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RESUMEN

Objetivos: Estudiar el efecto de la infección 
con rabia sobre la ultraestructura dendrítica 
de las neuronas piramidales de la corteza 
cerebral en ratones inoculados con el virus 
por vía intramuscular. Métodos: Ratones 
adultos inoculados con el virus de la rabia y 
ratones inoculados con solución vehículo sin el 
virus (controles) fueron fijados por perfusión 
intracardiaca, con una solución que contenía 
paraformaldehído al 4% y glutaraldehído al 2%, 
cuando los animales infectados manifestaron 
s ignos  avanzados  de  la  enfermedad.
Los encéfalos fueron extraídos y cortados en plano 
coronal en un vibrátomo. Fragmentos pequeños 
y delgados de estos cortes, que contenían el área 
de la corteza cerebral motora, fueron procesados 
para microscopía electrónica de transmisión. 
Resultados: En las dendritas distales de 
las neuronas piramidales de los animales 
controles se observaron mitocondrias largas y 
estrechas, así como  abundantes microtúbulos 
organizados en paralelo con la membrana celular.

En las dendritas distales de las neuronas 
piramidales de los ratones infectados con el virus 
se observaron unas estructuras electrodensas 
de forma irregular semejantes a figuras de 
mielina, pero no se observaron las mitocondrias 
alargadas y los microtúbulos fueron escasos.
Algunas dendritas también exhibieron la 
formación de vacuolas que interrumpían la 
continuidad del citoplasma y los microtúbulos. 
Conclusión: La infección con virus de la 
rabia generó cambios ultraestructurales en 
las dendritas de las neuronas piramidales 
corticales que aparentemente no se conocían.
Estos resultados son coherentes con hallazgos 
previos, usando otras técnicas y modelos 
experimentales, en donde se ha demostrado 
patología dendrítica inducida por la infección 
con rabia. 

Palabras clave: virus de la rabia, patología 
dendrítica, figuras de mielina, microtúbulos, 
neuronas piramidales, ultraestructura del 
sistema nervioso. 
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DENDRITRIC ULTRASTRUCTURE 
ON PYRAMIDAL NEURONS OF 

MICE INOCULATED WITH RABIES 
VIRUS

ABSTRACT

Objectives: To study the effect of rabies 
infection on the dendritic ultrastructure of 
pyramidal neurons in the cerebral cortex 
of mice intramuscularly inoculated with 
rabies virus. Methods: Adult mice inoculated 
with rabies virus and mice inoculated with 
vehicle solution without the virus (controls) 
were fixed by intracardiac perfusion with a 
solution containing 4% paraformaldehyde and 
2% glutaraldehyde. When infected animals 
showed advanced signs of disease, their brains 
were extracted and cut into the coronal plane 
on a vibratome. Small and thin fragments of 
these cuts containing motor cortex area were 
processed for transmission electron microscopy. 

Results: Distal dendrites of pyramidal neurons 
of control animals showed long and narrow 
mitochondria and abundant microtubules 
arranged in parallel with the cell membrane.
In distal dendrites of pyramidal neurons of rabies-
infected mice some irregular shape electron-
dense structures similar to myelin figures were 
observed but elongated mitochondria were 
not observed, and microtubules were scarce.
Some dendrites also exhibited vacuole formation 
interrupting the continuity of cytoplasm and 
microtubules. Conclusion: Infection with rabies 
virus produced ultrastructural changes within 
dendrites of the cortical pyramidal neurons that 
apparently were not known. These results are 
consistent with previous findings using other 
techniques and experimental models where it 
has been shown dendritic pathology induced 
by infection with rabies.

Key words: rabies virus, dendritic pathology, 
myelin figures, microtubules, pyramidal 
neurons, ultrastructure of nervous tissue.

INTRODUCCIÓN

La rabia es una enfermedad infecciosa causada 
por un virus que afecta principalmente al 
sistema nervioso central. El virus es introducido 
en las fibras musculares mediante la mordedura 
de un animal infectado. Las partículas virales 
liberadas por la saliva ingresan a través de la 
placa neuromuscular y por transporte axonal 
retrógrado son conducidas hasta la médula 
espinal y luego al encéfalo (1). Previamente 
nosotros encontramos evidencia de que el 
virus de la rabia llega primero a la corteza 
cerebral a través de las neuronas piramidales 
de la capa V en ratones inoculados en 
músculos de las extremidades posteriores (2, 3).
La vulnerabilidad de las neuronas piramidales 
corticales a la infección con rabia también se 
ha demostrado mediante la técnica de Golgi 
que ha revelado alteraciones notables en la 
morfología dendrítica (4). Otros autores también 

