 231 21 12   96,5 105,4

Medias totales    293,0    209,2 19    10,4 103,8 121,9
DE      32,2     13,0     1,4      2,1     8,6  10,0

p = 0,0040** p = 0,0040** p = 0,0160**

*     Cada dato corresponde al área promedio de 125 neuronas.
**    Estadísticamente significativo
DE: desviación estándar de la muestra

promedio de tres campos por cada uno de los
cinco cortes. Cada campo equivale a un área de
0,25 mm2 (cuadro 2).

Para realizar los conteos, las lecturas de las
preparaciones histológicas se hicieron sin que los
observadores conocieran si cada lámina
correspondía a una muestra de un control o de un
infectado. Los conteos registrados para el análisis
cuantitativo los llevó a cabo el primer autor pero
el segundo autor obtuvo resultados coincidentes
con una muestra menor de preparaciones del
mismo material.

La medición del tamaño (área) de los somas
neuronales se realizó en un microscopio Axiophot
Zeiss con ayuda del programa de análisis de
imágenes KS-300. Para ello se seleccionaron
campos con el objetivo 10X, uno por cada corte y
se capturaron las imágenes. Luego se seleccio-
naron al azar 25 neuronas por campo y se dio la
orden al programa para medir el área de cada soma
neuronal. Las mediciones se realizaron en cinco
cortes por cada muestra, tanto en los controles
como en los infectados (cuadro 2). Para el análisis
estadístico se compararon los grupos control con
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los grupos problema y se analizaron con una
prueba no paramétrica (prueba de rangos de
Wilcoxon-Mann-Whitney de dos colas), aplicando
una fórmula y una tabla diseñadas para trabajar
con un número pequeño de muestras (36).

Resultados

Fijación del tejido

Cualitativamente, los mejores resultados para la
visualización de células positivas para GABA en
el tejido se obtuvieron con la combinación de PFA
4% y GA 1%. Con la fijación en sólo PFA 4%
apenas se reveló la presencia de unas pocas
células positivas para GABA en la corteza. La
adición de GA al 0,2% o al 0,5% mejoró
ostensiblemente la inmunorreactividad a GABA
pero el GA al 1% dio lugar a una inmunotinción
más intensa y nítida de las células GABAérgicas.
No obstante, con ninguno de los métodos de
fijación fue posible obtener buena inmuno-
rreactividad de los procesos celulares (dendritas
y axones). La combinación de PFA al 0,5% y GA
al 2,5%, ya fuera por perfusión directa o por
inmersión posterior a la perfusión con PFA al

0,5%, produjo amarillamiento del tejido cerebral y
pérdida total de la inmunorreactividad a GABA.

Distribución y morfología de neuronas
inmunorreactivas a GABA en la corteza de
ratón normal

A primera vista se observaron neuronas positivas
para GABA en todas las capas corticales con una
distribución aparentemente uniforme (figura 1). No
obstante, los conteos realizados en cada una de
las capas de la corteza dieron como resultado
una mayor concentración de células GABAérgicas
hacia las capas superiores (I–II) (cuadro 1). El
número promedio de neuronas positivas para
GABA en una columna cortical de 1 mm fue de
293±32 en los controles (cuadros 1 y 2). Las
neuronas inmunorreactivas a GABA presentaron
un amplio rango de formas y tamaños (figura 2).
Aunque la mayoría correspondían a formas
isodiamétricas, también se hallaron células
fusiformes y otras de contornos irregulares. El
diámetro de las neuronas positivas para GABA
osciló entre 6 y 22 µm (n=125) en las muestras
de los controles.

Figura 1. Imágenes panorámicas de la distribución de células inmunorreactivas a GABA en la corteza frontal del ratón.
Ratón normal (a) y ratón infectado con virus de la rabia (b). Aunque la pérdida de células positivas para GABA en el animal
infectado no parece tan evidente a primera vista, al observar con atención se aprecian espacios más grandes sin células.
DAB-níquel, 10X.
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Efecto de la rabia sobre las neuronas positivas
para GABA

La infección provocó disminución en el número
de células inmunorreactivas a GABA contadas
en 1 mm de corteza cerebral frontal del ratón
(p=0,004) (cuadro 2). Esta pérdida no es tan
evidente en una vista panorámica de las
preparaciones histológicas observadas al
microscopio (figura 1). No obstante, al realizar los
conteos los promedios de células positivas para
GABA fueron inferiores en todas las capas
corticales de los animales infectados, con una
disminución estadísticamente significativa en las
capas supragranulares (I-IV) y en la parte superior
de la capa V (cuadro 1).

La observación por campos seleccionados al azar
(figura 2) confirmó la pérdida de células positivas
para GABA en las muestras de ratones infectados
con el virus de la rabia (p=0,004) (cuadro 2). A
simple vista da la impresión de que se pierden
las células positivas para GABA de menor tamaño
(figura 2).

