NOTAS TECNICAS

PATOLOGIA COMPARADA DE LESIONES PRODUCIDAS CON VARIANTES
MOLECULARES DEL VIRUS DE LA RABIA QUE CIRCULA EN MEXICO

COMPARATIVE PATHOLOGY OF THE LESIONS PRODUCED BY MOLECULAR
VARIANTS OF THE RABIES VIRUS THAT ARE CIRCULATING IN MEXICO

JoSE ERNESTO WEIMERSHEIMER R*(MVZ), ELIZABETH LOZA-RUBIO¥*(MVZ; MCV),
ELIZABETH MORALES S** (MVZ; MCV).

ABSTRACT

A third rabies cycle, hipervariable, circulating in skunks wich can vary its genome as much as 19%
with respect to the terrestrial and aerial cycles has been recently identified in Mexico by molecular
studies; restriction fragment length polymorphism (RFLP) and sequencing. The purpose of this study
was to know whether relevant histopathologic differences produced by the three epidemiological cycles
of rabies virus could be determined. Six CD-1 strain mice were inoculated intracerebrally with a
strain of each of the three cycles (1,2,3 Groups). The positive control (Group 4) was inoculated with
CVS, and the negative control (Group 5) with a mouse brain suspension. Three inoculations for all
groups were made. Fluorescent antibody tests were vun to all brains. Histophatologic studies showed
rabies positive results in animals inoculated with the three different cycle strains as well as the positive
control group. Mice inoculated with the brain suspension (Group 5) were negative. Group 1 (terrestrial
cycle) showed the following lesions on the CNS (Central nervous system): Non-suppurative
encephalitis with moderate to severe perivascular lymphocytic infiltration affecting hippocampus and
the thalamus region. Intracyto plasmatic eosinophilic inclusions in neurones (Negri corpuscules),
slight microgliosis and vacuoles of various sizes in the neurophila, resembling espongiosis, were also
found. Brains of animals inoculated with aerial, terrestrial or hypervariable strains showed similar
lesions. For mice in Group 3 (hypervariable), however, no espongiosis or Negri corpuscules were
found. Encephalitis appeared to be more severe on brains in Group 3 (hypervariable) when compared
to the other experimental groups. Groups 5 (negative control) showed no changes. There was no
neuronofagia in any of the brains of the experimental groups. The incubation period in Group 3 was
also shorter (9 days) than that of other groups (11 days). The virus isolated from skunks produced
more severe brain lesions in mice. These findings suggest that genetic variations for cycle may in
turn produce pathogenic differences in mice. Espongiosis and Negri corpuscules found in Group I,
but not in groups 2 or 3 were evidence of more aggressive brain lesions, wich may primarily indicate
the viral cycle involved in a case, or rabies outbrake.
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Actualmente se conoce que en Latinoamérica
aproximadamente el 74.8% de la gente habita en
areas urbanas. Durante 1997, 50.5% de los casos de
rabia en humanos ocurrieron en areas rurales (Bolet.
Vig. epidem, 1997). En estas regiones las interac-
ciones de la poblacion y los animales domésticos
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con las diferentes especies silvestres se ha
incrementado. Esto ha hecho que los ciclos urba-
nos y silvestres se hayan traslapado, complicando
el entendimiento de la epidemiologia de la rabia,
su control y presentacion de la enfermedad en si;
por lo que la identificacién del actual curso de la
infeccion de casos de rabia en humanos y animales
domésticos se ha tornado critica para determinar
especificamente la transmisién y el establecimien-
to de la relacién epidemiologica entre los casos y
los brotes (De Mattos et al., 1999).

