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MARCACAO IMUNOISTOQUIMICA DA EXPRESSAO
ASTROCITARIA DE PROTEINA GLIAL FIBRILAR
ACIDA E DE VIMENTINA NO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL DE CAES COM CINOMOSE

Heloisa Orsini', Eduardo Fernandes Bondan? Melissa Sanchez3, Maria Anete Lallo?%,
Paulo César Maiorka®, Maria Lucia Zaidan Dagli®, Dominguita Luthers Graca’

RESUMO - Uma vez que muitos dos aspectos envolvidos na patogenia dos processos desmielinizantes do sis-
tema nervoso central (SNC) sdo ainda pouco esclarecidos e que os astrocitos parecem estar envolvidos na
mediacdo de tais processos, este estudo analisou morfologicamente a participagdo astrocitaria na desmieli-
nizacdo do SNC por meio da marcagdo imunoistoquimica de duas proteinas dos filamentos intermediarios
astrocitarios — a proteina glial fibrilar 4cida (GFAP) e a vimentina (VIM) -, comparando amostras de cerebe-
lo e de tronco encefélico de oito cdes com cinomose e de dois cdes normais, de diferentes ragas e com ida-
des entre um e quatro anos. Cortes histoldgicos dos tecidos foram submetidos a marcagdo pelo método in-
direto da avidina-biotina-peroxidase (ABC) e a reatividade astrocitaria, observada em microscopia de luz,
foi quantificada em um sistema computacional de analise de imagens. Observou-se, na maioria dos cortes
de animais doentes, a presenca de lesdes degenerativas compativeis com desmieliniza¢do. A marcagdo para
a GFAP e para a VIM foi mais intensa nos animais com cinomose do que nos animais normais, especialmen-
te nas regides circunventriculares e nas adjacentes as areas de degeneracdo tecidual. Ndo houve diferenca
significativa entre a imunomarcagdo (GFAP e VIM) dos animais com cinomose com e sem infiltracdo infla-
matoria da substancia branca do cerebelo. O aumento da imunorreatividade dos astrécitos para a GFAP e
a reexpressdo de VIM nas areas lesionais indicam o envolvimento astrocitario na resposta do tecido nervo-
so as lesdes desmielinizantes induzidas pelo virus da cinomose (CDV) no SNC.
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Immunohistochemical staining of the astrocytic expression of glial fibrillary acidic protein and vimentin in
the central nervous system of dogs with canine distemper.