Esta apreciación se confirmó cuantitativamente
puesto que la infección dio lugar a una diferencia
significativa (p=0,016) en el valor promedio de las
áreas de los perfiles de los somas neuronales
inmunorreactivos GABA; éste fue mayor en los
animales infectados (cuadro 2), pero no porque
sus células hayan alcanzado mayor tamaño
absoluto. El rango de áreas fue de 50-240 µm2

para las células positivas para GABA de las

muestras control y de 65-242 µm2 para las
muestras infectadas.

Discusión

La fijación con glutaraldehído en el estudio
inmunohistoquímico de GABA.

Antes de que fuera posible aplicar la inmunohisto-
química al estudio de neurotransmisores como el
GABA, era necesario acudir a métodos bio-
químicos que consistían en hacer extracción del
compuesto a partir de una muestra de tejido
(17,18,22-24). La ventaja de la inmunohistoquímica
es que permite la localización precisa dentro de
las células y tejidos de la sustancia que se busca
(18,37).

Storm-Mathisen et al. (17,18) hicieron posible la
visualización del GABA en los tejidos mediante
una técnica inmunocitoquímica luego de obtener
anticuerpos contra un conjugado del aminoácido
y albúmina de suero bovino por acción del
glutaraldehído (GA). Cuando los anticuerpos se
han obtenido contra antígenos modificados por GA
la presencia de éste en la solución de fijación
incrementa la reacción antígeno-anticuerpo (37).
A diferencia de otros antígenos en los que se
afecta su inmunorreactividad cuando los tejidos
se fijan con GA, el GABA sí lo requiere (18,37).

Combinaciones de PFA y GA, similares a las
ensayadas por nosotros, han sido utilizadas en
estudios inmunocitoquímicos de GABA en la
corteza cerebral de diferentes especies (38-46).

Figura 2. Células positivas para GABA en campos tomados en las capas intermedias (III y IV) de la corteza frontal del ratón.
Ratón normal (a) y ratón infectado con el virus de la rabia (b). Se nota mayor cantidad de células pequeñas en el animal
normal. DAB-níquel, 40X.
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Somogyi et al. (47) no encontraron diferencias
importantes para la inmunorreactividad del GABA
si la concentración de GA era relativamente baja
(0,05%) o más alta (2,5%). Dentro de este rango
se halla la información consignada en la mayoría
de referencias consultadas.

Nosotros obtuvimos buenos resultados con tres
de las combinaciones de PFA al 4% y GA (0,2,
0,5 y 1,0%). Cualitativamente la fórmula PFA 4%
y GA 1,0% nos ofreció imágenes con mayor
intensidad de inmunotinción y por esta razón fue
la seleccionada para llevar a cabo el estudio del
efecto de la rabia sobre la expresión de GABA en
la corteza cerebral. Pero si fuera necesario utilizar
el mismo tejido para revelar la presencia de GABA
simultáneamente con otros marcadores que
pueden ser afectados por la fijación con GA la
concentración de este fijador se debe bajar (47).

La información encontrada sobre estudios
similares en ratón es escasa (18,45) y sus
condiciones experimentales diferentes a la de
nuestro trabajo. En el estudio pionero sobre la
demostración inmunohistoquímica de GABA en
neuronas de ratón y rata los animales fueron
perfundidos con GA al 5% pero sin utilizar PFA
(18). Otros autores obtuvieron buenos resultados
con la fórmula PFA al 4% y GA% al 0,25% en la
corteza embrionaria o neonatal de ratones (45).
Inexplicablemente y tal vez por diferencias en las
especies, la combinación PFA al 0.5% y GA al
2,5% que provocó amarillamiento en el tejido y
pérdida total de la inmunorreactividad a GABA en
nuestro estudio con ratones ha dado excelentes
resultados en experimentos con otros roedores
(40,46).

En conclusión, para tener éxito en la inmuno-
histoquímica de GABA es importante incluir
glutaraldehído como parte del fijador. Cada
experimentador debe establecer su propia
combinación de fijadores, no existe una fórmula
única para todos los casos.

Distribución y características de neuronas
positivas para GABA en la corteza

La distribución dispersa y aparentemente uniforme
de las neuronas GABAérgicas observada en la
corteza cerebral de ratón y la mayor concentración

de ellas demostrada cuantitativamente hacia las
capas supragranulares coincide, en gran parte,
con la información publicada en estudios similares
realizados en ratón (18,45,48), rata (18,38,39,46)
y otros mamíferos (41-43,49).

Quizá la diferencia más importante en los
resultados de este trabajo es que la mayor
concentración de células positivas para GABA se
evidenció en las capas I y II. Los pocos trabajos
que se han hecho con esta especie, en
condiciones experimentales diferentes, no aportan
un patrón de comparación adecuado. En ratones
muy jóvenes se halló más concentración de
neuronas positivas para GABA en las capas II y
III (45), mientras que la mayor densidad de
neuronas positivas para GAD en ratones adultos
se encontró en las capas III y VI (48). En otras
especies también se ha encontrado mayor
densidad en las capas II y III (42,43,49) mientras
que algunos autores reportan distribución uniforme
en todas las capas (38,41).

