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ORSINI, H. Marcagédo imunoistoquimica da resposta astrocitaria de expressdo de GFAP
(proteina glial fibrilar acida) e de vimentina no sistema nervoso central de cades com
cinomose. 2006. 57f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Universidade Paulista,
S&o Paulo, 2006.

Uma vez que muitos dos aspectos envolvidos na patogenia dos processos desmielinizantes do
sistema nervoso central (SNC) sdo ainda pouco esclarecidos e que o0s astrocitos parecem estar
envolvidos na mediacéo de tais processos, este estudo analisou morfologicamente a participagéo
astrocitéria na desmielinizacdo do SNC por meio da marcagdo imunoistoquimica de duas
proteinas dos filamentos intermediarios astrocitérios — a proteina glial fibrilar é&cida (GFAP) e a
vimentina (VIM) —, comparando amostras de cerebelo e de tronco encefalico de cdes com
cinomose e de cdes normais. Cortes histoldgicos dos tecidos foram submetidos a marcacéo pelo
método indireto da avidina-biotina- peroxidase (ABC) e a reatividade astrocitaria, observada em
microscopia de luz, foi quantificada em um sistema computacional de andlise de imagens.
Observouse, na maioria dos cortes de animais doentes, a presenca de lesdes degenerativas
compativeis com desmielinizagcdo. A marcacdo para a GFAP e paraa VIM foi mais intensa nos
animais com cinomose do que nos animais normas, especialmente nas regides
circunventriculares e nas adjacentes as areas de degeneracdo tecidual. O aumento da
imunorreatividade dos astrécitos para a GFAP e a reexpressdo de VIM nas areas lesionais
indicam o envolvimento astrocité&rio na resposta do tecido nervoso as lesdes desmielinizantes
induzidas pelo virus da cinomose (CDV) no SNC.

Palavras-chaves: astrécitos, desmielinizacdo do SNC, cinomose canina, GFAP, vimentina.



ORSINI, H. Immunohistochemical gaining of the astrocytic expression of GFAP (glial
fibrillary acidic protein) and vimentin in the central nervous system of dogs with canine
distemper. 2006. 57p. Dissertation (Master’s Degree Dissertation) — Universidade Paulista, Sao
Paulo, 2006.

Considering that many aspects involved in the pathogenesis of the central nervous system (CNS)
demyelinating diseases are till poorly undersood and that astrocytes seem to mediate such
processes, this study analyzed the participation of astrocytes in the demyelinating processes of
CNS by using immunohistochemical staining of two astrocytic proteins — glial fibrillary acidic
protein (GFAP) and vimentin (VIM) —, comparing samples of cerebellum and brainstem from
dogs with canine distemper and from healthy dogs. Histological sections were submitted to the
avidin-biotin-peroxidase indirect method of immmunohistochemical staining (ABC) and the
astrocytic reactivity, observed in light microscopy, was quantified in a computer system for
image analysis. It was possible to notice, on most of the sections from sick animals, degenerative
lesions that indicate demyelination. The immunostaining for GFAP and VIM was more intense
on animals with canine distemper, specially around the ventricules and near degenerated sites.
The increased immunoreactivity of astrocytes for GFAP and the VIM reexpression in injured
areas indicate the astrocytic involvement on nenous tissue response to the demyelinating lesions
induced by the canine distemper virus (CDV) in the CNS.

Key-words: astrocytes, CNS demyelination, canine distemper, GFAP, vimentin.
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1 INTRODUCAO

A desmielinizagdo do sistema nervoso central (SNC) € uma ateragdo freglientemente
encontrada, em homens e outros animais, apos a ocorréncia de uma ampla variedade de eventos
patologicos (BONDAN et al., 1998, BONDAN; LALLO, 1998; RAINE, 1989b). Caracteriza-se
por lesdes teciduais geramente severas que, ao contrario do que acontece no sistema nervoso
periférico (SNP), ndo contam com reposicdo mielinica (remielinizacdo) eficiente (BONDAN et
al., 1998, BONDAN; LALLO, 1998).

No SNC, muitos dos fatores envolvidos nos processos de perda e reparo mielinico séo
ainda pouco esclarecidos (MITCHELL et al., 1991; SUMMERS et al., 1978; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005; ZURBRIGGEN et al., 1993, 1998). Diversos estudos, com o objetivo de
elucidar tais fatores e buscar 0 desenvolvimento de estratégias terapéuticas que solucionem ou
previnam os danos gerados, tém sido realizados (BONDAN et al., 1998; BONDAN; LALLO,
1998) e contam com a utilizagdo de modelos experimentais (MITCHELL et al., 1991,
SUMMERS et al., 1978, 1979; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005; ZURBRIGGEN et al.,
1998).

A cinomose canina, que cursa com 0 desenvolvimento de um provéavel processo
desmielinizante imunomediado, pode servir como moddo para o estudo da fisiopatologia de
vérias doencas desmielinizantes humanas, tais como a esclerose multipla (BOTTERON et al.,
1992; SUMMERS et al., 1978, 1979; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005; ZURBRIGGEN
et al., 1993, 1998) e a panencefalite esclerosante subaguda (JONES et al.; 2000; OBEID et al.,
1995).

Tanto na cinomose como em outras afecgdes do SNC, a desmielinizagdo conta com a
participagdo de elementos do sistema imunolégico (ALLDINGER et al., 1996; BOTTERON et
al., 1992; BRADL, 1996; BRUGGER et al., 1992; BURGE et al., 1989; TIPOLD et al., 1999,
2001; VANDEVELDE et al., 1981; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995; WUNSCHMANN
et al., 1999, 2000) e de células constituintes do préprio SNC, tais como os astrocitos (DONG,;



BENVENISTE, 2001; GLAUS et al., 1990; VANDEVELDE et al., 1981; ZURBRIGGEN et al.,
1986).

Os astrécitos sdo células que respondem prontamente as lesdes provocadas no tecido
nervoso (BENVENISTE, 1992; BONDAN et al, 2003; DONG; BENVENISTE, 2001;
MONTGOMERY, 1994; SHIMADA et al., 1998; VANDEVELDE et al., 1983). Além de
desempenharem diversas fungbes na marutencdo da homeostasia apresentam propriedades
imunoldgicas que podem ser importantes na mediagdo dos processos de desmielinizagdo e de
remielinizacio do SNC (BENVENISTE, 1992; DONG, BENVENISTE, 2001,
MONTGOMERY, 1994; VANDEVELDE et al., 1983).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi 0 de investigar morfologicamente a
resposta dos astrécitos frente ao processo infeccioso e desmielinizante do SNC de cdes com
cinomose, por meio da marcagdo imunoistoquimica da reatividade de proteinas astrocitérias
(proteina glia fibrilar acida e vimentind), na intencdo de inferir aspectos relativos ao
comportamento destas células na patogenia das doencas desmielinizantes do SNC.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O SNC

2.1.1 Estrutura e funcéo

O SNC, composto pelo encéfalo (cérebro, cerebelo e tronco encefaico) e pela medula
espinhal, € uma subdivisdo anatdmica do sistema nervoso (DY CE et al., 1997, MACHADO, A.,
1999). Em conjunto com o sistema nervoso periférico (SNP), que estabel ece a comunicagéo entre
0s 6rgdos centrais e os demais 0rgaos, constitui 0 principal centro de controle do organismo,
responsavel pela organizacdo e coordenacdo da maioria das fungdes organicas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999). E formado por tecidos nervosos, constituidos basicamente por neurénios
(unidade fundamental do sistema nervoso) e outros tipos celulares denominados coletivamente de

neuréglia ou glia, essenciais a suasustentacéo e manutencdo (MACHADO, C., 1999).

No SNC, a neurdglia compreende atrécitos, oligodendrécitos microgliocitose células
ependimérias que revestem as cavidades do encéfalo (ventriculos) e o canal medular. As células
de Schwann também compdem a glia, entretanto encontramse presentes apenas no SNP,
envolvendo axénios neuronas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999).

O conjunto de microgliocitos € denominado microglia (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; MACHADO, C., 1999), e corresponde a células da linhagem monocitica fagocitéaria
residentes no SNC (ALOISI, 2001; HICKEY, 1999). Acreditase que tais cdlulas sgam
originérias do mesoderma, partindo de mondcitos hematdgenos que penetram no tecido nervoso
durante a embriogénese ou nos processos de injuria do SNC (GIULIAN et al., 1989; HICKEY,
1999). Em condic¢bes normais, encontram-se na forma quiescente e quando ativadas, por algum
processo patolégico, desempenham fungbes semelhantes as dos macréfagos, fagocitando
substancias e desencadeando reacGes imunolégicas (ALOISI, 2001; ALLDINGER et al., 1996;
GIULIAN et al., 1989; HICKEY, 1999).



Os astrécitos e os oligodendrocitos sao denominados, conjuntamente, de macroglia
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999) e auas func¢fes serdo discutidas mais
adiante neste trabalho.

2.1.2 Integridade do tecido nervoso

Devido a dta snsbilidade dos componentes do tecido nervoso, 0 SNC apresenta
caracteristicas anatbmicas e fisiologicas que visam a sua protecdo (BAUER et al., 2001;
HICKEY, 2001). Além dos compartimentos 6sseos que o abrigam, 0 SNC é envolvido pelas
meninges (duramater, aracndide e piamater), que, em conjunto com o liquido cefalorraguidiano
(LCR), realizam, entre outras fungdes, a protecdo mecanica dos centros nervosos (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 1999).

O SNC é também protegido pelo isolamento contra patdgenos e elementos sistémicos
capazes de les&-1o ou dterar seu funcionamento (HICKEY, 2001; PACHNER, 1996; SELMAJ,
1996). Assim, os sistemas de irrigacdo tecidual e monitoracdo imunolégica presentes sao
diferenciados. Os capilares que penetram o parénquima nervoso possuem uma permeabilidade
diferente dos demais observados no resto do organismo (PRAT et al., 2001; SELMAJ, 1996).
Além de serem completamente envolvidos por processos astrocitarios (BENVENISTE, 1992;
MONTGOMERY, 1994), apresentam juncBes muito intimas entre as células endoteliais fight
junctions), formando uma barreira de isolamento entre o SNC e acirculagdo sistémica. Tal
barreira, denominada barreira hematoencefdica (BHE), € importante na selecdo de
macromoléculas e células que penetram no tecido nervoso, impedindo a entrada de elementos
hematogenos que possam provocar danos (PACHNER, 1996; PRAT et al., 2001, SELMAJ,
1996), tais como as células do sistema imunoldgico (BRADL, 1996; HICKEY, 1999, 2001). A
atividade dos elementos do sistema imunologico no SNC €, portanto, limitada sendo a vigilancia
imunoldgica ai desempenhada inferior a de outros érgaos (HICKEY, 1999, 2001; NEUMANN,
2001).