han hallado evidencia de daño dendrítico 
causado por el virus de la rabia (5-7). Sin 
embargo, aunque se han llevado a cabo muchos 
estudios con microscopía electrónica del tejido 
nervioso infectado con rabia, estos casi no se 
refieren a la ultraestructura del árbol dendrítico.
El análisis ultraestructural se ha enfocado más 
en las partículas virales (8-12) así como en la 
interpretación de los mecanismos celulares de 
transmisión del virus (1, 13, 14). Este trabajo se 
realizó con el propósito de estudiar la estructura 
fina de las dendritas de las neuronas piramidales 
corticales en ratones inoculados con virus de la 
rabia por vía intramuscular. 

MÉTODOS

Tres ratones ICR (Institute of Cancer Research) 
de 28 días de edad fueron inoculados con virus 
de la rabia obtenido a partir del cerebro de 
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un perro infectado (virus de origen silvestre 
o tipo ‘calle’). Cada animal fue inoculado en 
las extremidades posteriores a nivel de los 
músculos semimembranoso y semitendinoso 
con 0,03 ml de una alícuota de solución viral 
diluida 10-1 equivalente a 106 LD50. Cuando los 
ratones alcanzaron un estado avanzado de la 
enfermedad, hacia los 10-12 días postinoculación 
(caracterizado por presentar pelo erizado, 
parálisis de las extremidades inferiores y 
pérdida de peso acentuada), fueron anestesiados 
con una inyección intraperitoneal de 1 ml de 
hidrato de cloral al 30%. A continuación fueron 
sometidos a perfusión intracardiaca inicialmente 
con tampón de fosfatos (PB) a pH 7,2 y luego 
con una solución de fijación compuesta por 
glutaraldehído al 2% y paraformaldehído al 4% 
preparada en PB. Con el mismo procedimiento 
se trataron dos ratones no inoculados con el 
virus (controles) de la misma edad que tenían 
los animales enfermos de rabia al momento de 
la perfusión (38-40 días). Este procedimiento 
fue avalado por el Comité de Ética del Instituto 
Nacional de Salud (INS, Colombia).

Los encéfalos fueron extraídos y cortados en 
plano coronal en un vibrátomo (Vibratome®) para 
obtener rodajas de 200 µm de espesor a nivel de la 
corteza frontal motora. Con las rodajas se realizó 
el procesamiento para microscopía electrónica 
mediante el siguiente protocolo: postfijación 
en tetróxido de osmio al 1% durante 1 hora 
seguida de tres lavados en PB y deshidratación 
en etanol en concentraciones ascendentes (50, 70, 
80, 90, 95 y 100%). Luego las muestras (rodajas) 
fueron tratadas con óxido de propileno (OP) 
antes de iniciar la infiltración con mezclas de 
OP y resina Epón-Araldita (EA) (Polysciences) 
en proporciones secuenciales 2:1, 1:1, 1:2.
A continuación las rodajas fueron embebidas 
en resina pura (EA) durante 12 horas y luego se 
extendieron en láminas portaobjetos pretratadas 
con una sustancia antiadherente. Sobre cada 
preparación se colocó otro portaobjetos para formar 
montajes tipo ‘emparedado’ que se colocaron 
dentro de un horno a 80ºC durante 24 horas para 
polimerizar la resina con el tejido embebido.

Los montajes fueron separados con cuchillas 
de afeitar para exponer el tejido nervioso y 
seleccionar en un microscopio estereoscópico las 
áreas a estudiar con el microscopio electrónico. 
Fragmentos polimerizados de las rodajas de 
corteza, de no más de 1 mm2, fueron separados 
y pegados con cianocrilato sobre los extremos 
planos de bloques de resina previamente 
preparados. Este procedimiento permitió 
mantener la orientación de la corteza cerebral 
para obtener cortes sagitales de los árboles 
dendríticos de las neuronas piramidales.
En un ultramicrótomo (LKB) se obtuvieron 
cortes semifinos (500 nm) que fueron coloreados 
con azul de toluidina para observarlos en el 
microscopio óptico. Se localizaron áreas con 
neuronas piramidales completas cortadas en 
un plano sagital de tal manera que pudiera 
observarse el soma y la dendrita apical.
Estos campos se seleccionaron para obtener 
cortes ultrafinos (60 nm) que fueron recogidos 
en rejillas de cobre y contrastados con acetato 
de uranilo seguido de citrato de plomo. 
Las observaciones ultraestructurales se hicieron 
en un microscopio electrónico Zeiss EM 109.
En bajo aumento (3000X), se localizaron las 
neuronas piramidales previamente seleccionadas 
en microscopía óptica y en mayor aumento (7000X 
– 20000X) se observaron, secuencialmente, los 
detalles ultraestructurales del soma, la dendrita 
apical y las ramas colaterales hasta su porción 
más distal (en adelante se llamarán dendritas 
distales). Se tomaron fotografías usando película 
TMAX (Kodak) y los negativos luego de ser 
revelados fueron escaneados para obtener las 
imágenes finales. 