En los ultimos afios con el uso de la biologia
molecular, los progresos sobre rabia han sido con-
siderables (Tordo et al., 1986), (Tordo et al., 1988).
En México, mediante estudios moleculares usan-
do el polimorfismo del largo de los fragmentos de
restriccion (RFLP) y la secuenciacion de fragmen-
tos de los genes G y N (Bahloul, 1997), (Loza-Ru-
bio et al., 1998), (Loza-Rubio et al., 1999), (De
Mattos et al,. 1999), se ha determinado la presen-
cia de ciclos endémicos de rabia no descritos pre-
viamente; ademas de un ciclo que se presenta en
zorros del norte de México, se identificaron dos
ciclos que circulan en zorrillos provenientes de
Baja California Sur y del Altiplano central del pais
(Aguascalientes y San Luis de Potosi), a los que
se le denomind hipervariables (Loza-Rubio, 1999);
especialmente el que se encuentra presente en el
Norte del pais (Baja California Sur) varia casi en
un 19% en su genoma con respecto a los ciclos co-
nocidos como el terrestre, cuyo reservorio princi-
pal a nivel urbano es el perro, y el aéreo cuyo
agente transmisor generalmente es el murciélago
hematofago (Smith Baer et al., 1988), (Perl et al.,
1988). Ademas con ambos genes se demostr6é que
las variantes de virus rabico aislados de zorrillos
de México son diferentes a los de Kansas y
California en los Estados Unidos.

Conociendo esta situacion, en la actualidad se
realizan diferentes estudios empleando muestras
positivas a rabia provenientes tanto de fauna do-
meéstica como silvestre, con el proposito de carac-
terizar bioldgicamente a las variantes del virus de
la rabia que se encuentran dentro del sero/genotipo
1, que es el que se ha detectado en el pais de ci-
clo terrestre proveniente de un gato montés, Gru-
po 2 de ciclo aéreo (murciélago hematdfago),
Grupo 3 de ciclo hipervariable (zorrillo), Grupo 4
es el de control positivo inoculado con CVS
(Challenge Virus Strain) y el Grupo 5 como con-
trol negativo inoculados con suspensioén de cere-
bro normal. El periodo de incubacién fluctué entre

el noveno y onceavo dias, encontrandose en un es-
tado agonico 2 a 3 dias posteriores al inicio de la
presentacion de los signos clinicos. A todos los ra-
tones muertos se les corrié la prueba de inmu-
nofluorescencia antes del estudio histopatologico.
Al estar en estado paralitico total y en estado ago-
nico, se sacrificaron mediante una exposicion pro-
longada al cloroformo para obtener el cerebro y
desarrollar la prueba de inmunofluorescencia y el
estudio histopatolégico. Para el estudio histopato-
légico los cerebros se fijaron en formalina
bufferada al 10%, se trabajaron con la técnica
histolégica de inclusion en parafina y se tifieron
con hematoxilina y eosina (H.E.) para identificar
lesiones caracteristicas de rabia, revisandose las
siguientes zonas anatémicas de cada cerebro:
hipocampo, corteza cerebral, cerebelo, puente y
region talamica.

RESULTADOS

Los ratones pertenecientes al Grupo 1 (ciclo te-
rrestre) presentaron las siguientes lesiones en el sis-
tema nervioso central: en todos los casos se aprecid
encefalitis no supurativa caracterizandose por in-
filtrado linfocitario perivascular de moderado a se-
vero afectando solo el hipocampo y la region
talamica; ademas se encontraron inclusiones
eosinofilicas intracitoplasmaticas en las neuronas
(corpusculos de Negri), microgliosis leve, y pre-
sencia de vacuolas de diferentes tamafios en la
neurdpila dando el aspecto de espongiosis. Los ra-
tones pertenecientes al Grupo 2 (ciclo aéreo) pre-
sentaron las siguientes lesiones: infiltrado
perivascular siendo de leve a moderado en el ce-
rebelo y corteza cerebral, y severo en hipocampo,
region talamica y puente, ademdas de microgliosis
leve. No se encontrd espongiosis ni corpisculos de
Negri. Los ratones del Grupo 3 (ciclo hipervaria-
ble) presentaron las siguientes lesiones: infiltrado
linfocitario perivascular siendo de moderado a se-
vero en cerebelo, corteza cerebral y puente, y se-
vero en hipocampo y region taldmica, asi como
microgliosis leve. No se aprecio espongiosis ni cor-
pusculos de Negri. En los ratones del Grupo 4
(CVS8) se aprecio lo siguiente: infiltrado linfocita-
rio perivascular, siendo de leve a moderado en ce-
rebelo, corteza cerebral y puente y severo en
hipocampo y region talamica, asi como microglio-
sis leve. Tampoco se aprecid espongiosis ni cor-
pusculos de Negri. Los ratones pertenecientes al
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Grupo 5 no presentaron alteraciones. Cabe men-
cionar que en ninguno de los grupos experimenta-
les se apreci6 neuronofagia.