A entrada de células sistémicas também € desfavorecida pel as condi¢bes microambientais
presentes no SNC integro (HICKEY, 2001; PENDER; RIST, 2001). Em situacOes de
normalidade, altos niveis de moléculas antiinflamatérias tais como o fator de crescimento
transformante beta (TGF-[3), encontram-se presentes no parénquima nervoso (BRADL, 1996;
HICKEY, 2001). Hatambém baixa expressdo de elementos que auxiliam no desenvolvimento e
na progressao das reaces imunoldgicas, tais como as moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) (ALLDINGER et al., 1996; BRADL, 1996; PACHNER,
1996; VILAFRANCA et al., 1996) e as moléculas de adesdo (HICKEY, 1999, 2001; SELMAJ,
1996), que promovem, respectivamente, a ativacao de linfécitos ea migragdo transendotelial de
leucdcitos provenientes da circulagdo 9stémica (ABBAS et al., 2000). A apoptose ou morte
celular programada (ABBAS et al., 2000; DUVALL, 1985) de células infiltrantes ambém é
observada (BRADL, 1996; DONG; BENVENISTE, 2001; PENDER; RIST, 2001).

No entanto, goesar do complexo sistema desenvolvido para preservar a integridade dos
tecidos nervosos, algumas situacdes permitem o seu acometimento. A BHE, por exemplo, ndo é
impermeavel a todas as substancias e ndo esta presente em todas as regides do SNC. Os plexos
cordides, o corpo pineal, a &rea prostrema e a neuro- hipofise possuem fenestragdes nos seus
capilares que permitem a troca de substancias entre 0 sangue e os tecidos nervosos (PRAT et al.,
2001). Além disso, infecgOes e inflamagdes sistémicas promovem a liberacdo de moléculas pré-
inflamatdrias com capacidade de estimular reagdes imunoldgicas no interior do parénquima
nervoso (HICKEY, 1999, 2001), tais como o fator de necrose tumora afa (TNF-a), o interferon
gama (IFN-?) e a interleucina 1 (IL-1), que podem penetrar pela BHE intactae causar dano
tecidual como, por exemplo, a desmielinizagdo (BENN et al., 2001; HICKEY, 2001; PROBERT;
AKASSOGLOU, 2001).



2.2MIELINA, DESMIELINIZACAO E REMIELINIZACAO DO SNC

A mielina, material isolante composto principamente por lipidios, € uma estrutura
membranosa, caracteristica dos tecidos nervosos que tem por funcdo aumentar a velocidade de
transmissdo ce estimulos entre neurénios e seus alvos (RAINE, 1989a). Consiste na deposicéo
em espirad de membranas de células mielinogénicas a0 redor de axbnios neuronais
(KIRSCHNER et al., 1989), formando segmentos, denominados internodos, que se intercalam
com regibes do axonio desprovidas de mielina (nodos de Ranvier), onde ocorre atividade
eletrogénica (RAINE, 1989a). E produzida por oligodendrécitos e céulas de Schwann,
respectivamente, mo SNC e no SNP. Cada oligodendrécito € capaz de mielinizar diversos
internodos (abrangendo inclusive axénios de neurdnios diferentes), enquanto cada célula de
Schwann mieliniza apenas um (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999,
RAINE, 1989a).

Diversos eventos patol gicos, tais como intoxicacdes, desordens metabdlicas e funcionais,
infecgdes, |esdes mecanicas e inflamagdes, tém como resultado final a perda mielinica, conhecida
como desmielinizacdo (RAINE, 1989b). | ndependentemente da causa, a desmielinizacdo se deve
a dois processos principais. 0 dano direto da mielina ou das células mielinogéncas
(desmielinizacdo primaria) e a lesio axonal, que promove a degeneracdo mielinica como efeito

secundario (desmielinizacdo secundaria) (RAINE, 1989b).

A desmielinizag&o pode ser encontrada tanto no SNC quanto no SNP. Entretanto, o SNP
termina 0 processo com a reposicao completa das bainhas de mielina perdidas No SNC, o reparo
mielinico ou remielinizacdo €, na maioria das vezes ineficiente ou abortivo (BONDAN et al.,
1998, BONDAN; LALLO, 1998).

Sabe-se que a severidade da desmielinizagdo est4 relacionada, entre outros fatores, ao
agente etiolégico, a regido acometida e a resposta desenvolvida pelo organismo (APPEL, 1969;
APPEL et al, 1982; SUMMERS, 1984), entretanto, muitos dos aspectos relacionados a
neuropatogenia das doencas desmielinizantes do SNC, taiscomo as bases celulares e moleculares



envolvidas, sdo ainda pouco esclarecidos (MITCHELL et al.,, 1991). Nesse sentido, estudos
acerca dos processos de desmielinizagdo e remielinizacdo do SNC tornamse essenciais e a
cinomose canina, que se assemelha em muitos aspectos as doengas imunomediadas humanas,
pode ser considerada como um importante moddo para o esclarecimento de tais questdes

(BOTTERON et al., 1992; GLAUS et al., 1990; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005;
ZURBRIGGEN et al., 1992).



2.3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A CINOMOSE

2.3.1 Conceitosiniciais

A cinomose é uma doenca viral severa e altamente contagiosa, que acomete caes e outros
carnivoros de forma multissistémica (BIRCHARD; SHERDING, 1998). E causada por um
morbilivirus, da familia Paramixoviridae, que foi descrito pela primeira vez em 1905 por Carré
(JONES et al., 2000). Trata-se de uma das mais importantes enfermidades infecciosas dos caes,
apresentando alta morbidade e mortalidade (BIRCHARD; SHERDING, 1998; HOSKINS, 2004)
e promovendo um processo de desmielinizagdo smilar a0 gerado na esclerose multipla
(BOTTERON et al., 1992; SUMMERS et al., 1978, 1979; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN,
2005; ZURBRIGGEN et al., 1993) e na panencefalite esclerosante subaguda dos humanos
(JONESet al.; 2000; OBEID et al., 1995).

2.3.2 Agente etiol6gico

O virus da cinomose (CDV) é atuamente descrito como um RNA-virus de fita simples,
grande (150 a 350 nm), de simetria helicoidal, envelopado LAMB; KOLAKOFSKY, 1996;
PARDO et al., 2005) e antigenicamente relacionado ao virus do sarampo humano (YANAGI et
al., 2006) e ao da peste bovina (HOSKINS, 2004). Morfol ogicamente, € constituido por, além de
outras moléculas ndo-estruturais, seis proteinas estruturais: trésinterres (L, N e P), envolvidas na
transcricdo e na replicacdo do RNA virdl, e trés inseridas no envelope (M, H e F) (LAMB;
KOLAKOFSKY, 1996). As proteinas H e F desempenham papé's importantes na patogenia da
doenca, sendo a H responsavel pela adsorcéo (OBEID et al., 1995; YANAGI et al., 2006) ea F
pela fusdo do virus a célula hospedeira (ALLDINGER et al., 1993; LAMB; KOLAKOFSKY,
1996; OBEID et al., 1995; PARDO et al., 2005). A glicoproteina H, por ser bastante variavel, é a
principal responsavel pela diversidade antigénica observada no virus da cinomose (PARDO et
al., 2005) e, consequentemente, pelo curso clinico e severidade da doenca (ALLDINGER et al.,
1993; SUMMERS et al., 1984).



2.3.3Epidemiologia

A cinomose apresenta distribuicdo mundial. Acomete diversas espécies de carnivoros
domésticos e selvagens, tais como os das familias Canidae (raposas, |obos, chacais, coiotes €etc.),
Mustelidae (lontras, ferrets, furdes etc.), Procyoinidae (quatis, guaxinins etc.) (BIRCHARD;
SHERDING, 1998; GESE et al., 2004; JONES et al., 2000; KELLY; SLEEMAN, 2003;
MESSLING et al., 2003; ZARNKE et al., 2004) e alguns individuos da familia Felidae (gatos
domeésticos e selvagers, ledes, tigres etc.) (BIRCHARD ; SHERDING, 1998; ENDO et al., 2004;
JONES et al., 2000), além de outras espécies nas quais foiinduzida experimentalmente (JONES
et al., 2000). Moléstias semelhantes, causadas por virus antigenicamente relacionados ao CDV,
foram descritas em focas (JONES et al., 2000; RIJKS et al., 2005; STANTON et al., 2004) e
golfinhos (JONES et al., 2000; SALIKI et al., 2002). Anticorpos contra o CDV também foram
encontrados em ursos polares (CATTET et al., 2004). Nos caes domésticos, a cinomose aparece
como a principa enfermidade viral, ndo apresentando predilecdo por ragca ou sexo, e acometendo
principalmente individuos jovens ainda ndo vacinados (BIRCHARD; SHERDING, 1998;
HOSKINS, 2004). A transmissdo se da principalmente pela via aerdgena, por meio da inalacéo

de aerossois provenientes de secrecfes corporais dos animais acometidos (HOSKINS, 2004).

2.3.4 Patogenia e sinais clinicos

A indacdo das particulas virais leva a uma infeccdo inicial das tonsilas palatinas e dos
linfonodos bronquicos (APPEL ; 1969; BIRCHARD; SHERDING, 1998). Os virus iniciam a sua
replicacdo nesses tecidos e mais tarde por meio da infeccdo de células migratérias
mononucleares (macrofagos e linfécitos), disseminam se para outros 0rgaos linféticos, tais como
baco, timo, linfonodos e medula éssea, onde infectam, aém de linfécitos maduros, células
virgens, promovendo apoptose (KUMAGAI et al., 2004) e, consequentemente, imunossupressao
(APPEL, 1969; VANDEVELDE et al, 1982; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005;
WUNSCHMANN et al., 2001). Antigenos virais sdo detectados em todos os 6rgaos e tecidos do
organismo em seis a nove dias apos a infeccdo (APPEL, 1969), desencadeando as manifestagdes



10

clinicas mais comuns da doenca — alteragdes gastrointestinais, respiratérias, oculares, dérmicas e
neurologicas (HOSKINS, 2004; JONES et al., 2000).

A presenca de sintomas, assim como a sua severidade, parece estar associada ao nivel de
anticorpos anti-CDV produzidos pelo hospedeiro. Gs animais que desenvolvem titulos de
anticorpos nais cedo limitam a dispersdo vira pelos tecidos, recuperando-se mais facilmente
apos a infeccdo. Animais que sofrem algum atraso ou falha na formagdo de tais anticorpos sdo
mals susceptiveis a infeccdo dos tecidos epiteliais e do SNC, sendo as lesbes geradas mais
severas (APPEL, 1969; APPEL et al., 1982).

A infeccdo dos tecidos epiteliais promove sinais e sintomas clinicos que variam de
moderados a severos. Os animais acometidos podem apresentar diarréia, vémitos, anorexia,
desidratacdo, descarga nasal e ocular, bronquite, pneumonia, hipergqueratose de coxins, erupgoes
cutdneas e pustulas abdominais, entre outras ateracbes (BIRCHARD; SHERDING, 1998;
HOSKINS, 2004; JONES et al., 2000; KOUTINAS et al., 2004). O acometimento do SNC gera
ataxia, tremores intencionais de cabega, movimentos mastigatorios cronicos, andar em circul os,
convulsdes e, menos freguentemente, cegueira e paralisia (ALLDINGER et al, 1993; HIGGINS
et al, 1982; HOSKINS 2004). Em alguns animais, o CDV persiste nos tecidos nervosos e
ocasiora uma encefaite tardia, chamada encefalite do cdo velho, que se assemelha a
panencefalite esclerosante subaguda desenvolvida em humanos adultos infectados na infancia
pelo virus do sarampo (JONES et al., 2000). As lesdes do SNC correspondem as alteragdes mais
graves da doenca e geralmente culminam com o 6bito dos animais (APPEL et al., 1982; JONES
et al., 2000).