RESULTADOS

En el microscopio electrónico, una de las 
carac ter í s t i cas  más  des tacadas  en  la 
ultraestructura de las muestras de los ratones 
controles fue la presencia de mitocondrias 
abundantes, algunas de ellas muy alargadas, 
en las dendritas distales de las neuronas 
piramidales (Figura 1A). En mayor aumento se 
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destacó dentro de las dendritas la imagen de 
los microtúbulos organizados en paralelo con la 
membrana celular (Figura 1B). En las muestras 
tomadas de los animales inoculados con virus 
de la rabia se hallaron notables alteraciones en 
la estructura fina de las dendritas distales de 
las neuronas piramidales. Se observó pérdida 
acentuada de microtúbulos y aquellos que se 
preservaron perdieron su orientación paralela y 
lucían desorganizados (figuras 2 y 3A). Además, 
las mitocondrias casi desaparecieron. La pérdida 
de mitocondrias y microtúbulos hizo que el 
citoplasma dendrítico luciera más claro. 

Pero el hallazgo más notable en el material 
infectado con el virus de la rabia fue la presencia 
de numerosas estructuras membranosas y 
electrodensas dentro de las dendritas distales 
(figuras 2 y 3A) así como en algunos de los 
axones. Su tamaño osciló entre 0,5 y 1,25 micras 
(n = 15) y siempre se localizaron en el centro 

de las dendritas sin entrar en contacto con la 
membrana celular. Estas extrañas estructuras 
no fueron observadas en la dendrita apical 
ni en el soma de las neuronas piramidales. 
Las dendritas distales que las contenían eran 
más gruesas que en los controles, de contorno 
irregular y estaban desprovistas casi totalmente 
de mitocondrias y microtúbulos. Por otra parte, 
en los axones donde estuvieron presentes 
parecían inducir la formación de protuberancias. 
Adicionalmente, en algunas de las dendritas 
distales se observaron vacuolas que parecían 
interrumpir, parcial o totalmente, la continuidad 
del dendroplasma y los microtúbulos (Figura 
3B). Por último, es importante destacar que en 
las dendritas distales afectadas no se observaron 
partículas virales ni cuerpos de Negri, estos solo 
fueron detectados en el soma y las dendritas 
apicales de las neuronas piramidales.

Escala de la barra = 1 micrómetro.

Figura 1. Fotografías tomadas, en el microscopio electrónico, de dendritas distales (d) de 
neuronas piramidales en un ratón control. A. Imagen panorámica de la bifurcación de una 
dendrita donde se observan mitocondrias delgadas y alargadas (cabezas de flecha). B. Detalle 
de un fragmento de dendrita con abundantes microtúbulos (cabezas de flecha) que mantienen 

su orientación paralela a la membrana celular. 
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Escala de la barra = 1 micrómetro.

Figura 2. Dendritas distales (d) de neuronas piramidales en la corteza cerebral de un ratón 
infectado con rabia. Además de la ausencia de microtúbulos se destaca la presencia de unas 
grandes estructuras semejantes a figuras de mielina que contienen zonas electrodensas (oscuras) 

alternando con áreas de aspecto membranoso. 

Escala de la barra = 1 micrómetro.

Figura 3. Dendritas distales (d) en la corteza cerebral de un ratón inoculado con rabia. En A se 
observa una figura de mielina (cabeza de flecha) rodeada de microtúbulos desorganizados. En B 
hay una gran vacuola (*) que interrumpe la continuidad del dendroplasma y los microtúbulos. 
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DISCUSIÓN

Han sido numerosos los estudios realizados 
en microscopía electrónica del tejido nervioso 
afectado por rabia en muestras de casos 
humanos (14-17), animales domésticos y salvajes 
(1, 18, 19), animales de laboratorio (8, 10-13) y 
cultivos celulares (9, 12, 20). La gran mayoría de 
estos reportes hacen referencia a la morfología y 
localización intracelular de las partículas virales 
y los cuerpos de Negri. En menor proporción 
describen la ultraestructura de los componentes 
celulares de las neuronas, generalmente el 
pericarion. Pocos autores parecen haberse 
enfocado en observar la estructura fina de las 
dendríticas. Nosotros hemos procesado las 
muestras de tejido con un método que preserva 
la orientación del árbol dendrítico en paralelo con 
el plano de corte. Este procedimiento facilitó la 
observación de características ultraestructurales 
en las dendritas del tejido infectado que no 
habían sido reportadas anteriormente. 

