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Evaluación inmunohistoquímica de la expresión de calbindina en el cerebro de
ratones en diferentes tiempos después de la inoculación con el virus de la rabia

NATALIA LAMPREA, BIOL1, ORLANDO TORRES-FERNÁNDEZ, PHD2

RESUMEN

Introducción: La calbindina (CB) es una proteína reguladora del metabolismo del calcio intracelular. Previamente se
demostró que la infección con virus fijo de la rabia induce pérdida de la expresión de CB, en el cerebro de ratones en estado
terminal de la enfermedad, a los 7-8 días de post-inoculación (p.i.) intramuscular.

Objetivo: Determinar si la pérdida de expresión de CB se presenta también en etapas tempranas de la infección y si es una
consecuencia inmediata a la aparición de antígenos virales en el cerebro.

Materiales y métodos: Se inocularon ratones con virus fijo de la rabia, por vía intramuscular, en su extremidad posterior
izquierda. Diariamente se tomaron entre 4 y 6 animales infectados y sus respectivos controles, se fijaron por perfusión
intracardíaca con paraformaldehído, se extrajeron sus cerebros y se obtuvieron cortes coronales en un vibrátomo. Estos se
sometieron a reacciones inmunohistoquímicas para evaluar la presencia de antígenos virales y la expresión de CB. Esta última
fue cuantificada mediante densitometría óptica en un microscopio con análisis de imágenes.

Resultados: La inmunorreactividad a la rabia fue positiva en el cerebro a partir del día 3 p.i.; se observó primero en neuronas
piramidales de la corteza frontal. La inmunotinción para CB no sufrió ninguna alteración cualitativa ni cuantitativa en la corteza
cerebral y el estriado hasta el día 6 p.i.

Conclusiones: Estos resultados coinciden con los de otros estudios sobre la rabia en los que se han encontrado alteraciones
moleculares, metabólicas o fisiopatológicas en el sistema nervioso sólo en la fase terminal de la enfermedad.

Palabras clave: Rabia; Proteínas de enlace del calcio; Corteza cerebral; Enfermedades cerebrales;
Inmunohistoquímica.

Immunohistochemical evaluation of calbindin expression in mouse brain at different times after rabies virus
inoculation

SUMMARY

Introduction: The calcium-binding protein calbindin (CB) plays a critical role in intracellular calcium metabolism. In a
previous study we demonstrated that the infection with fixed rabies virus caused loss of CB expression in mouse brain during
terminal state of the disease, 7-8 days after intramuscular inoculation.

Objectives: To determine loss of CB expression also appears in early stages of the infection and if it is a consequence
immediate to the appearance of viral antigens in the brain.

Materials and methods: Mice were inoculated with fixed rabies virus, by intramuscular route, in the left hind limbs. Daily,
to sixth day, 4-6 animals and their respective controls were killed and fixed by intracardiac perfusion with paraformaldehyde
and their brains were extracted to obtain coronal sections using a vibratome. Free-floating sections were treated by
immunohistochemical procedures to evaluate the presence of rabies viral antigens and the expression of  CB. The last one
was quantified by optical densitometry in a microscope with a system of image analysis.

Results: Rabies immunoreactivity was observed in the brain three days after virus inoculation, beginning in pyramidal
neurons of the frontal cortex whereas the immunostaining for CB did not undergo any qualitative nor quantitative changes
neither in the cerebral cortex or striatum during the six days post-inoculation.

© 2008 Corporación Editora Médica del Valle                                      Colomb Med. 2008; 39 (Supl 3): 7-13

1. Joven Investigadora, Grupo de Microscopía y Análisis de Imágenes, Instituto Nacional de Salud (INS), Bogotá DC,
Colombia. e-mail: natalia.lamprea@gmail.com

2. Investigador Científico,  Laboratorio de Microscopía, Instituto Nacional de Salud (INS), Bogotá DC, Colombia.
e-mail: otorresf@ins.gov.co
Recibido para publicación diciembre 20, 2007      Aceptado para publicación junio 26, 2008



8

Colombia Médica                 Vol. 39 Nº 3 (Supl 3), 2008 (Julio-Septiembre)

Conclusions: These results agree with other studies in
which it has been settled down that the rabies molecular or
metabolic effects on the nervous system are well-known only
in the final stage of the disease.