El tamaño y la morfología de las células positivas
para GABA observado por nosotros en la corteza
de ratón coincide con los datos hallados por otros
autores en neuronas GABAérgicas de ratón
(45,48), rata (38,39) y otras especies (40-43,49).
Por otra parte, es posible que algunas células
gliales, especialmente astrocitos, sean inmunorreac-
tivas a GABA (38), puesto que parte del ciclo
catabólico del GABA se lleva a cabo en ellas
(12,13). No obstante, el contenido de GABA en
células gliales del cerebro en el adulto se considera
insignificante comparado con la concentración del
neurotransmisor en neuronas GABAérgicas
(11,50). De hecho, en la mayoría de artículos sobre
inmunohistoquímica de GABA, citados en el
presente trabajo, los autores omiten referirse a
las células gliales como inmunorreactivas a GABA.

Efecto de la infección sobre las neuronas
GABAégicas corticales

En el material de animales infectados no se
observó alteración del patrón de distribución
descrito para los controles. Quizá por esta razón,
aunque hubo pérdida en el número de neuronas
inmunorreactivas a GABA en la corteza en general,
ésta no fue perceptible a simple vista. El estudio
cuantitativo reveló que la disminución en el número
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de neuronas positivas para GABA fue estadística-
mente significativa en la mayoría de las capas,
excepto en las más inferiores.

Por otra parte, el valor promedio del área de las
células positivas para GABA fue significativamente
mayor en el material infectado. Esto coincide con
la observación cualitativa que revela menor
cantidad de células pequeñas en estas muestras.
Además el rango del área de las células positivas
para GABA fue similar en controles e infectados,
especialmente en las de mayor tamaño. Por lo
tanto, la infección parece afectar selectivamente
la expresión de GABA en interneuronas de menor
tamaño. La pérdida de células inmunorreactivas
a un marcador, en este caso de GABA, plantea
dos posibilidades: muerte neuronal o sólo pérdida
de expresión del neurotransmisor. Se requiere
investigación posterior de las neuronas implicadas
con métodos citomorfológicos, citoquímicos,
bioquímicos y electrofisiológicos para hallar la
respuesta.

Con estos resultados tampoco se puede
establecer una relación directa entre la pérdida
de inmunorreactividad a calbindina en la corteza
de ratones infectados con rabia, previamente
reportada (27,28), y la pérdida de expresión de
GABA, pues los dos marcadores presentan una
distribución diferente. En trabajos futuros sería
importante estudiar la colocalización de GABA,
con marcadores más específicos de interneuronas
corticales tales como las proteínas de enlace del
calcio con el propósito de identificar los tipos de
células en donde se pierde la expresión de GABA
por efecto de la rabia.

Susceptibilidad del sistema GABAérgico a la
rabia y otras infecciones virales

Los resultados de este trabajo contribuyen a
reforzar la hipótesis sobre la participación del
GABA en la fisiopatología de la rabia. En el hombre
y otros huéspedes naturales esta enfermedad se
caracteriza por presentar episodios con trastornos
emocionales, fases alternadas de hiperexcitación
y relajación, así como comportamiento agresivo
y convulsiones generalizadas.

Según algunos investigadores estos signos
clínicos hacen pensar que la rabia afecta al

sistema GABAérgico (20,21). En un experimento
con animales (22) y otro en cultivos celulares (21)
se demostró efecto de la infección con virus de la
rabia sobre la neurotransmisión GABAérgica.
Igualmente por métodos de extracción se encontró
disminución significativa en el contenido de GAD
y GABA en la corteza y el estriado de ratones
inoculados con el virus de la encefalitis equina
venezolana (23). Un experimento similar en ratas
confirmó la pérdida de GABA en el estriado (24).
Es importante anotar que la infección con este
virus no afectó el contenido intracerebral de la
glutamato deshidrogenada (GDH) (EC 1.4.1.3) pero
sí produjo disminución de GAD, una enzima que
se halla exclusivamente en neuronas. Probable-
mente, la infección afecta selectivamente a estas
últimas (23).

En experimentos con otros virus neurotrópicos
menos conocidos también se ha demostrado la
susceptibilidad de las neuronas GABAérgicas a
las infecciones virales. El virus Semliki Forest
inoculado en ratones provocó aumento en la
síntesis de GAD (25) mientras que el virus de la
coriomeningitis linfocítica produjo pérdida de
neuronas positivas para GABA en el giro dentado
de ratas (26).

En conclusión, las neuronas GABAérgicas
parecen ser muy vulnerables a los virus
neurotrópicos y los resultados de nuestro trabajo
aportan evidencia adicional en ese sentido.
Hemos mostrado una disminución de número de
células reactivas con el anticuerpo anti-GABA
asociada con la infección con el virus de la rabia
en ratones ICR hembras en estado terminal de la
enfermedad.

En trabajos posteriores se debe profundizar en el
tema para establecer si la pérdida de GABA se
inicia en etapas tempranas de la infección, en qué
tipo de neuronas ocurre dentro y fuera de la corteza
y, en particular, cómo se afecta la síntesis de
glutamato, el principal neurotransmisor excitador
del sistema nervioso y que hace parte del mismo
ciclo bioquímico del GABA.
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