ABSTRACT - Considering that many aspects involved in the pathogenesis of the central nervous system (CNS)
demyelinating diseases are still poorly understood and that astrocytes seem to mediate such processes, this
study analyzed the participation of astrocytes in the demyelinating processes of CNS by using immunohis-
tochemical staining of two astrocytic proteins — glial fibrillary acidic protein (GFAP) and vimentin (VIM) -,
comparing samples of cerebellum and brainstem from eight dogs with canine distemper and from two
healthy dogs, from different breeds and ages varying from 1to 4 years old. Histological sections were sub-
mitted 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 de-
myelination. The immunostaining for GFAP and VIM was more intense on animals with canine distemper,
specially around the ventricules and near degenerated sites. There was no significant difference between
the immunostaining (GFAP and VIM) of animals with canine distemper with and without inflammatory in-
filtrate of the cerebellar white matter. The increased immunoreactivity of astrocytes for GFAP and the VIM
reexpression in injured areas indicate the astrocytic involvement on nervous tissue response to the demyeli-
nating lesions induced by the canine distemper virus (CDV) in the CNS.
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Diversos eventos patoldgicos possuem como efei-
to final a desmieliniza¢do do sistema nervoso cen-
tral (SNC)"*. Muitos dos fatores envolvidos nos pro-
cessos de perda e de reparo mielinico, no entanto,
sdo ainda pouco esclarecidos3®. Na tentativa de elu-
cidar os eventos celulares envolvidos nos processos de
desmielinizacdo e de remielinizacdo do SNC e de bus-
car estratégias terapéuticas que solucionem ou previ-
nam os danos gerados, tém sido desenvolvidos estu-
dos empregando modelos experimentais de desmieli-
nizacdo', e a cinomose — grave doenca viral de caes e
outros carnivoros*>7— pode ser considerada como um
importante modelo para auxilio no esclarecimento de
tais questdes®®. As lesdes desmielinizantes causadas
pelo virus da cinomose (CDV) no SNC se assemelham,
em muitos aspectos, as geradas em doencas desmie-
linizantes humanas, tais como a esclerose multipla>8
e a panencefalite esclerosante subaguda®. Nos estu-
dos dos mecanismos envolvidos nos processos de des-
mielinizacdo e de remieliniza¢do do SNC diversos ti-
pos celulares tém sido avaliados. Alguns desses estu-
dos revelaram que, apesar da existéncia de infeccao
de oligodendrécitos pelo CDV, evidéncias de replica-
¢ao viral ndo sdo encontradas nessas células, descar-
tando a possibilidade de a desmielinizacdo ser gera-
da por acdo direta dos virus neste tipo celular®®. O
acometimento neuronal pelo CDV também é muito
pequeno para desencadear a perda macica de mieli-
na observada nas lesdes desmielinizantes". A partici-
pacdo de células inflamatorias é sugerida por outros
autores como causa de desmielinizacdo; entretanto,
tais células encontram-se presentes apenas na fase
croénica das doencas desmielinizantes>®™3, Assim, a
desmielinizacdo aguda deve estar relacionada a a¢ao
de outros tipos celulares, tais como a micréglia*™ e
0s astrocitos®'",

Os astrécitos, componentes da macréglia e respon-
saveis por diferentes funcdes de controle da homeos-
tasia no interior do SNC®®8, s30 sugeridos como me-
diadores dos processos de desmieliniza¢do do tecido
nervoso, visto que respondem prontamente a uma
ampla variedade de estimulos agressores’®"9 e de-
sempenham func¢des imunoldgicas?, como, por exem-
plo, fagocitose, apresentacdo de antigenos™'4'%2°2' g
liberacao de fatores toxicos e citocinas pro-inflama-
torias e antiinflamatorias™™®'®*, A reatividade astro-
citaria se manifesta com proliferacdo (astrocitose) e
hipertrofia (astrogliose)”®, expressando-se com au-
mento na quantidade de filamentos intermediarios e
de suas proteinas constituintes, tais como a proteina
glial fibrilar acida (GFAP) e a vimentina (VIM), conti-
das no citoplasma celular™®223, A GFAP é o principal
componente estrutural dos astrocitos de individuos
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adultos e a VIM é predominante no periodo embrio-
nario, sendo perdida conforme ocorre o amadureci-
mento celular'®™®224 Nas lesdes do SNC, é comum a
expressdo de GFAP tornar-se muito intensa’*%, e a
VIM, antes perdida, ser reexpressa®2%,

Este estudo teve como objetivo investigar a res-
posta morfoldgica e a distribuicdo dos astrécitos fren-
te ao processo desmielinizante do SNC na cinomose
canina, por meio da marcac¢do imunoistoquimica da
reatividade da GFAP e da VIM, com o intuito de infe-
rir aspectos relativos ao comportamento destas célu-
las na patogenia da desmielinizacdo do SNC.