Mitocondrias estrechas y alargadas como las que 
observamos en las muestras control parecen ser 
una característica de las dendritas distales de 
las neuronas piramidales de la corteza cerebral 
(21). Es muy significativo que estos organelos 
no se hayan observado en las muestras de 
animales inoculados con el virus de la rabia.
La escasez de mitocondrias, la marcada pérdida 
de microtúbulos así como la presencia de las raras 
estructuras electrodensas dentro de las dendritas 
distales de las células piramidales corticales en 
ratones infectados podrían estar relacionadas con 
la patología dendrítica previamente reportada 
(4, 22). 

Nosotros creemos que esas estructuras 
electrodensas corresponden a lo que en patología 
ultraestructural en el idioma inglés se conoce 
como ‘myelin-like figures’ o simplemente ‘myelin 
figures’ (23-25) y que los libros de patología en 
español traducen como ‘figuras de mielina’. 
También, consideramos que estas se derivan de 
la degeneración de las mitocondrias de acuerdo 
con los siguientes argumentos: 1) Las dendritas 

distales en el tejido no infectado con rabia 
contienen mitocondrias muy largas, mientras que 
en el tejido infectado estos organelos desaparecen 
y su lugar podría estar ocupado por las figuras 
de mielina. 2) Hay evidencia científica de que 
las figuras de mielina se forman a partir de la 
transformación de estructuras membranosas, 
principalmente de mitocondrias en repuesta a 
injuria celular (23-26). 3) Recientemente se ha 
reportado disfunción mitocondrial evaluada 
por métodos bioquímicos en células en cultivo 
infectadas con virus de la rabia (27).

Las figuras de mielina pueden también aparecer 
como resultado de artefactos derivados de las 
mitocondrias debido a fijación prolongada en 
glutaraldehído (28). Sin embargo, nosotros 
hemos iniciado el procesamiento de las muestras 
para microscopía electrónica inmediatamente 
después de la fijación con los aldehídos.
Además, las figuras de mielina no se observaron 
en los controles. Por otra parte, la formación 
de figuras semejantes a mielina de origen 
patológico ha sido ampliamente documentada 
en diferentes tipos de tejidos (23-26, 29) y 
su origen mitocondrial se ha demostrado 
experimentalmente (24, 30). No obstante, las 
figuras de mielina que nosotros encontramos 
son diferentes en su morfología de las imágenes 
típicas de láminas concéntricas reportadas por 
otros autores (24, 29), incluyendo las figuras de 
mielina previamente observadas en el pericarion 
de neuronas de ratones infectados con rabia 
(8, 10). Las figuras de mielina descritas en 
este artículo son más electrodensas (oscuras), 
alargadas y de formas irregulares y no se 
encontraron dentro del pericarion.

Nuestros hallazgos ultraestructurales en las 
dendritas también difieren de los reportados 
por otros autores en procesos neuronales 
del tejido nervioso de ratones infectados con 
rabia. En un primer estudio se inocularon 
ratones por vía intracerebral con una variante 
patogénica (NC2) de virus ‘fijo’ CVS. La infección 
generó pérdida de organelos (mitocondrias y 
retículo endoplásmico), destrucción parcial de 
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dendritas y menor electrodensidad en imágenes 
panorámicas (5). En un trabajo posterior 
realizado con ratones transgénicos inoculados 
por la ruta intramuscular con virus CVS, los 
autores describen hinchamiento de mitocondrias 
localizadas dentro del pericarion y el segmento 
proximal de las dendritas apicales de las 
neuronas piramidales pero los microtúbulos se 
conservaron intactos (6).

Para finaliza, debemos resaltar que la mayoría de 
estudios de patología experimental en rabia se 
han llevado a cabo utilizando un virus adaptado 
en laboratorio y conocido como virus ‘fijo’ 
(generalmente de la cepa CVS) e inoculado por 
vía intracerebral. Este modelo arroja resultados 
reproducibles en tiempos cortos y fijos.
Nuestro experimento fue realizado con 
virus de origen silvestre, que se denomina 
‘calle’ y fue inoculado por vía intramuscular. 
Este procedimiento se aproxima más a las 
condiciones naturales de la infección con rabia.

Se han descrito algunas diferencias en la 
patología inducida por los dos tipos de virus, 
incluyendo patología ultraestructural (4, 10, 12).
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