2.3.5Patogenia da afeccdo do SNC

O mecanismo pelo qual o CDV penetra e se dispersa pelo SNC é ainda especulativo
(HIGGINS et al., 1982). Acredita-se que o CDV adentra o tecido nervoso por meio de células
mononucleares infectadas vindas da circulagdo sSistémica (SUMMERS et al., 197§;
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VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). O suporte para essa teoria vem da observagéo de que
existe migracdo de linfécitos e mondcitos hematdgenos para o interior do parénquima nervoso e
que antigenos virais sdo identificados nestas células (SUMMERS et al., 1978).

Em 1969, Appel descreveu a trgetdria do CDV no SNC. Inicialmente, o virus foi
identificado em céulas mononucleares presentes na piamater. Em seguida, células
mononucleares infectadas foram encontradas no LCR e nas regifes perivasculares do tecido
nervoso. Posteriormente, células ependimarias e gliais foram infectadas e, por fim, houve o
acometimento de neurdnios. A presenca de antigenos virais também foi constatada em c@ulas do
plexo corGide (ALLDINGER et al., 1993; HIGGINS et al., 1982; MITCHELL et al., 1991,
SUMMERS et al., 1978).

2.3.5.1 Desmiedlinizagdo na cinomose

A desmielinizagdo causada pelo virus da cinomose pode ser encontrada em diferentes
regides do SNC. Acomete principalmente a substancia branca do cerebelo e do mesencéfalo
(ALLDINGER €t al., 1993; VANDEVELDE & al., 1982; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN,
2005), os pedunculos cerebelares (HIGGINS et al., 1982) e outras regifes do cérebro e da medula
espinhal (VANDEVELDE et al., 1982), sendo mais intensamente observada nas regides
perivasculares (VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005), subependimarias e subpias, € ao redor
do quarto ventriculo (APPEL et al., 1982; SUMMERS et al., 1979; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005), dém das &reas adjacentes as células infectadas (MITCHELL et al.,
1991).

Histologicamente, as lesdes desmielinizantes caracterizam-se por vacuolizacdo e perda
multifocal de mielina (ZURBRIGGEN et al., 1998) e, no SNC, podem apresentar-se sob duas
formas distintas: uma aguda, inicial, ndo acompanhada por processo inflamatorio, e uma cronica,
posterior, na qual a inflamac&o torna-se presente (TIPOLD et al., 1999; VANDEVELDE et al.,
1982; VANDEVELDE; ZURBRGGEN, 1995, 2005; WUNSCHMANN et al., 1999, 2000;
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ZURBRIGGEN et al., 1993). A forma aguda se correlaciona com a imunossupresséo inicial
gerada pelo virus e a crénica com o restabelecimento do nimero de linfocitos na circulagdo
periférica (ALLDINGER et al, 1996; VANDEVELDE & al, 1982; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005; WUNSCHMANN et al., 2000).

A desmidlinizacdo aguda é caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes na auséncia de
infiltragdo mononuclear (GLAUS et al., 1990; VANDEVELDE et al.,, 1981, 1982,
VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995, 2005; ZURBRIGGEN et al., 1993). Apresenta
vacuolizacdo da mielina e uma extensa proliferacdo e hipertrofia de astrocitos, nos quais se
observam inclusdes virais no nucleo e no citoplasma (GLAUS et al., 1990; VANDEVELDE et
al., 1982; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005).

Na forma crénica, além da desmidlinizacdo severa e da reac8o astrocitaria intensa,
observam se disperséo de células inflamatdrias pelo parénquimanervoso (VANDEVELDE et al.,
1982, VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005; WUNSCHMANN et al., 1999, 2000) e presenca
de manguitos perivasculares (ALLDINGER et al.,, 1996; BOTTERON & al.,, 1992;
VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995), congtituidos por plasmocitos, mondécitos e linfocitos
(BAUER et al., 2001; BOTTERON et al., 1992; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995, 2005).
Observa-se também diminuicdo na expressdo de proteinas virais pelas células infectadas, que
pode estar relacionada a0 clearance viral, gerado pela resposta imunologica do hospedeiro
(ALLDINGER et al., 1993; MITCHELL et al., 1991; ZURBRIGGEN et al., 1993).

As causas da desmielinizacdo, tanto na forma aguda como na crénica, sdo ainda pouco
esclarecidas (BOTTERON et al., 1992; MITCHELL e al., 1991; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 1995, 2005). Alguns mecanismos poderiam ser sugeridos como promotores da
perda de mielina, como, por exemplo, aacéo direta dos virus sobre os oligodendrdcitos, matando-

0s ou alterando suas fungdes mielinogénicas(MITCHELL et al., 1991).

A afeccdo vird direta dos oligodendrécitos, entretanto, ndo é observada em nenhuma das
duas formas de desmielinizagdo (HIGGINS et al., 1982). Com excegdo de raras células (1 a2 %),
nas quais nucleocapsideos virais foram encontrados durante a infeccéo pelo CDV, estudos ultra-
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estruturais e imunoistoquimicos ndo demonstram a presenca de artigenos virais no interior de
oligodendrocitos, mesmo nos que apresentam sinais de degeneracdo (GLAUS et al., 1990;
ZURBRIGGEN et al., 1993). Apesar de Zurbriggen et al. (1993) terem constatado a presenca de
sequiéncias de acidos nucléicos virais em diversos oligodendrocitos, tais células ndo continham
particulas virais completas, indicando que, apesar da infeccdo evidente, a replicacdo viral ndo
ocorre nesse tipo celular e, portanto, a degeneracdo dessas células ndo se deve a infeccdo pelo
CDvV.

Uma vez descartada a acdo viral direta sobre os oligodendrdcitos (GLAUS et al., 1990;
ZURBRIGGEN et al., 1993) e devido a alta sensibilidade dessas céulas a agdo de alguns
elementos do sistema imunol6gico (BENN et al., 2001), as reagbes imunomediadas tém sido
sugeridas como promotoras da desmielinizacdo (MITCHELL et al., 1991; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 1995). Assim, a destruicdo da mielina poderia ser desencadeada ou por um
processo indireto (bystander) — devido a acéo de fatores tdxicos citocinas e anticorpos liberados
durante aresposta imune antiviral (BOTTERON et al., 1992; BRUGGER et al., 1992; BURGE et
al., 1989; MITCHELL et al., 1991; VANDEVELDE et al., 1981) — ou pela sensibilizacdo do
sistema imunologico contra por¢des da mielina semelhantes a componentes virais BRADL,
1996; MITCHELL et al., 1991; WUNSCHMANN et al., 1999).

A desmielinizacdo imunomediada € fundamentada por diversos estudos que demonstram a
presenca de células inflamatérias e elementos do sistema imunoldgico no parénguima nervoso
durante o processo de desmielinizagdo. Macrofagos (BOTTERON et al., 1992; BRUGGER et al.,
1992; BURGE et al., 1989; HICKEY, 1999; 2001), linfécitos B e seus anticorpos
(VANDEVELDE et al., 1981; WUNSCHMANN et al., 1999), linfécitos T auxiliares (CD4+) e
citotoxicos (CD8+), entre outras células, ja foram descritos, exercendo suas fungdes no interior
do SNC (TIPOLD et al., 2001; VANDEVELDE et al., 1982; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN,
1995, 2005; WUNSCHMANN et al., 2000).

Sabe-se que 0 CDV, assim como outros virus que codificam proteinas capazes de se
integrar @ membrana celular, atrai elementos do sistema imunolégico para o interior do SNC
(NEUMANN, 2001; SHEK et al., 1980), entretanto, os mecanismos pelos quais tais células
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conseguem adentrar o tecido nervoso sdo pouco esclarecidos. Acredita-se que 0 sistema
imunol 6gico monitore o SNC de forma semelhante a realizada em outros tecidos (ALOISI, 2001;
HICKEY, 1999, 2001), visando a eliminacdo de agentes potencialmente deletérios (BRADL,
1996). Assim, linfdcitos T e B, independentemente da sua especificidade, penetram o parénguima
nervo so, apos ativacao periférica, em busca de antigenos especificos (BRADL, 1996; HICKEY,
1999, 2001). Os macréfagos, por sua vez, ja estdo presentes em algumas regides do SNC, como
nas meninges, nos plexos cordides e nos espagos perivasculares (ALOISI, 2001; WILLIAMS et
al., 2001), e sdo recrutados da circulagdo sistémica nos processos de infeccdo do tecido nervoso
por quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias liberadas (ALOISI, 2001; TIPOLD et al., 1999). A
presenca de antigenos no SNC promove a agdo de linfécitos (WUNSCHMANN et al., 1999,
2000) e macrofagos (APPEL et al., 1984; BAUER et al., 2001; BOTTERON et al., 1992;
BRUGGER et al., 1992; BURGE et al., 1992), podendo causar degeneracdo mielinica
(VAN DEVELDE; ZURBRIGGEN, 1995).

Os mecanismos descritos, de degeneracéo mielinica mediada pelo sistema imunoldgico,
podem ser aplicaveis no desencadeamento da forma cronica de desmielinizac&o, visto que células
inflamatdrias e seus produtos encontramse presentes em grandes quantidades nessa fase
(BOTTERON et al., 1992; TIPOLD et al., 1999). A desmielinizacéo da fase aguda, no entanto,
parece ndo apresentar natureza imunomediada. Apesar de linfécitos T (TIPOLD et al., 1999,
2001; WUNSCHMANN et al., 1999, 2000) e B (VANDEVELDE et al., 1981) serem
identificados durante a fase desmielinizante inicial, tais células ndo se encontram em quantidades
suficientes para produzir lesdes (VANDEVELDE et al., 1982, WUNSCHMANN et al., 1999).
Na fase aguda, portanto, acredita-se que a desmielinizacdo sejagerada pela acdo direta dos virus
sobre outros tipos celulares, como os neurénios ou as células da neurdglia (MITCHELL et al.,
1991), que poderiam promover destruicdo dos oligodendrécitos como efeito secundario (GLAUS
et a., 1990; SUMMERS et a., 1979; VANDEVELDE et al. 1982; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 1995; ZURBRIGGEN et al., 1998).

Alguns experimentos foram realizados para verificar a possivel participacdo das células
nervosas no desencadeamento da desmielinizagéo inicial. Observouse que a infeccdo neuronal
direta pode resultar em degeneracédo axonal e conseqiente perda de mielina. Entretanto, amaioria
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dos neurbnios infectados pelo CDV permanece intacta e, portanto, ndo pode por s SO,
desencadear a perda macica de mielina observada nas lesdes desmielinizantes (HIGGINS et al.,
1982).

A replicacdo dos virus nas céulas gliais também € sugerida como causa de
desmielinizacdo aguda (ALLDINGER et al., 1993; GLAUS et al., 1990; ZURBRIGGEN et al.,
1986).

A micréglia, capaz de responder prontamente a uma ampla variedade de estimulos
(ALOISI, 2001), desenvolvendo fungdes inflamatorias tais como a apresentagcdo de antigenos e a
liberacdo de toxinas e citocinas (ALLDINGER et al., 1996; ALOISI, 2001; BURGE et al.,1989;
GIULIAN et al., 1989), constitui um exemplo de célula glid que pode estar envolvida no

desencadeamento das | esdes desmi€linizantes.