DISCUSION

Las lesiones encefalicas encontradas en los 4
grupos inoculados con diferentes cepas de virus
rabico fueron caracteristicas de la enfermedad. El
hipocampo y region talamica fueron las regiones
que presentaron lesiones mas severas, sin embar-
go puede apreciarse que existen algunas diferen-
cias en estos grupos, por lo que se puede deducir
que la patogenicidad de cada cepa de virus rabico
se comporta de manera diferente en forma experi-
mental, siendo las diferencias basicas las siguien-
tes: los ratones inoculados con el virus de origen
terrestre fueron los nicos en donde se apreci6
espongiosis en la neurdpila y corpusculos de Negri,
ademas de que sélo se apreciaron lesiones en
hipocampo y region talamica sugiriendo un tropis-
mo del virus principalmente hacia estas regiones.
Estudios experimentales previos indican que las
vacuolas se forman en la infeccion temprana en las
dendritas y menos frecuentemente en axones y
astrocitos, y se considera que estas vacuolas
intracitoplasmaticas se agrandan hasta provocar la
ruptura de la membrana plasmética formando fi-
nalmente pequefios espacios en la neurdpila
(Jackson 1994), (Charlton 1994). También se ha
documentado que estas vacuolas se han observa-
do después de la infeccion por diferentes cepas o
variantes antigénicas y moleculares del virus
rabico, independientemente de la respuesta inmu-
ne, ruta de inoculacién o preparacion del virus (De
Mattos et al. 1999). Por otro lado, se sabe que no
en todos los casos de encefalitis rbica se aprecian
corpusculos de Negri al microscopio de luz; en pa-
cientes humanos con rabia éstos se observan
aproximadamente en el 70% de los casos (Jackson
1994). En los encéfalos de los ratones pertenecien-
tes al Grupo 3 (ciclo hipervariable) la encefalitis
rabica se aprecié mas severa con respecto a los de-
méas grupos experimentales pudiendo indicar que
esta cepa de virus es capaz de estimular en forma
mas eficiente al sistema inmunitario del huésped.
Cabe mencionar que los encéfalos del Grupo 2 (ci-
clo aéreo) y los del Grupo 4 (CVS) mostraron le-
siones similares indicando aparentemente un
comportamiento semejante de estos virus. Por otro
lado, se ha documentado que la infeccién neuronal

por virus 1abico no necesariamente provoca cam-
bios citopaticos, por lo que en todos los casos se
observa microgliosis manifiesta y neuronofagia,
como lo observado en los grupos experimentales
y el testigo positivo de este estudio (Charlton
1997). Cabe mencionar que el periodo de incuba-
cién fue menor con la cepa del ciclo 3 o hiperva-
riable (9 dias) que en los ratones inoculados con
las cepas de los otros dos ciclos y el control posi-
tivo, en los que el periodo de incubacion fue de
11 dias.