Keywords: Rabies; Calcium-binding proteins; Calbindin;
Cerebral cortex; Brain diseases; Immunohistochemistry.

La calbindina (CB) es una proteína muy importante
para el mantenimiento de la homeostasis intracelular del
calcio1-3. La CB posee un peso molecular aparente de
28 KDa y tiene cuatro sitios de enlace exclusivos a iones
Ca+2. Por su alta tasa de unión, así como de afinidad por
estos iones, se considera que esta proteína actúa como
un tampón de acción rápida2. La CB es dependiente de
la vitamina D en tejidos de órganos tales como riñón,
intestino y hueso; sin embargo, las concentraciones de
CB en el cerebro son independientes del status de la
vitamina D3. Esta proteína se encuentra principalmente
en el sistema nervioso, en determinadas poblaciones
neuronales y su distribución intracelular en el citosol
depende de la unión a estructuras citoesqueléticas1-3. En
la corteza cerebral la CB se localiza en tres subpobla-
ciones de interneuronas que corresponden morfológica-
mente, a células bipenachadas (double bouquet), célu-
las neurogliaformes y células de Martinotti4,5. Otras
células nerviosas importantes por su contenido de CB
son las neuronas espinosas de proyección de tamaño
mediano del estriado, muy abundantes en esta estructu-
ra, por lo que hacen de ella uno de los referentes neuro-
histoquímicos de la presencia de esta proteína6,7. Tam-
bién, parte de las neuronas piramidales del hipocampo y
las células granulares del giro dentado exhiben
inmunorreactividad notoria a la CB6. Los patrones de
distribución de CB son constantes en el tejido cerebral
pero se pueden alterar en condiciones patológicas deri-
vadas de enfermedades infecciosas8 o neurodege-
nerativas9.

Por otra parte, el virus de la rabia infecta casi
exclusivamente a las neuronas y una vez invade el
sistema nervioso central se desencadenan síntomas
clínicos severos y de consecuencias fatales. Sin embar-
go, los cambios morfológicos macroscópicos y micros-
cópicos que se observan en el tejido cerebral son
mínimos10. Por esta razón se ha propuesto que el virus
de la rabia da origen a una enfermedad que responde
más a cambios bioquímicos en el sistema nervioso que
a daño neuronal estructural10,11. Un estudio molecular

reveló que la infección experimental en ratones induce
la disminución en la expresión de 90% de los genes
estudiados mientras que apenas en 1.4% se eleva12.
Cualquiera de las dos situaciones puede afectar la
regulación del metabolismo celular, la síntesis de proteí-
nas y la integración sináptica.

Las neuronas CB-ir de la corteza cerebral y el
cuerpo estriado tienen en común que son células
gabaérgicas, es decir, que sintetizan y liberan el neuro-
transmisor ácido-gamma-aminobutírico (GABA)4,7, por
tanto, los cambios en la inmunorreactividad de CB
podrían estar relacionados con alteraciones en la neuro-
transmisión gabaérgica. Existe evidencia experimental
del efecto de la rabia sobre el metabolismo del GABA,
por esta razón, algunos autores han propuesto que se
podría presentar disfunción gabaérgica como parte del
cuadro clínico de la rabia13,14. Previamente se ha infor-
mado pérdida de CB en el cerebro de ratones, en la fase
terminal de la enfermedad, 7-8 días después de inocula-
ción intramuscular con una cepa de virus fijo CVS15,16.
El objetivo de este trabajo fue determinar si esta pérdida
de CB se inicia en etapas tempranas de la infección y si
es consecuencia inmediata a la aparición de antígenos
virales en el cerebro.