Os adrdcitos parecem também desempenhar importantes fungbes na desmielinizagéo
(GLAUS ¢t al., 1990; ZURBRIGGEN et al., 1986). Tais células constituem os principais alvos
do CDV (WUNSCHMANN et al., 1999; ZURBRIGGEN ¢ al., 1986) e reagem vigorosamente a
uma ampla variedade de insultos ao SNC, ativando genes para a producéo e liberacdo de uma
diversidade de elementos, como proteinas, citocinas e fatores troficos (SHIMADA et al., 1998).
Além disso, as lesBes desmielinizantes iniciais sG0 simultdneas a replicacdo dos virus nos
astrécitos (VANDEVELDE et al., 1983).

Num experimento realizado por Zurbriggen et al. (1986), no qual os autores promoveram
a infeccdo de uma cultura mista de oligodendrécitos e astrécitos pelo CDV, observouse que a
infeccdo acometia os astrocitos, porém eram os oligodendrécitos que sofriam degeneracéo.
Sugeriu-=, entdo, uma correlacdo entre a perda oligodendroglial e as alteragOes provocadas pelos

virus nos astrécitos provavelmente devida aliberacéo de substancias toxicas pelos ultimos.

Apesar de aassociacdo entre as alteracdes astrocitarias e a desmielinizacdo ainda ndo ser
clara, os astrécitos parecem desempenhar papéis fundamentais em vérios aspectos das doencas
nervosas (MONTGOMERY, 1994; VANDEVELDE et al., 1983).
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2.4 OSASTROCITOS

2.4.1 ConsideragOesiniciais

Os astrécitos sdo células componentes da macroglia, caracterizadas pela presenca de
numerosos prolongamentos e responsaveis por diversas fungdes de suporte ao SNC
(MACHADO, C., 1999; MONTGOMERY,1994). Constituem as maiores e mais numerosas
células gliais presentes no SNC dos mamiferos, excedendo o nimero de neurénios na proporcao
de 10:1 (BENVENISTE, 1992, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Morfologicamente, podem ser classificados em protoplasméticos (encontrados
predominantemente na substancia cinzenta do SNC) e fibrosos (encontrados na substéncia
branca) (BENVENISTE, 1992; MONTGOMERY,1994). Os protoplasmaticos distinguem-se por
apresentar prolongamentos mais espessos e curtos, de ramificagdo profusa. Os fibrosos
apresentam  uma menor ramificacdo, sendo seus prolongamentos mais finos e longos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999).

Os adtrécitos séo provenientes de duas linhagens progenitoras, também utilizadas como
método de classificacdo (MACHADO, C., 1999). Os &strécitos do tipo | correspondem agueles
gue se desenvolvem de células comprometidas apenas com a linhagem astrocitaria, e os astrécitos
do tipo Il derivam de progenitoras bipotenciais (células O2-A), que podem diferenciar-se tanto
em astrocitos como em oligodendrécitos (BENVENISTE, 1992; MONTGOMERY, 1994),
dependendo dainfluéncia ambiental (BENVENISTE, 1992). De forma geral, os astrocitos do tipo
| sGo considerados andlogos aos astrocitos protoplasmaticos e os do tipo Il, aos fibrosos
(BENVENISTE, 1992; MONTGOMERY/, 1994).

Os prolongamentos, ou processos astrocitarios, encontram-se diretamente relacionados a
outros componentes celularese estruturais do SNC (MONTGOMERY, 1994), como 0s neurdnios
e os oligodendrécitos (MACHADO, C., 1999). Em algumas regides, tais processos formam uma
rede funcional subependiméria, e ao redor de todo o SNC, denominada glia limitans, que



17

acompanha os capilares sangliineos que penetram o0 SNC, envolvendo-os e gjudando-os a barrar a
entrada de substancias externas no tecido nervoso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Os pés
astrocitérios, expansdes dos prolongamentos astrocitérios, envolvem capilares sanglineos e
singpses neuronais (MACHADO, C., 1999; MONTGOMERY, 1994), promovendo, além de
suporte fisico, fun¢Bes vitais para o funcionamento normal do SNC (MONTGOMERY, 1994).

Durante o desenvolvimento, os astrécitos sdo responsaveis pelo suporte fisico e pela
orientacdo da migracdo dos neurénios até o seu destino final dentro do SNC (BENVENISTE,
1992). Sdo também responsdveis pelo suporte mecanico dos oligodendrécitos, durante a
mielinizacdo, e pela producéo de fatores neurotroficos necessarios para O crescimento e
metabolismo energético dos neurdnios. Servem ainda como a maior fonte de producdo de
proteinas da matriz extracelular e de moléculas de adesdo, importantes para o desenvolvimento e
a manutencdo do SNC (MONTGOMERY, 1994).

Em relacdo ao ambiente extracelular, os astrécitos desempenham funcdes regulatérias do
pH, da osmolaridade e da concentracdo de ions e metabdlitos (BENVENISTE, 1992;
MONTGOMERY, 1994). Além disso, promovem a detoxificagdo do SNC, prevenindo o
acumulo de substancias potencialmente neurotdxicas, tais como aguns neurotransmissores e
metais pesados (MONTGOMERY, 1994; VAREA et al., 2006).

A inducdo e a manutencdo da BHE também é funcgdo astrocitéria. Tais células parecem ser
responsaveis pela formagao das tight junctions, presentes entre as células endoteliais, barrando a
entrada de muitas substancias hidrossolUveis vindas do sangue para o interior do parénquima
nervoso (BENVENISTE, 1992; MONTGOMERY/, 1994; SELMAJ, 1996).

2.4.2 Reatividadeastrocitaria

Frente as agressdes do tecido nervoso, os astrécitos respondem prontamente, tornando-se
reativos (SHIMADA et al., 1998; VANDEVELDE et al., 1983). A reatividade astrocitaria é
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definida pela proliferagdo (astrocitose) e pela hipertrofia (astrogliose) celular (BENVENISTE,
1992; MONTGOMERY, 1994; SHIMADA et al., 1998; VANDEVELDE et al., 1983). A funcédo
desse comportamento € ainda desconhecida (SHIMADA et al., 1998), entretanto, observa-se que
tal processo acompanha as lesdes desmielinizantes iniciais do tecido nervoso (VANDEVELDE et
al., 1983) e pode promover a formagéo de cicatrizes gliais que restringem as fun¢fes neuronais
(DONG; BENVENISTE, 2001; GIULIAN et al., 1989).

Apesar da associacdo da reacdo astrocitaria com a desmielinizagdo ainda ndo ser clara,
sabe-se que os astrocitos desempenham algumas fungbes imunoldgicas (BENVENISTE, 1992)
similares as dos macréfagos, liberando substancias toxicas (ZURBRIGGEN et al., 1986) que
poderiam contribuir para a iniciagdo e para a propagacdo da resposta imunoldgica e da
desmielinizacdo no interior do SNC (BENVENISTE, 1992).

A estimulagdo astrocité&ria faz com que célula expresse moléculas de MHC
(ALLDINGER et al., 1996; BRADL, 1996; VILAFRANCA et al., 1996) e secrete substéncias
gue facilitam a resposta imunol6gica (BENVENISTE, 1992; MONTGOMERY, 1994), tais como
citocinas (IL-1, IL-6, TNF-a e IFN-? (SELMAJ, 1996) e fatores estimuladores de col6nias
(CSFs), que induzem o crescimento e adiferenciacdo de macréfagos e linfocitos (BENVENISTE,
1992). O TNF a e o IFN- ? promovem agdes pro- inflamatorias, induzindo a expressdo de MHC
(ALLDINGER et al., 1996; VILAFRANCA et al., 1996) e moléculas de adesdo por células
endoteliais e do tecido nervoso, recrutando leucdcitos da circulacdo sistémica e aumentando a
permeabilidade da BHE (HICKEY, 1999, 2001). Promovem também vacuolizagcdo da mielina e
apoptose de oligodendrdcitos (BENN et al; PROBERT; AKASSOGLOU, 2001).

Outras fungbes pro-inflamatdrias, como a fagocitose e a apresentacdo de antigenos,
também sdo desempenhadas pel osastrocitos (BRADL, 1996; MONTGOMERY, 1994; SELMAJ,
1996; VANDEVELDE et al., 1981; VILAFRANCA et al., 1996). Os astrécitos, porém, nao
expressam algumas moléculas co-estimuladoras necessarias aativagdo completa dos linfécitos T
CD4+ (responsaveis pelo inicio da reacdo imunolégica) (ABBAS et al., 2000), promovendo
apoptose (NEUMANN, 2001) ou anergia de tais células (DONG; BENVENISTE, 2001,
SELMAJ, 1996). Os astrocitos também possuem a habilidade de secretar substéncias
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antiinflamatérias, como o TGF-3 e a prostaglandina E, que contradizem a funcdo inflamatéria
dessas células (ALOISI, 2001; DONG; BENVENISTE, 2001).

De qualquer forma, acredita-se que os astrécitos desempenhem papéis fundamentais em
va&rios aspectos da neurodegeneracdo e prevalece o intresse em se correlacionar a fungéo
astrocitéria com as doencas nervosas(MONTGOMERY, 1994; VANDEVELDE et al., 1983).

2.4.3 Proteinas do citoesqueleto ereatividade astrocitaria

A astrogliose observada durante os processos de injaria do SNC, especiamente na
desmielinizacdo (VANDEVELDE et al., 1983), inclui 0 aumento na quantidade dos filamentos
intermediarios que comp&em os astrécitos (MONTGOMERY , 1994).

Os filamentos intermediarios, assim como 0s microtubulos e os microfilamentos, sdo
proteinas estruturais que compdem o citoesqueleto. Condicionam a forma celular e, em conjunto
com proteinas motoras, possibilitam a movimentacdo de estruturas citoplasméticas e da prépria
célula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999). Nos astrocitos, tais proteinas sdo chamadas de fibrilas
gliais, sendo a proteina glia fibrilar &cida (GFAP) e a vimentina (VIM), dois importantes
representantes dos filamentos intermediarios astrocitérios (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999;
TAKAMIYA et al., 1988).

A GFAP é o principal componente estrutural dos astrocitos de individuos adultos
(BENVENISTE, 1992; MONTGOMERY, 1994). A vimentina, por outro lado, é predominante
no periodo embrionario, sendo perdida conforme o amadurecimento celular, & medida que a
expressdo da GFAP aumenta Segundo Pixley e Vellis (1984), a positividade para a VIM parece
estar relacionada a0 contato das células com espacos extracelulares. Desta forma, durante o
amadurecimento e a proliferacdo celular pods-natal — quando os astrécitos tomam contato com
outros tipos celulares e 0 espaco extracelular, consequentemente, diminui — a VIM deixa de ser
expressa e é graduamente substituida pela GFAP. A GFAP, portanto, correlaciona-se com
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astrécitos maduros enquanto aVIM esta vinculada a astrécitos ainda em fase de desenvolvimento
(PIXLEY; VELLIS, 1984; TAKAMIYA etal., 1988).