Las lesiones microscopicas producidas por el vi-
rus rabico en el SNC en las diferentes especies ani-
males ya han sido descritas ampliamente
resumiéndose en las siguientes: polioencefalomie-
litis, la cual se caracteriza por diferentes grados de
infiltrado inflamatorio mononuclear perivascular,
diferentes grados de microgliosis y neuronofagia, la
presencia de inclusiones virales eosinofilicas intra-
citoplasmaticas conocidas como corpusculos de
Negri y, en ocasiones, leptomeningitis. Se sabe que
los cambios neuropatologicos producidos por las
diferentes cepas de virus rabico varian y frecuente-
mente no se relacionan con los signos clinicos de
la enfermedad (Jackson, 1997). Estas lesiones se en-
cuentran principalmente en corteza cerebral,
hipocampo, cerebelo, region talamica y puente
(Jackson, 1997). La presencia de lesiones espongi-
formes caracterizadas por vacuolacién de la
neurdpila en la sustancia gris, se detecto inicialmen-
te en casos de rabia experimental en zorrillos y zo-
ros y posteriormente en forma espontinea en éstos
y otros animales.

RESUMEN

En México se ha identificado recientemente
mediante estudios moleculares (RFLP y Secuen-
ciacion) un tercer ciclo de rabia que circula en
zorrillo (hipervariable) y que puede variar hasta
en un 19% en su genoma con respecto a los ci-
clos terrestre y aéreo. Por lo expuesto anterior-
mente, el objetivo del trabajo fue el conocer si
hay diferencias histopatologicas relevantes pro-
ducidas por el virus de la rabia proveniente de los
3 ciclos ya mencionados. Para esto se inocularon
por via intracerebral 6 ratones, cepa CD 1 con
cada.una de las cepas de cada ciclo, mas un gru-
po testigo positivo con CVS, (Grupos 1, 2, 3,y
4), y otro con suspension de cerebro nor-
mal de ratén como testigo negativo (Grupo 5)
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con 3 repeticiones para cada uno de los grupos
en estudio. A todos los cerebros obtenidos de cada
uno de los animales se les realizo la prueba de
inmunofluorescencia directa. En el estudio histo-
patolégico resultaron positivos los animales ino-
culados con las 3 diferentes cepas provenientes
de los diferentes ciclos, asi como el testigo posi-
tivo. Los animales inoculados con la suspension
de cerebro normal resultaron negativos. Los ra-
tones del Grupo 1 (ciclo terrestre), presentaron
las siguientes lesiones en el Sistema Nervioso
Central: Se apreci6 encefalitis no supurativa ca-
racterizandose por infiltrado linfocitario perivas-
cular de moderado a severo afectando sélo el
hipocampo y region del talamo; ademas se encon-
traron inclusiones eosinofilicas intracitoplasma-
ticas en las neuronas (corpusculos de Negri),
microgliosis leve asi como vacuolas de diferen-
tes tamarfios en la neurédpila dando el aspecto de
espongiosis. Los ratones inoculados con cepa de
origen aéreo, terrestre e hipervariable, presenta-
ron lesiones similares pero no se encontrd
espongiosis ni corpusculos de Negri. En los
encéfalos de los ratones pertenecientes al grupo
3 (ciclo hipervariable) la encefalitis rabica se
aprecio mas severa con respecto a los demds gru-
pos experimentales. Los ratones pertenecientes al
grupo 5 no presentaron alteraciones. En ninguno
de los grupos experimentales se aprecié neuro-
nofagia. El periodo de incubacion en el grupo 3
fue menor (9 dias) en comparacion con los otros
3 grupos positivos (11 dias); asi mismo, el virus
proveniente de zorrillo produjo lesiones encefa-
licas mas severas en los ratones, por lo que su-
giere que los cambios genéticos encontrados en
cada ciclo pueden producir diferencias en la pa-
togenia del virus en los ratones. El no haber en-
contrado espongiosis ni corpusculos de Negri en
los grupos 2 y 3 pero si en el grupo 1, demuestra
que el ciclo terrestre fue mas agresivo en cuanto
a las lesiones encefilicas producidas, lo que nos
puede dar un indicio primario acerca del ciclo
participante en un caso o en un brote de rabia.
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