MATERIALES Y MÉTODOS

Inoculación de ratones. Se utilizaron hembras de
ratones ICR (Institute of Cancer Research) de 4 sema-
nas, confinados en la sala de alta seguridad del bioterio
del Instituto Nacional de Salud (INS), siguiendo las
normas éticas y legales existentes para la investigación
con animales de laboratorio. El protocolo de manejo de
animales fue aprobado por el Comité de Ética del INS.
El inóculo viral [virus fijo de rabia de la cepa CVS
(Challenge Virus Standard)] fue suministrado por el
Laboratorio de Virología del Instituto Nacional de Sa-
lud. Este fue inyectado en un grupo de ratones lactantes,
por vía intracerebral, para obtener mayor cantidad de
inóculo necesario para el desarrollo del experimento. A
partir de un macerado de los cerebros de estos ratones
se obtuvo una dilución 1:10 de inóculo viral, en un
diluyente que contenía suero equino y antibióticos15 con
la que finalmente se realizó la inoculación de los anima-
les objeto de estudio. El virus fue titulado por inoculación
intracerebral de diluciones seriadas en ratones
(DL50=104). El experimento se llevó a cabo con un total
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de 25 animales inoculados y sus respectivos controles.
La inoculación se realizó por vía intramuscular en la
extremidad posterior izquierda, inyectando 0.03 ml de la
dilución final (1/10) equivalente a 1000 DL50. Diaria-
mente, a partir del segundo día post-inoculación (p.i.), se
tomaron 4-6 animales infectados con sus respectivos
controles para sacrificarlos, extraer los cerebros y
obtener el material necesario para llevar a cabo el
estudio inmunohistoquímico de rabia y CB a medida que
progresaba la enfermedad. Los animales se anestesiaron
con una solución acuosa de hidrato de cloral (3%, 1 ml/
100g de peso) inyectada por vía intraperitoneal, se
fijaron por perfusión intracardíaca, inicialmente con
solución de tampón de fosfato salino (PBS) y luego con
paraformaldehído al 4%. A continuación se extrajeron
los cerebros y se post-fijaron en una solución fresca de
paraformaldehído al 4% durante 72 horas a 4ºC.

Inmunohistoquímica. Se cortaron rodajas de cere-
bro de 1 cm de grosor en un plano transversal y se
montaron en un vibrátomo para obtener cortes coronales
de 100 μm de espesor en dirección rostro-caudal, a nivel
del cuerpo calloso y la comisura anterior. Estos cortes
se sometieron a las reacciones inmunohistoquímicas, en
agitación constante, a temperatura ambiente (20ºC) y
con lavados en PBS pH 7.2 después de cada tratamien-
to. Luego de la fijación, se lavaron los cortes durante
toda la noche en PBS y se trataron primero con NH4Cl
0.05 M por 30 min para romper los enlaces aldehído y
luego con H2O2 3%, 30 min, para remover la peroxidasa
endógena. A continuación se sumergieron los cortes
sucesivamente en soluciones de etanol 10%, 20%, 10%,
por 5 min en cada una de ellas, para incrementar la
permeabilidad del tejido a los anticuerpos. Luego se
incubaron, durante una hora, en suero normal de conejo
al 3% para bloquear sitios inespecíficos. Se retiró el
exceso de suero y a los cortes sin lavar se les agregó la
solución que contenía el anticuerpo primario anti-CB
(Sigma monoclonal, 1:2500) y se dejaron en la misma
durante 20 horas. Después del lavado, los cortes se
incubaron durante 2 horas en anticuerpo secundario
biotinilado anti-ratón IgG elaborado en conejo (Sigma,
1:600) preparado en PBS con 0.25% de gelatina (Merck)
y luego por 2 horas más en la solución del complejo ABC
(Vectastain). Para el revelado se utilizó diaminobencidina
(DAB) como cromógeno. Para controlar la especifici-
dad de la coloración, y la posible reacción inespecífica
del anticuerpo secundario con el tejido, se procesaron

cortes de cerebro sin incubación con anticuerpo prima-
rio (controles negativos). Un procedimiento similar se
llevó a cabo para el estudio inmunohistoquímico de la
rabia utilizando un anticuerpo primario elaborado en
hamster (dilución 1:160) y anticuerpo secundario anti-
hamster (vector, dilución 1:200)17; en este caso el
cromógeno utilizado fue el VIP (Vector). Para el control
de la técnica inmunohistoquímica en rabia se utilizaron
cortes de cerebro no infectado los cuales se procesaron
simultáneamente con el material infectado. Para verifi-
car que el virus estuviera presente en la corteza cerebral
de cada una de las muestras estudiadas, se obtuvieron
cortes seriados que incluían los dos hemisferios, para
llevar a cabo, alternativamente, la reacción inmuno-
histoquímica para la detección de CB o rabia.