O aumento na expressdo de GFAP e VIM poés-injaria indica reatividade astrocitaria
(BENVENISTE, 1992; PEKNY et al., 1999; TAKAMIYA et al., 1988). Nas lesdes do SNC, a
expressao de GFAP pelos astrécitos torna-se muito intensa, inclusive em regides afastadas dos
focos de lesdo (BONDAN et al., 2003; VANDEVELDE et al., 1983), e a VIM, antes perdida,
volta a se expressar (TAKAMIYA et al., 1988). A funcdo exata do aumento das fibrilas gliais
astrocitarias durante os processos de injuriado SNC é ainda desconhecida (PEKNY et al., 1999);
entretanto, tais mudangas nos filamentos intermediarios dos astrocitos sdo Uteis na avaliagdo de
alteracOes reativas destas células apos agressdes (BONDAN et al., 2003).

A imunoistoquimica (IHQ) é o principal método utilizado na identificagdo da reatividade
astrocitéria, possibilitando, por meio da aplicacdo de anticorpos contra moléculas especificas do
tecido experimental, a caracterizacao das células estudadas (TOTTERDELL et al., 1992). Neste
processo, a marcagdo para GFAP é relativamente especifica para astrocitos (MONTGOMERY,,
1994). A VIM, por outro lado, acaba identificando também células de origem mesenquimal, tais
como macroéfagos, microgliécitos e células endoteliais, ependimarias, do plexo corbide e das
meninges.

Diversos estudostém avaliado a reatividade astrocitéria, durante os processos de injaria
do SNC, pela marcacd imunoistoquimica das proteinas gliais Lemos e Aless (1999)
identificaram hipertrofia astrocité&ria pela marcacdo imunoistoquimica da GFAP, no SNC de
cavalos com leucoencefalomaléacia. Headley et al. (2001) observaram imunorreatividade
astrocitaria aumentada para a GFAP no cerebelo de cdes com cinomose. Estudos de
desmielinizacdo focal do tronco encefdico de ratos Wistar, pela injecdo intracisternal do agente
gliotéxico brometo de etidio, constataram astrogliose evidenciada pelo aumento de expressao de
GFAP e pela reexpressdo de VIM em astrocitos da periferia lesional (BONDAN et al., 2003;
SANCHEZ et al., 2006). Por essa razéo, e uma vez que o aumento na quantidade de fibrilas gliais
pos-injuria ja foi referido em astrécitos infectados pelo virus da cinomose (GLAUS et al., 1990),



21

a avaliagdo morfolégica por meio da reacdo imunoistoquimica, do comportamento astrocitario

frente ainfeccdo e a desmielinizagcdo do SNC pelo CDV torna-se importante.
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3MATERIAL E METODO

3.1 Material Experimental

Para a realizacdo deste estudo, o materia utilizado foi obtido de arquivos de necropsia do
Departamento de Patologia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Foram comparadas
amostras de cerebelo e de tronco encefdlico de animais que vieram a Obito com diagndstico
histopatol 6gico de cinomose e de animais clinicamente normais (sem alteracdes observaveis no
SNC). Foram selecionadas para andlise somente amostras que se adequavam aos seguintes
critérios: amostras que ndo permaneceram por mais de uma semana em formol tamponado a 10%
e, no caso dos animais doentes, que apresentavam vacuolizacdo tecidual e algum grau de
infiltracdo inflamatdria perivascular (desmielinizacdo cronica). Apos selecdo, oito amostras de
cerebelo e cinco de tronco encefdico de animais com cinomose e duas amostras, dessas mesmas
regides, de animais normais foram utilizadas. Tais amostras foram previamente fixadas em
formol a 10% e incluidas em parafina.

3.2 Marcagdo Imunoistoquimica da GFAP e da Vimentina

A marcagdo imunoistoquimica da GFAP e da vimentina foi realizada pelo método indireto
do complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) (HSU et al., 1981; HSU; RAINE, 1981). Paratal,
anteriormente a realizacdo da técnica, foram realizados cortes transversais (de 5um) das amostras
recebidas para montagem de laminas histolégicas. De cada amostra, um corte foi submetido a
coloracéo por hematoxilina e eosina (HE), servindo como controle histopatol égico, e dois cortes
foram coletados em laminas silanizadas', para submissdo a marcagdo imunoistoguimica da GFAP
e da vimentina, respectivamente. A prova imunoistoquimica foi realizada no laboratério do

Departamento de Patologia V eterindria da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade de

! Starfrost®-Objekttrager, Medite Medizintechnik
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Sdo Paulo (FMVZ-USP), seguindo o protocolo utilizado por BONDAN et al. (2003) e
SANCHEZ et al. (2006):

3.2.1 Desparafinizagdo e Hidratagdo: Os cortes colhidos em laminas silanizadas foram
submetidos a desparafinizacdo em xilol e a hidratacdo em uma seqiéncia de etanol absoluto,
etanol a 95%, etanol a 70% e agua destilada.

3.2.2 Bloqueio da Peroxidase Enddogena: Apesar de a maioria das enzimas enddgenas ser
destruida durante o processo de fixacdo b material, algumas enzimas presentes no tecido
experimental podem reagir ao processo, formando produtos que também sdo marcados durante a
prova imunoistoquimica Para prevenir a marcacao inespecifica dos tecidos, realiza-se o blogueio
da peroxidase enddégena (TOTTERDELL et al., 1992). Desta forma, apds a hidratacdo, os cortes
foram banhados por 30 minutos em uma solucéo contendo 3% de peroxido de hidrogénio e 10%
de metanol. Posteriormente foram lavados em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS, pH
7,4), diluida 1:10 em &gua destilada.

3.2.3 Recuperacdo antigénica: A recuperacdo antigénica, preparando as fibrilas gliais
(mascaradas pel os processos de fixacao e parafinizacdo) para ligacdo com anticorpos especificos,
foi efetuada pelo método de irradiacdo por microondas (LEONG et al., 1985; LOGIN;
DVORACK, 1988, 1993) em amostras imersas em solucdo &cida (CATTORETTI et al., 1993).
Paratal, as |aminas com os cortes aderidos foram imersas em tamp&o citrato 0,01M (&cido citrico
0,01M e citrato de sbdio 0,01M, em &gua destilada, 1:3, pH 6,0) e submetidas a trés fervuras, de
cinco minutos cada uma, em forno de microondas convenciona (poténcia mMaxima).

Posteriormente, as |aminas foram resfriadas por 20 minutos e lavadas em PBS.

3.2.4 Incubacdo com anticorpo primario: Todos os cortes foram incubados em camara Umida,
a4° C, por 24 horas, com 200 pl de anticorpo primario policlonal anti-GFAP? ou com anticorpo
monoclona anti-VIM?, padronizados, respectivamente, nas dilui¢des 1:1000 e 1:200, que, por
titulac8o prévia, foram consideradas as mais adequadas (BONDAN et al., 1993; SANCHEZ et

2 Rabbit anti-cow GFAP, code number Z0334, DAKO
% Mouse arti-swine VIM, code number MO725, DAKO
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al., 2006). Para a diluicdo foi utilizada solu¢éo contendo soro-albumina bovina a 5% em agua
destilada (1,25 ml), azida sddica a 5% em &gua destilada (2,5 ml) e PBS (59 ml). As laminas

foram, entdo, lavadas em PBS e submetidas a incubacdo com o anticorpo secundario.

3.2.5 Incubacéo com anticor po secundario: Os cortes foram incubados, durante uma hora em
camara Umida a 4° C, com 200 ul do anticorpo secundario biotinilado anti-imunoglobulinas de
coelho e anti-imunoglobulinas de camundongo* na diluicdo 1:100 em PBS. Apo6s alavagem das
laminas em PBS, 200 pul do conjugado estreptavidina-biotina- peroxidase®, diluido 1:100 em PBS,
foram aplicados sobre as laminas, as quais permaneceram por mais uma hora incubadas em

camaraumidaa4°C.

3.2.6 Revelacdo: Apds a lavagem das laminas com PBS, aplicaram se sobre os cortes 200l de
uma solugdo substrato-cromégeno®, congtituida de 20 pl de cromogeno DAB (33 -
diaminobenzidina em solucdo de cromodgeno) e 1 ml de substrato tamponado (tampdo HCH
imidazol, pH 7,5, contendo peréxido de hidrogénio), preparada imediatamente antes do uso. A
reacd0 da peroxidase forma um precipitado castanho visivel a microscopia de luz, que
corresponde arevelacdo dos antigenos (TOTTERDELL et al., 1992). Os cortes foram lavados em

&gua destilada e contracorados com hematoxilina por 30 segundos.

3.2.7 Desidratacéo: Apos as reacdes de coloracdo, as laminas foram submetidas a desidratacéo
em uma bateria de dlcoois (etanol a 70%, etanol a 95% e etanol absoluto) e a diafanizacdo em

xilol, sendo posteriormente montadas com resina sintética sob laminula

Todas as reagOes foram acompanhadas por laminas de controle negativo, que foram

submetidas a todas as etapas do procedimento, com excegdo da aplicacdo do anticorpo primario.

4 Novostain Super ABC Kit, Novocastra

> Novostain Super ABC Kit, Novocastra
® Sistema Substrato-Cromoégeno (DAB+ Liquido DakoCytomation®), DAKO
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3.3 Interpretacdo munoistoquimica

3.3.1 Avaliacdo dos cortes em microscopia de luz: Todos os cortes submetidos a prova
imunoistoquimica foram analisados, em microscopia de luz (com objetiva de 10X), para
identificacdo e avaliagdo da distribuicdo e do comportamento morfoldgico das células marcadas
para GFAP ou vimentina (coradas em castanho), comparando- se também tais observacdes com as
obtidas na kitura das |aminas coradas por HE. Areasde 302.952,5 pnt do cerebelo e do tronco
encefalico, dos animais com cinomose e dos animais hormais, foram selecio nadas para andlise e
comparacao. A selecdo das areas do cerebelo seguiu 0 mesmo critério utilizado por Headley et al.
(2001). De cada animal, foram selecionadas trés regides: R-1 (constituida apenas pela substancia
branca abaixo das folias cerebelares), R2 (composta pela base das folias, contendo, além da
substancia branca, as camadas granular e molecular) e R-3 (contendo as mesmas estruturas de R-
2, mas tomada da extremidade distal das folias cerebelares). De cada regido, trés medidas foram
tomadas (Figura 1A). Além disso, &reas de 302.952,5 unt da substancia branca do cerebelo
também foram analisadas quanto aimunorreatividade paraa GFAP e paraa VIM nas regifes com
e sem infiltragdo inflamatoria perivascular e nas regides com e sem degeneracdo tecidual,
comparando-se, além de animais normais e doentes (comparagdo intergrupos), a diferenca de
resposta entre as duas regides nos individuos doentes (comparagdo intragrupo). Para a andlise da
imunorreatividade perivascular para a GFAP e para a VIM, trés medidas foram tomadas dos
animais normais e uma medida foi tomada dos animais com cinomose. Na andise da integridade
tecidual da substancia branca do cerebelo, trés medidas foram tomadas dos animais normais e
duas dos animais com cinomose. Do tronco encefalico, duas regides foram selecionadas: uma
imediatamente abaixo do epéndima (r-1) e outra mais interna, na regido mais ventral do tronco
encefalico (r-11). Duas medidas, do tronco encefdico, foram tomadas de cada regido dos animais
normais (Figura 1B) e uma medida foi tomada de cada regi&o dos animais com cinomose.