METODO

Com a intenc¢do de avaliar a desmieliniza¢do gerada em
processos naturais, ndo induzidos experimentalmente, este
trabalho utilizou material proveniente de arquivos de ne-
cropsia. Amostras de cerebelo e de tronco encefélico de cdes
que vieram a 6bito com diagnéstico histopatoldgico de ci-
nomose e de cdes clinicamente normais (sem lesdes obser-
vaveis no SNC) foram analisadas neste estudo; entretanto,
somente amostras que se adequavam a critérios de preser-
vacdo antigénica e tecidual previamente determinados fo-
ram selecionadas. Foram examinadas apenas amostras re-
centes, que ndo permaneceram por mais de uma semana
no método de fixacdo, e provenientes de animais que apre-
sentavam caracteristicas histoldgicas semelhantes na andli-
se do material em microscopia de luz — no caso dos animais
doentes, amostras com vacuolizacdo tecidual e algum nivel
de infiltracdo inflamatdria perivascular, ou seja, de animais
que morreram na fase crénica da desmieliniza¢do. Foram
utilizadas neste estudo oito amostras de cerebelo e cinco
de tronco encefalico de oito cdes com cinomose, de diferen-
tes racas e idade entre um e quatro anos, e duas amostras
de dois caes clinicamente normais, com as mesmas caracte-
risticas de raca e idade. As amostras, previamente fixadas
em formol tamponado a 10% e incluidas em parafina, fo-
ram submetidas a marca¢do imunoistoquimica da GFAP e da
VIM, pelo método indireto do complexo avidina-biotina-pe-
roxidase (ABC). Cortes histoldgicos (de 5 um de espessura)
foram submetidos a coloracdo por hematoxilina e eosina
(HE), servindo como controle histopatolégico. Para a mar-
cagdo imunoistoquimica da GFAP e da VIM, cortes histolé-
gicos das amostras foram coletados em laminas silanizadas
(Stairfrost®-Objekttrager, Medite Medizintechnik).

A marcacdo das proteinas gliais seguiu o método uti-
lizado por Bondan et al.s e Sanchez et al.*® nos seus estu-
dos com ratos Wistar. Os cortes colhidos em laminas silani-
zadas foram desparafinados em xilol e hidratados em uma
seqUiéncia decrescente de etandis. Foram, entéo, incubados
durante 24 horas, a 4°C, com o anticorpo primario policlo-
nal anti-GFAP (Rabbit anti-cow GFAP, code number Z0334,
DAKO) ou com o anticorpo monoclonal anti-VIM (Mouse
anti-swine VIM, code number MO725, DAKO), padroniza-
dos, respectivamente, nas diluicdes 1:1000 e 1:200. Poste-
riormente, foram incubados por uma hora com o anticor-
po secundario biotinilado anti-imunoglobulinas de coelho
e anti-imunoglobulinas de camundongo (Novostain Super
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ABC Kit, Novocastra), na dilui¢do 1:100 e, apds, com o con-
jugado estreptavidina-biotina-peroxidase (Novostain Super
ABC Kit, Novocastra) por mais uma hora. A imunorreativida-
de foi visualizada pela aplicagdo sobre os cortes de diami-
nobenzidina (DAB, Sigma) a 0,1% como cromdégeno e pero-
xido de hidrogénio a 0,5%. Os cortes foram contracorados
com hematoxilina, desidratados, diafanizados e montados
com resina sintética sob laminula. Todas as reacées foram
acompanhadas por laminas de controle negativo, submeti-
das a todas as etapas do procedimento, exceto a aplicacdo
do anticorpo primario.

Areas de 302.952,5 um>dos cortes submetidos & prova
imunoistoquimica foram analisadas em microscopia de luz
(com objetiva de 10X), para avalia¢do da imunorreativida-
de das células marcadas para a GFAP ou para a VIM (cora-
das em castanho). Foram tomadas medidas de cada uma das
trés regides cerebelares selecionadas, seguindo o critério
utilizado por Headley et al.?: R-1 (constituida pela substan-
cia branca abaixo das folias cerebelares), R-2 (composta pela
base das folias, contendo, além da substancia branca, as ca-
madas granular e molecular) e R-3 (contendo as mesmas es-
truturas de R-2, mas obtida da extremidade distal das folias
cerebelares). A imunorreatividade das proteinas gliais tam-
bém foi avaliada na substancia branca do cerebelo dos ani-
mais doentes nas condi¢des de presenca e auséncia de infil-
tracdo inflamatoria perivascular e nas condi¢es de presenca
e auséncia de degeneracdo tecidual. Do tronco encefdlico,
medidas dos animais normais e dos animais com cinomose
foram tomadas de duas regides selecionadas: uma imedia-
tamente abaixo do epéndima (r-I) e outra mais ventral (r-1).
Comparacdes intergrupos e intragrupo foram estabelecidas.