Análisis cuantitativo. Para evaluar cuantitativa-
mente la expresión de la CB en el cerebro de los ratones
se seleccionaron las áreas de tejido cerebral con mayor
concentración de la proteína: la corteza cerebral frontal
supragranular y el cuerpo estriado16. Se cuantificó la
densidad óptica del tejido inmunoteñido por medio del
programa Zeiss KS-300, en muestras tomadas cada dos
días (2, 4 y 6 días p.i.). Se seleccionaron algunos de los
cerebros infectados (unidades experimentales), con sus
respectivos controles (Cuadro 1). Para cada unidad
experimental se seleccionaron 5 cortes y de cada uno de
ellos, se tomaron tres campos de lectura de 320 μm x 240
μm para la corteza frontal supragranular y tres para el
cuerpo estriado, en áreas vecinas a la comisura anterior.
El análisis estadístico se llevó a cabo con una variante de
la prueba no paramétrica de Wilcoxon-Mann-Whitney14-

16 que utiliza una tabla ideal para experimentos con
menos de 10 muestras. La prueba estadística se realizó
para cada uno de los tiempos post-infección evaluados.

RESULTADOS

Las primeras neuronas inmunorreactivas a la rabia
se observaron a partir del día 3 p.i., en la corteza frontal,
en una franja correspondiente a las células piramidales
infragranulares, especialmente de la capa V (Figura
1A). Para el día 6, los antígenos virales ya se habían
diseminado por todas las áreas corticales y subcorticales
y fue notable la inmunorreactividad distribuida por todas
las capas neuronales de la corteza cerebral, así como en
el estrato de células piramidales del hipocampo (Figura
1B). No obstante, los animales apenas manifestaban
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signos leves de la enfermedad, tales como movimientos
un poco más lentos que los de sus pares control o algún
grado de dificultad para mover una de sus extremidades
posteriores, por lo general la misma en donde se llevó a
cabo la inoculación.

Por otra parte, la inmunorreactividad a CB fue más
notoria en la corteza supragranular frontal y parietal, en
el cuerpo estriado y en las neuronas piramidales del
hipocampo así como en el estrato granular del giro
dentado de todas las muestras (Figura 2A). No se
observaron diferencias cualitativas ni cuantitativas en
las áreas CB-ir al comparar los controles con las

muestras de los animales infectados en cada uno de los
tiempos p.i. evaluados, con excepción de una muestra
de 6 días de infectada en donde la pérdida de inmu-
notinción de CB fue apreciable (Figura 2B). No obstan-
te, los análisis cuantitativos densitométricos en conjunto
para todas las muestras de 6 días de p.i. no arrojaron
resultados que demuestren pérdida estadísticamente
significativa de CB (Cuadro 1).

DISCUSIÓN

Si bien el virus de la rabia alcanzó rápidamente a la

Cuadro 1
Valores promedio de luz transmitida que reflejan la densidad óptica de la inmunorreactividad a

CB en dos áreas del cerebro de ratones infectados con virus fijo de la rabia y sus controles,
para los diferentes días post-inoculación

Día p.i.         Corteza           Estriado
  Infectados           Controles              Infectados           Controles

156.65 159.33 160.98 163.33
2 158.57 258.27 160.73 162.33

157.63 154.64 160.22 158.61
Promedio total 157.62 157.41 160.64 161.42

DE + 0.96 + 2.46 + 0.39 + 2.49
    n = 3                                               p = 0.65                                  p = 0.35

162.63 160.40 161.29 165.79
160.07 159.77 161.94 161.91

4 160.11 160.40 162.52 162.80
159.34 159.77 161.41 161.91

Promedio total 160.54 160.09 161.79 163.10
DE + 1.44 + 0.36 + 0.56 + 1.84

    n = 4                                               p = 0.68                                  p = 0.11
160.47 160.83 160.14 163.63
163.14 157.63 161.08 159.05
162.27 161.16 161.09 163.89

6 158.52 161.16 160.84 163.89
164.18 154.10 163.85 157.17
160.47 157.89 161.84 160.39

Promedio total 161.51 158.80 161.47 161.34
DE + 2.07 + 2.81 + 1.29 + 2.89
                                                    p = 0.09                                            p = 0.53