Comparagdes inter e intragrupo foram estabel ecidas também para esse local.
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Figura 1 Representacéo esquematica da localizacdo A) das trés regibes cer ebelar es selecionadas (R-
1, R-2 e R-3) e B) das duas regides selecionadas do tronco encefélico (r-1 er-l1).

3.3.2 Quantificacdo da Reatividade Astrocitaria: Visto que a reatividade astrocitaria se
expressa com o aumento do nivel de fibrilas gliais no interior dos astrécitos (BENVENISTE,
1992; TAKAMIYA et al., 1988), tal processo foi determinado por colorimetria, quantificando,
em pnt, a &rea corada em castanho contida em uma é&rea total de 302.952,5 pn?. Para tal,
utilizou-se um sistema computacional de andlise de imagens, o Image-Pro Plus 4.5, considerado
um eficiente sistema de quantificagcdo de elementos marcados por reagdo imunoistoquimica
(FRANCISCO et al., 2004). Os resultados numéricos obtidos no software foram submetidos a
andlise estatistica.

3.3.3 Andlise Estatistica: Para verificar se as observacOes mensuradas seguiam ou poderiam ser
aproximadas da distribui¢do normal, empregou se a prova estatistica de Shapiro-Wilk, seguida da
inspecdo do gréfico de quantis (gg-plot). Posteriormente, métodos nédo-paramétricos foram
utilizados na andlise estatistica da amostragem, sendo a mediana utilizada como estimador da
medida de posi¢do e o intervalo interquartil — diferenca entre os valores dos percentis 75 e 25 —
empregado como estimador da medida de dispersdo. Na andlise da imunorreatividade para a
GFAP e paraa VIM nas regides perivasculares (com infiltragdo e sem infiltracéo), da substancia
branca do cerebelo (com degeneracdo e sem degeneracdo) e do tronco encefdlico (r-1 e rll),
empregouse a prova estatistica de Mann-Whitney, verificando a significancia das diferencas

intra e intergrupos. A significancia da diferenca intragrupo da imunorresatividade para a GFAP e

" Media Cybernetics, Silver Spring, EUA
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para a VIM, nas regibes R-1, R2 e R-3 do cerebelo, foi estimada pela prova estatistica de
Kruskal-Wallis. A significancia das diferencas observadas, nessas mesmas regides, entre os
animais normais e 0s animais com cinomose, foi avaliada pea prova de MannWhitney. A

significancia estatistica para todas as provas foi aceitaem a= 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo dos cortes em microscopia de luz

4.1.1 Analise histopatol 6gica

Na andlise histopatol dgica, cortes corados por HE foram avaliados em microscopia de luz.
De forma geral, observouse, nas laminas dos animais doentes, a presenca de degeneracdo
(caracterizada por microcavitagOes teciduais) em todas as amostras, variando em intensidade e
extensdo. Observouse que lesdes degenerativas mais intensas ocorreram na substancia branca
(Figura 2A) e nas regifes circunventriculares do cerebelo e do tronco encefalico. A infiltragdo de
céulas inflamatdrias foi observada em todos os cortes, especialmente nas regides perivasculares
(Figura 2B); entretanto, os manguitos formados apresentavam um numero varidvel de camadas de
células inflamatdrias. Em alguns cortes foram observados, conjuntamente, infiltrados variando de
uma até quatro camadas de células inflamatérias Corpusculos de inclusdo eosinofilicos
intranucleares foram encontrados em astrocitos. Nas amostras obtidas de animais normais, néo

foram observadas alteracdes estruturais nem anormalidades cel ulares nos tecidos.

4.1.2 Analiseimunoistoquimica

A andlise dos cortes marcados para GFAP e VIM, tanto dos animais doentes quanto dos
animais normais, foi realizada em microscopia de luz, avaliando-se a distribuicdo e o
comportamento morfologico das células positivas para ambas as proteinas. Foram consideradas
como positivas, para GFAP ou VIM, as células cujo citoplasma apresentou-se corado em marrom

intenso.

Em relacdo a GFAP, os cortes provenientes dos animais com cinomose apresentaram
marcacao difusa por toda a extensdo dos tecidos, especialmente na substancia branca e nas areas
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circunventriculares, do cerebelo e do tronco encefdlico, e nas proximidades das areas de
degeneracdo. Dentre as regides selecionadas para a quantificagdo computacional da reatividade
astrocitéria, R 1 do cerebelo (composta apenas pela substancia branca) er-1 do tronco encefdico
(composta pela regido imediatamente abaixo do epéndima) obtiveram marcacdo mais intensa A
imunorreatividade astrocitaria foi maior no grupo de animais doentes do que no de animais
normais (Figura 3A e B). As cdulas marcadas para a GFAP nos animais com cinomose
apresentaram aumento no volume do citoplasma e na extensdo dos prolongamentos celulares,
aém de coloragdo mais intensa do citoplasma. Os animais normas apresentaram menor
marcacao para a GFAP — apesar de presentes em todo o tecido, as células positivas para a GFAP
nao se apresentaram intensamente coradas, sendo 0 seu citoplasma também mais escasso do que
0 das células dos animais doentes

A marcagdo imunoistoquimica da VIM nos cortes provenientes de animais doentes
revelou que as células positivas para a proteina estavam presentes em grandes quantidades nas
regibes ®m degeneracdo e nas proximidades do quarto ventriculo. As regibes sem alteracdes
teciduais visiveis ndo apresentaram marcagao ou a marcacdo foi escassa. Outros tipos celulares,
tais como células endoteliais, ependimarias, meningeas, glia de Bergmann no cerebelo e células
monociticas fagocitarias (caracterizadas pelo seu citoplasma volumoso e espumoso) nos animais
que continham infiltragdo inflamatoria, apresentaram-se marcados para a VIM. Da mesma forma
gue a marcagdo para a GFAP, a marcacdo para a VIM foi maior nos animais com cinomose do
gue nos animais normais (Figura 4A e B). Nos animais normais, apenas alguns astrécitos
apresentaram  marcagd positiva para a VIM. Tas astrécitos estavam  presentes
predominantemente na regido subependimal e, em comparagdo aos animais com cinomose, 0
citoplasma de tais células mostrouse muito menos abundante, assim como a extensdo dos seus
prolongamentos.

Nas regibes do cerebelo com infiltragdo inflamatdria, especidmente ao redor de
manguitos perivasculares com mais de cinco camadas de células inflamatdrias, a marcagdo para a
GFAP foi menos intensa do que em outras regides da substancia branca (Figura 5A). Por outro
lado, e a0 contrério do observado na marcagdo da GFAP, as regides proximas a manguitos
perivascul aresapresentaram células morfol ogicamente compativeis com astrécitos marcadas para
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a VIM, especiamente quando os manguitos continham um ndmero maior de camadas de células
inflamatdrias. Nestas condigdes, o citoplasma das células positivas também se mostrou nais
volumoso (Figura 5B e C); entretanto, apesar da presenca de células positivas, a intensidade da

marcagdo astrocitaria a0 redor dos vasos foi menor do que a apresentada nas areas de
degeneracéo.
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Figura2 A eB. A) MicrocavitagBes teciduais mmpativeis com desmielinizag&o na substéncia branca
do cerebelo de um cdo com cinomose. Obj. 10x. B) Infiltracdo inflamatéria perivascular no SNC de
um c&o com cinomose. Obj. 10x.
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Figura 3A e B Marcacdo imunoistoquimica da GFAP na substancia branca do cerebelo de animais
com cinomose (A) e deanimais normais (B). Obj. 10x.
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Figura5A, B e C Expressdo da GFAP (A) eda VIM (B e C) naregido perivascular de vasos com
infiltracdo inflamatoria no SNC de caes com cinomose. Obj. 10x (A e C). Obj. 20x (B).
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4.2 Quantificacdo da reatividade astrocitaria e analise estatistica

A avaliagdo estatistica do resultado numérico obtido na quantificagcdo computacional da

area ocupada pelas células marcadas paraa GFAP e aVIM encontra-se discriminadaa seguir.

A andise edtatistica das regides cerebelares (R1, R-2 e R-3) revelou diferenca
significativa (P < 0,0010) entre 0s animais com cinomose e 0s animais normais, sendo os valores
obtidos, na marcacéo paraa GFAP e paraa VIM, menores nos animais normais (Tabela 1; Figura
6A e B). Observouse, ainda nessa andlise, diferencas importantes (P = 0,0160) entre as regides
R-1 e R-3 em relagdo a VIM, sendo a marcagdo para a VIM maior em R1 do que em R-3. Na
andlise da substancia branca do cerebelo quanto a presenca ou néo de nfiltragdo inflamatoria,
constatouse que 0s animais hormais apresentaram menor marcacao para a GFAP e paraa VIM
(P < 0,0001) do que os animais doentes, independentemente e, nestes, o tecido apresentar ou
ndo infiltracdo inflamatéria (Tabela 2; Figura 7A e B). Na comparacdo intragrupo (animais
doentes com e sem infiltracdo inflamatéria), nenhuma diferenca considerada significativa foi
observada. A andlise da substancia branca do cerebelo quanto a marcacdo para a GFAP e para a
VIM, na presenca ou auséncia de degeneracdo tecidual, demonstrou que tal marcacdo foi
significativamente menor (P < 0,0001) nos animais normais, independentemente da presenca ou
ndo de degeneracdo nos doentes (Tabela 3; Figura 8A e B). Além disso, a marcacdo paraa VIM
indicou diferenca entre as situagdes com e sem degeneragcdo — a marcacdo foi significantemente
maior (P = 0,0033) nas regides com degeneracdo. Em relacdo as regides selecionadas do tronco
encefdlico (r-I e r-1), observorse que a marcagdo para a GFAP e para a VIM foi
significativamente menor (P < 0,0010) nos animais normais em comparagao aos animais doentes
(Tabela 4; Figura 9A e B). Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na andlise intragrupo
(comparagdo das regides r-1 e r-11) da marcacéo para a GFAP e para a VIM no tronco encefdico
dos animais com cinomose e dos animais sadios.
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Tabela 1 Area (em um’) de expressio da GFAP e da VIM no cerebelo de animais normais e com
cinomose

Variavel Animais normais Animaiscom cinomose Geral

GFAP

R-1 5148,21 (1222,62) 103690,50 (69027,03) 76574,77 (94278,63)
R-2 8870,50 (13625,38) 90482,20 (60431,07) 78130,25 (75201,46)
R-3 4856,03 (13929,11) 48268,38 (61327,67) 39427,80 (40492,94)
Gera 5148,21 (9226,40)* 80655,27 (82310,44) -

VIM

R-1 40,84 (140,00) 16770,93 (25760,27) 13393,83 (26183,99)
R-2 278,21 (196,55) 4219,08 (10794,27) 2417,41 (9677,48)
R-3 108,66 (179,95) 1310,75 (2187,02) 635,48 (2285,71)IO
Gerd 162,31 (247,77)% 4219,08 (16393,60) -

Os dados sdo apresentados na forma de mediana (intervalo interquartil).

R-1 - substancia branca abaixo das folias cerebelares;, R2 - base das folias, contendo a substéncia branca e
as camadas granular e molecular do cerebelo; R-3 - extremidade distal das folias, contendo a substancia
branca e as camadas granular e molecular do cerebelo.

% indica diferenca, com grau de significancia em P < 0,0010, em relagdo aos animais com cinomose,
independentemente do local mensurado.

® indica diferenca, com grau de significancia em P = 0,0160, em relacdo ao local R1, independentemente
do grupo avaiado.

Tabela 2 Area (em pm?) de expressio da GFAP e da VIM na regifio perivascular da substancia
branca do cerebelo de animais nor mais e com cinomose

Variavel Animais normais Animaiscom cinomose
GFAP

Ausénciadeinfiltracdo inflamatéria ~ 4058,24 (3692,10)* 85493,77 (104515,71)
Presencade infiltragdo inflamatoria - 86757,39 (27583,08)
VIM

Ausénciadeinfiltracdo inflamatéria 237,79 (342,72)% 3538,77 (7635,34)
Presenca deinfiltracdo inflamatdria - 10371,51 (43253,03)

Os dados sGo agpresentados na forma de mediana  (intervalo  interquartil).
# indica diferenga, com grau de significancia em P < 0,0001, em relagdo aos animais com Cinomose,
independentemente da situacao.
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Tabela 3 Area (em um’) de expressdo da GFAP e da VIM na substancia branca do cerebelo de
animais normais e com cinomose

Variavel Animais normais Animaiscom cinomose
GFAP

Auséncia de degeneragdo 5148,21 (1222,62)* 76278,91 (71222,20)
Presenca de degeneracéo - 57910,53 (104425,78)
VIM

Auséncia de degeneracéo 40,84 (140,00)* 9648,34 (24637,97)
Presenca de degeneracéo - 58082,18 (53449,24)°

Os dados sS3o apresentados na forma de  mediana  (intervalo  interquartil).
* indica diferenga, com grau de significancia em P < Q0001, em relacdo aos animais com cinomose,
independentemente da situaco.

® indica diferenca, com grau de significancia em P = 0,0033, em relagdo & situagdo sem degeneracio,
intragrupo.

Tabela 4 Area (em pm?) de expressdo da GFAP e da VIM no tronco encefélico de animais normais e
com cinomose

Variavel Animais normais Animaiscom cinomose Geral

GFAP

r-| 24888,89 (26237,17) 95907,55 (97893,38) 48488,43 (72968,92)
r-1 9960,99 (4633,26) 87978,17 (43478,54) 59618,21 (85219,96)
Gerd 12557,10 (8676,01)* 95802,90 (90214,70) -

VIM

r- 610,92 (1052,07) 13047,90 (40633,60) 2002,82(17559,37)
r-11 47,70 (41,59) 2330,32(1774,43) 1741,16 (2460,36)
Gerd 101,60 (372,92)* 2722,37 (8627,00) -

Os dados sfo apresentados na forma de mediana (interval o interquartil).
r-1 - regido do tronco encefdico imediatamente abaixo do epéndima; kIl - regido mais ventral do
tronco encefdlico.

% indica diferenca, com grau de significancia em P < 0,0010, em relagdo aos animais com cinomose,
independentemente da regido mensurada.
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Figura8 A e B Expressdo de GFAP (A) ede VIM (B) na substéncia branca do cerebelo de animais
normais e com cinomose na auséncia e na presenca de degeneragéo tecidual.
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Figura 9 A eB Expressdo de GFAP (A) edeVIM (B) no tronco encefélico de animais normais e com

cinomose.
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5 DISCUSSAO

Dada a importancia da elucidagdo dos eventos celulares envolvidos na patogenia das
doencas desmielinizantes do SNC, este estudo teve por objetivo avaliar a resposta morfologica e
a distribuicdo de astrocitos no SNC de cdes infectados pelo virus da cinomose (CDV) —
importante doenca infecciosa de cées e outros carnivoros cuja desmielinizacdo promovida no
SNC se assemelha, em vérios aspectos, a desenvolvida em diversas doencas desmielinizantes
humanas.

Uma vez que os astrécitos sdo células responsaveis por numerosas fungdes de suporte ao
SNC e gue respondem prontamente a uma ampla variedade de insultos ao tecido nervoso
(proliferando e aumentando suas dimensdes) (BENVENISTE, 1992; DONG; BENVENISTE,
2001; MONTGOMERY, 1994; PEKNY et al., 1999; TAKAMIYA et al., 1988; VANDEVELDE
et al., 1983), 0 estudo do comportamento dos astrécitos nas lesdes desmielinizantes do SNC é
importante, especiddmente na inferéncia de possivels fungdes dessas células na mediagdo do
processo inflamatério relacionado a desmielinizacdo. Funcbes astrocitérias na liberacdo de
substancias pro-inflamatérias e antiinflamatérias ja foram descritas por diversos autores
(ALOISI, 2001; BENVENISTE, 1992; DONG; BENVENISTE, 2001; MONTGOMERY, 1994,
SELMAJ, 1996) e os astrocitos correspondem a principal célula infectada pelo CDV
(WUNSCHMANN et al., 1999; ZURBRIGGEN ¢t al., 1986).

Neste estudo, amostras de cerebelo e de tronco encefdico de animais que vieram a 6bito
por cinomose foram utilizadas. A escolha de tais regifes baseou se em informagdes anteriores de
gue o cerebelo € considerado um dos locais de escolha para a pesguisa de lesdes histopatol 0gicas
promovidas pelo CDV. O mesencéfalo (componente do tronco encefdlico), por sua vez, €
também descrito como uma das principais regides acometidas por lesdes desmielinizantes na
cinomose (ALLDINGER & al., 1993; VANDEVELDE & al., 1982; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005). Além disso, estudos sobre o comportamento astrocitario na

desmielinizagdo do SNC foram desenvolvidos no tronco encefdlico de ratos Wistar, servindo
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como parametro para a comparacdo de resultados (BONDAN et al., 2003; SANCHEZ et al.,
2006).

A andlise do comportamento astrocité&rio foi redlizada por meio da marcacdo
imunoistoquimica de duas importantes proteinas componentes dos filamentos intermediarios dos
astrocitos—a GFAP e aVIM — cujo aumento durante os processos de injUr ia dos tecidos nervosos
sinadliza a reatividade astrocitaria (BENVENISTE, 1992; PEKNY et al., 1999; TAKAMIYA et
al., 1988). A prova imunoistoquimica evidenciou as células procuradas por meio de uma reacdo
de coloracdo, pela ligacdo de moléculas presentes no interior dos astrocitos (GFAP e VIM) com
anticorpos especificos marcados, promovendo, como efeito final, a coloragdo em castanho do
citoplasma das células positivas para as proteinas procuradas. Em comparagcdo as técnicas
tradicionais de coloracdo tecidual, como, por exemplo, a coloracdo de cortes por hematoxilina e
eosina (HE), a marcagdo imunoistoquimica representa um metodo mais eficiente de identificacéo
celular (BRASILEIRO FILHO et al., 1998; TOTTERDELL et al., 1992). Apesar ce a coloragao
por HE conseguir identificar a reatividade astrocitaria em microscopia de luz (pelo aumento da
eosinofilia celular), h& dificuldade na distingdo entre os astrocitos e outros tipos celulares, como
alguns peguenos neurdnios (MONTGOMERY, 1994).

O método imunoistoquimico utilizado neste estudo foi o de marcagdo indireta,
empregando-se anticorpos primarios contra os antigenos teciduais e anti-anticorpos conjugados a
moléculas marcadoras. A técnica indireta de marcacéo imunoistoquimica é representada por dois
meétodos principais. o da peroxidase anti-peroxidase (PAP) e o da avidina-biotina-peroxidase
(ABC) (BRASILEIRO FILHO et al., 1998; TOTTERDELL et al., 1992). Segundo Hsu e Raine
(1981) e Hsu et al. (1981), dentre os métodos disponiveis, 0 ABC € 0 que apresenta maior
eficiéncia. Ao contrario do PAP, que consiste na reacdo em cadeia de trés anticorpos
(BRASILEIRO FILHO et al., 1998), o método ABC faz uso de anticorpos primérios e de
anticorpos secundarios conjugados a biotina que reagem com o complexo avidina-biotina-
peroxidase e promovem a marcacdo antigénica de forma mais sensivel e especifica
(BRASILEIRO FILHO et al., 1998; TOTTERDELL et al., 1992). A marcacdo pelo método ABC
foi usada com grande eficiéncia nos estudos de Bondan et al. (2003) e Sanchez et al. (2006), que
avaliaram o comportamento astrocitario em lesdes desmielinizantes induzidas no tronco



44

encefalico de ratos Wistar. O mesmo método foi utilizado por Headley et al. (2001) na andlise do
cerebelo de cées infectados pelo CDV.

Neste estudo, o método utilizado para a marcagdo das proteinas gliais foi o ABC,
seguindo 0 mesmo protocolo utilizado por Bondan et al. (2003) e Sanchez et al. (2006). Os
anticorpos primarios foram diluidos nas proporcdes 1:1000 (anti-GFAP) e 1:200 (arti-VIM),
demonstrando a possibilidade de utilizagdo de quantidades menores de anticorpos com ata
eficiéncia de marcacdo. Headley et al. (2001) utilizaram anticorpos primérios anti-GFAP na
diluicdo 1:400. Lemos e Aless (1999), por sua vez, utilizaram a diluicdo de 1:300 na marcagao
imunoistogquimica, pelo método PAP, da GFAP no SNC de cavalos com leucoencefalomalacia
(LEM).

Segundo Totterdell et al. (1992), a escolha da diluicdo a ser utilizada dos anticorpos
primarios na marcagdo imunoistoquimica de tecidos depende do método de fixacdo e do de
reativacdo antigénica. Neste caso, a diluicéo utilizada se adequou perfeitamente ao objetivo do
trabalho. A fixacdo dos tecidos foi realizada em formol a 10% e a reativagdo antigénica seguiu a
técnica de irradiacBo de microondas sobre os cortes imersos em solucdo é&cida, conforme
realizado por Bondan et al. (2003), Sanchez et al. (2006) e Headley et al. (2001) em seus
experimentos. Segundo Leong et al. (1985) e Login e Dvorack (1988; 1993), a recuperacéo
antigénica pelo forno de microondas é importante por preservar a citomorfologia e aumentar a
antigenicidade das moléculas mascaradas pelo processo de fixagdo. A associacdo desta técnica a
imersdo das laminas em solugdo &cida promove grande eficiéncia na reativacdo de antigenos
teciduais, reduzindo a marcacdo de estruturas nao-especificas e melhorando a visualizacéo celular
na andise histopatologica (CATTORETTI et al., 1993). Neste trabalho utilizouse o tampéo

citrato como solucdo &cida.

A reatividade astrocitéria foi estipulada pela andlise dos cortes no software Image Pro-
Plus 4.5, avaliando-se o nivel de marcagdo para GFAP ou VIM (dada em un¥, pela quantificacéo
da 4rea corada em castanho contida em uma é&rea total de 302.952,5 unt). A reatividade
astrocitéria foi edimada com base na hipertrofia astrocitaria, visto que em experimentos
anteriores a hiperplasia astrocitaria observada durante os processos de desmielinizagdo foi
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minima — os astrécitos aumentavam em tamanho, mas ndo em nimero (BONDAN et al., 2005;
HEADLEY et al., 2001; SANCHEZ et al., 2006).