Cada cifra corresponde al promedio obtenido en los cortes analizados por cada animal seleccionado (unidad experimental). Los valores
se obtienen de una escala convencional del programa que cuantifica la intensidad de luz transmitida, medida desde 0 (muy oscuro),
hasta 255 (transparente) por cada pixel. Nivel significativo p = 0.05.  DE = Desviación estándar.
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corteza cerebral, la expresión de la proteína CB no
parece ser afectada de manera inmediata aún después
de que el virus se ha diseminado por casi todas las áreas
del cerebro. De acuerdo con estos resultados y estudios
previamente publicados15,16, la inmunorreactividad de
esta proteína, que refleja su expresión dentro de las
neuronas que la portan, se mantiene constante a lo largo
del curso de la infección con virus fijo de la rabia y sólo
se altera cuando el animal alcanza un estado terminal, es
decir, sobre los días 7 y 8 p.i. Un fenómeno similar se

informó12 para diferentes genes y proteínas expresados
en el SNC del ratón; 90% de los genes analizados no
sufrió cambios en la tasa de síntesis o expresión durante
el curso de la infección del virus fijo de la rabia pero su
expresión disminuyó abruptamente entre los días 6 y 7
p.i. Estos genes están involucrados en el mantenimiento
de las funciones normales de las células.

Schneider escribió18: «Los cambios patológicos en la
rabia aparecen tarde durante la infección y no se pueden
correlacionar con el contenido viral de los tejidos». El

Figura 1. Imágenes de la inmunorreactividad al virus de la rabia en cortes coronales de corteza (C) e
hipocampo (H) de ratón. Inmunotinción revelada con VIP. A. Tres días después de la inoculación se
observan unas pocas neuronas corticales que revelan la presencia de antígenos virales (flecha). 5X. B.
A los seis días post-inoculación es evidente la diseminación de antígenos virales por toda la corteza y el
estrato piramidal del hipocampo. 4X.

2B

Figura 2. Imágenes de la inmunorreactividad a CB en cortes coronales de corteza (C) e hipocampo (H)
de ratón. Inmunotinción revelada con DAB. A. En un animal control se nota mayor inmunorreactividad
a CB en el estrato supragranular de la corteza (C), en el giro dentado y en la capa piramidal del
hipocampo (H). 4X. B. Muestra del único animal infectado que exhibió pérdida de inmunorreactividad
a CB 6 días después de la inoculación intramuscular con virus fijo de la rabia. 4X.
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estudio de otros aspectos de la infección por rabia coincide
en demostrar alteraciones tardías. Así, por ejemplo, al
evaluar la actividad eléctrica cerebral, en ratones infecta-
dos con virus ‘calle’, los patrones del electroencefalo-
grama (EEG) se preservan sin cambios, durante casi toda
la duración de la enfermedad, hasta que el EEG colapsa
pocas horas antes de la muerte. Igualmente tardía es la
respuesta inmunológica. Los títulos de anticuerpos virales
específicos son por lo general bajos en las infecciones
humanas hasta sólo unas horas antes de la muerte19. Todo
esto se resume en que el virus permite la preservación de
la integridad de la red neuronal hasta bien avanzada la
infección como estrategia de supervivencia y para faci-
litar su transmisión20.

Este comportamiento de la infección por VR hace
pensar en dos cosas importantes:
1. Si las alteraciones bioquímicas que sustentan la

letalidad de la rabia se producen, sobre todo en la
fase terminal, se debe esperar a mediano plazo el
desarrollo de terapias tendientes a bloquear oportu-
namente estos cambios.

2. Para diseñar experimentos en los que se planee
evaluar cambios bioquímicos inducidos por la rabia
en el sistema nervioso y sobre los cuales no haya
antecedentes en la literatura científica, estos se
deben evaluar primero en la fase terminal de la
enfermedad; no siempre se justifica diseñar experi-
mentos en los que se pretenda evaluar a priori una
determinada respuesta metabólica desde el inicio de
la infección experimental con el virus de la rabia.
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LISTA ABREVIATURAS

CB: Calbindina
p.i.: Post-inoculación
INS: Instituto Nacional de Salud
GABA: Ácido gamma-aminobutírico
ICR: Institute of Cancer Research
CVS: Challenge Virus Standard
DL50: Dosis letal 50
PBS: Tampón fosfato salino
DAB: Diaminobencidina
SNC: Sistema nervioso central
EEF: Electroencefalograma
VR: Virus de la rabia

Nota: Los productos ABC y VIP son marcas registradas y no corresponden a siglas