Segundo Francisco et al. (2004), o Image Pro-Plus 4.5 € uma dternativa vdida na
quantificacdo da imunorreatividade de moléculas teciduais. Headley et al. (2001) utilizaram a
contagem em graticula como sistema de quantificacdo da reatividade astrocitaria, aplicando uma
graticula com 100 quadrinhos sobre os cortes e estabelecendo uma relagdo entre o nimero de
quadrinhos que apresentavam positividade para células marcadas para a GFAP e o nimero tota
de quadrinhos. Lemos e Alessi (1999), por sua vez, quantificaram a reatividade astrocitaria em
um sistema computacional, contornando com o mouse a area do corpo celular e 0 comprimento
dos trés maiores prolongamentos citoplasméticos dos astrécitos. Com base na metodologia
empregada nestes dois estudos, a quantificacdo da reatividade astrocitaria pelo software Image
Pro-Plus 4.5 parece apresentar maior eficiéncia, visto que a areatotal ocupada pelos astrécitos em
um corte é estimada por colorimetria e, portanto, qualquer aumento na espessura das fibrilas

gliais pode ser quantificado, indicando a reatividade astrocitéria.

Os resultados numeéricos obtidos na andise computacional, neste estudo, foram
submetidos a andlise estatistica para verificagdo da sua significancia. Uma vez que os resultados
obtidos na andlise das amostras foram extremamente varidvels, ou sSga, ndo seguiam a
distribuicdo normal, os métodos escolhidos para avaliagdo foram os ndo-paramétricos de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis.

Na andlise das trés regides cerebelares (R-1, R-2 e R-3), uma diferenca significativa (P <
0,0010) em relagdo a imunorreatividade astrocitéria foi encontrada entre os animais com
cinomose e 0s animais normais, sendo menor nos ultimos. Diferenca significativa (P = 0,0160)
também foi ercontrada entre as regides R1 e R-3 na marcagcdo para a VIM, sendo R-1 mais
marcada do que R3. Observouse na microscopia de luz que R-1 se apresentava sempre mais
marcada, tanto para a GFAP quanto para a VIM, sendo seguida por R-2 e, por fim, R-3. Apesar
dessas observacdes ndo terem apresentado importancia estatistica, a mesma constatacéo foi feita

por Headley et al. (2001) em seu trabalho, com significancia estatistica.
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Diversos autores descreveram a substancia branca do cerebelo como um local importante
de replicagd@o viral e de desmielinizagdo (ALLDINGER et al., 1993; VANDEVELDE et al.,
1982; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005). Uma vez que R-1 corresponde apenas a
substéncia branca do cerebelo, conclui-se que 0 aumento da reatividade astrocitaria, demonstrado
nesta regido, acompanha o processo desmielinizante do SNC na cinomose Essa constatacéo pode
ser embasada pela observacéo feita, nos animais doentes, de que regides da substancia branca
com aeas de degeneracdo compativels com desmidinizacdo apresentavam marcagdo
significantemente superior paraa VIM (P = 0,0033) do que as areas sem degeneracdo. Na andlise
dos cortes em microscopia de luz, a marcacdo para a GFAP no cerebelo dos animais doentes
também se apresentou mais evidente nas regifes com degeneracdo tecidual do que nas regides
sem degeneracdo, apesar de ndo se ter obtido significancia estatistica. A reatividade astrocitaria
(observada pelo aumento na expressao dessas proteinas gliais) pode, portanto, estar relacionada a
desmielinizagdo. A liberagdo de fatores toxicos e citocinas (tais como o IFN-? e o TNFa),
potencialmente deletérias a mielina ou aos oligodendrécitos, ja foi descrita em astrécitos
(BENVENISTE, 1992; DONG; BENVENISTE, 2001; MONTGOMERY, 1994; SELMAJ,
1996). Desta forma, a infeccdo do SNC, ou apenas dos proprios astrocitos, pelo CDV poderia
ativar fungdes inflamatorias astrocitarias, que causariam a desmielinizacdo do SNC como efeito

secundério a tentativa de combate ao virus por essas células.

A correlacdo entre a reatividade dos astrécitos presentes nas regides perivasculares da
substancia branca do cerebelo dos animais doentes com os diferentes graus de infiltracdo de
céulas inflamatdrias, vindas da circulacdo sistémica, também foi realizada neste estudo. Apesar
de as observacOes feitas em microscopia de luz terem revelado que a marcacéo da GFAP era
menor ao redor dos vasos com grandes quantidades de infiltracdo inflamat6ria e que a marcacéo
da VIM era mais evidente ao redor destes mesmos vasos, a analise estatistica desses resultados
ndo obteve significancia. Tal fato pode ter ocorrido devido a alta variabilidade de resultados
encontrados nas amostras. No entanto, com base na ocorréncia do aumento de expresséo da VIM
nesta regido, pode-se especular a respeito da reatividade astrocitéria frente a infeccdo do SNC
pelo CDV ou ainda sobre a sua agdo no processo inflamatério do tecido nervoso. Sabe-se que 0
CDV é um virus que se dissemina pelo sangue (SUMMERS et al., 1978; VANDEVELDE;
ZURBRIGGEN, 2005) e que a penetracéo de células inflamatdrias no SNC também se da pela
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circulacdo sangliinea (VANDEVELDE et al., 1982, VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005;
WUNSCHMANN et al., 1999, 2000). Uma vez que os astrocitos desempenham diferentes
funcbes de protecdo do tecido nervoso (BENVENISTE, 1992; DONG; BENVENISTE, 2001,
MONTGOMERY, 1994), o aumento da reatividade astrocitaria, observada pelo aumento na
marcacdo para a VIM nos astrocitos perivasculares, poderia estar relacionado a funcdo de
protecdo do SNC por essas células (mediando o processo inflamatério) ou a ativacdo dessas
céulas por elementos do sistema imunologico ou pelo préprio virus. A comunicagdo entre os
elementos do sistema imunol égico e os astrocitos € sugerida por alguns autores como mediadora
dos processos inflamatérios (BRADL, 1996; SELMAJ, 1996) e poderia estar relacionada também
a desmielinizagéo.

Na avaliagdo dos cortes do tronco encefalico, observouse uma diferenca significativa (P
< 0,0010), namarcagdo da GFAP edaVIM, entre os animais normais e os doentes, sendo que 0s
doentes apresentavam maior marcagdo. Na microscopia de luz, observouse nos animais doentes
gue uma marcacdo maior, tanto para a GFAP como para a VIM, aparecia nas regides
subependimérias (r-1); entretanto, nenhuma diferenca estatisticamente significante foi verificada
entre r-1 e a regido mais ventral do tronco encefdico (r-11), o que poderia ser devido a grande
variabilidade encontrada entre as amostras dos individuos de um mesmo grupo. O maior nivel de
degradacdo tecidual também se apresentou, na microscopia de luz, na regido subependiméria
Alguns autores relataram em seus experimentos a possibilidade de o CDV se dispersar por meio
do liquor (ALLDINGER & al., 1993; HIGGINS et al., 1982; MITCHELL et al., 1991,
SUMMERS ¢ al., 1978). O aumento da reatividade astrocitéria, bem como da degeneracéo
tecidual, nas regibes subependimérias, que apresentam contato com o liquor, poderia indicar uma

relacdo entre a presenca do virus, a agdo astrocitaria e a desmielinizagdo dessa regido.

Segundo Pixley e Vellis (1984) e Takamiyaet al. (1988), a VIM presente nos astrécitos é
caracteristica dos periodos embrionario e pos-natal, sendo perdida conforme ocorre o
amadurecimento dos individuos. Nas lesdes do SNC, no entanto, a VIM volta a se expressar
(TAKAMIYA et al., 1988). A reexpressao de VIM seguida a injaria foi referida nos
experimentos de Bondan et al. (2003) e Sanchez et al. (2006) nas regifes adjacentes as lesbes
desmielinizantes induzidas no tronco encefdlico de ratos Wistar. No presente trabaho, a
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reexpressao da VIM em células morfol ogicamente compativeis com astrocitosfoi observada, ndo
apenas nos sitios imediatos as lesdes degenerativas, mas em diferentes locais por toda a extensdo
do tecido. Observou-se também aumento na expressdo de GFAP fora dos sitios imediatos de
lesio nos animais doentes. Nos cavalos com LEM do estudo de Lemos e Aless (1999), a
reatividade astrocitéria extralesional para a GFAP foi observada em regiGes sem alteracdes
teciduais visiveis, sugerindo a participacdo astrocitaria na patogenia da LEM. Headley et al.
(2001) também relataram a possibilidade de participacdo astrocité&ria na patogenia da
desmielinizagdo do SNC em caes com cinomose (observada pelo aumento na expresséo da GFAP

nestes animais).

Uma vez que os astrocitos possuem a habilidade de liberar mediadores pro-inflamatérios
(BENVENISTE, 1992; DONG; BENVENISTE, 2001; MONTGOMERY, 1994; SELMAJ,
1996), a acdo deste tipo celular no desencadeamento de uma reagcdo inflamatéria seguida a
infeccdo do SNC pelo CDV, com conseqiente desmielinizagdo do tecido nervoso, pode ser
sugerida. Por outro lado, acdes antiinflamatdrias também sdo descritas em astrécitos (ALOISI,
2001; SELMAJ, 1996). Assim, da mesma forma que a microglia, os astrocitos poderiam exercer
funcbes mediadoras da resposta inflamatéria antiviral, realizando fagocitose e liberando citocinas
pro-inflamatdrias, tais como o TNF-ae o IFN-?, que promovem como efeito indireto a destruicéo
das bainhas de mielina (BENVENISTE, 1992; ZURBRIGGEN et al., 1986), assm como
liberando mediadores antiinflamatorios (TGF-[3, por exemplo) como mecanismo de contra

regulacdo inflamatdria, na tentativa de promover o retorno a homeostasia (ALOISI, 2001).

Com base na acentuada diferenca encontrada na imunorreatividade astrocitaria entre os
animais doentes e os normais, independentemente de se definir qual a funcéo exata do aumento
da reatividade astrocitéria na cinomose € possivel afirmar que existe participagdo astrocitaria no
desencadeamento e no desfecho das lesdes desmielinizantes promovidas pelo CDV no SNC de

Caes com cinomose.
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6 CONCLUSOES

A marcagdo imunoistoquimica pelo método ABC, assim como os métodos de fixagéo e
reativacao antigénica e as diluicles utilizadas para os anticorpos neste estudo foram

eficientes na caracterizacdo morfol gica dos agrécitos.

A quantificag8o da reatividade astrocitaria por colorimetria € um método eficiente paraa

verificacdo do comportamento morfol 6gico de tais células frente as agressdes do SNC.

A infeccdo do SNC pelo CDV promove aumento na expressao astrocitériada GFAP e

reexpressdo da VIM.

A imunorreatividade astrocitaria € evidenciada ndo apenas nas areas de lesdo tecidual,

mas difusa por toda a extensdo do tecido.

Microcavitagdes teciduais, sugestivas de desmielinizacdo, e infiltracdo inflamatéria sdo
encontradas no SNC de animais acometidos pelo CDV.

A astrogliose (evidenciada pel o aumento de diametro do corpo celular e dos

prolongamentos astrocitéarios) acompanha o processo desmielinizante da cinomose.

As alteractes morfol 6gicas dos astrocitos tanto em regides com desmielinizacdo quanto
naquel as sem aparente perda mielinica, sugerem a participacao astrocitaria na patogenia

da cinomose.
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