A reatividade astrocitaria foi determinada por colorime-
tria em um sistema computacional de andlise de imagens, o
Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA),
quantificando, em um?, a drea marcada em castanho con-
tida na area total de 302.952,5 um?. Os resultados numéri-
cos obtidos no software foram submetidos a analise esta-
tistica pelos métodos ndo-paramétricos de Mann-Whitney
e Kruskal-Wallis, utilizando-se a mediana como estimador
da medida de posicdo e o intervalo interquartil (diferenca
entre os valores dos percentis 75 e 25) como estimador da
medida de dispersdo. A significancia estatistica para todas
as provas foi aceita em o< 0,05.
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Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa da Universidade Paulista (UNIP) — Sdo Pau-
lo, 2005.

RESULTADOS

Observou-se, na andlise histopatolégica dos cor-
tes corados por HE dos animais com cinomose, a pre-
senca de degeneracao (caracterizada por microcavi-
ta¢des teciduais) em todas as amostras, variando em
intensidade e extensao (Fig 1A). LesGes degenerativas
mais intensas foram encontradas na substancia bran-
ca e nas regioes circunventriculares do cerebelo e do
tronco encefalico. A infiltracdo de células inflamato-
rias (linfécitos e mondcitos) foi observada em todos
os cortes, especialmente nas regides perivasculares da
substancia branca (Fig 1B); entretanto, apresentaram
varia¢des no numero de camadas de células inflama-
térias que compunham os manguitos. Corpusculos de
inclusdo eosinofilicos intranucleares foram encontra-
dos em astrocitos. Nas amostras obtidas de animais
normais, ndo foram observadas quaisquer altera¢bes
estruturais ou celulares no tecido nem a presenca de
infiltrados inflamatorios.

Na andlise da marcacdo para a GFAP, os cortes
provenientes de animais com cinomose apresenta-
ram células positivas para a proteina distribuidas de
forma difusa por toda a extensdo do tecido, especial-
mente na substancia branca, nas areas circunventri-
culares do cerebelo e do tronco encefalico e nas pro-
ximidades das areas com degeneracdo. Dentre as re-
gides selecionadas para a quantificacdo computacio-
nal, R-1 do cerebelo (composta apenas pela substancia
branca) e r-1 do tronco encefalico (constituida pela re-
gido imediatamente abaixo do epéndima) obtiveram
marcag¢do mais intensa. A imunorreatividade astroci-
taria foi maior no grupo de animais doentes do que
no de animais normais (Fig 2A e 2B). As células mar-
cadas para a GFAP nos animais com cinomose apre-

Fig 1. A) Microcavitacées teciduais compativeis com desmielinizacdo na substancia branca do cerebelo de um cdo com
cinomose. Obj. 10x. B) Infiltracdo inflamatdria perivascular no SNC de um cdo com cinomose. Obj. 10x.
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Fig 3. Marcacdo imunoistoquimica da VIM na substancia branca do cerebelo de animais com cinomose (A) e de ani-
mais normais (B). Obj. 10x.
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Fig 4. Expressao da GFAP (A) e da VIM (B e C) na regido perivascular de vasos com infiltragdo inflamatdria no SNC de

cdes com cinomose. Obj. 10x (A e C). Obj. 20x (B).

sentaram aumento no volume do citoplasma e na ex-
tensdo dos prolongamentos celulares, além de colo-
racdo mais intensa do citoplasma.

A marcag¢do imunoistoquimica da VIM nos cortes
provenientes de animais doentes revelou que as cé-

lulas positivas para a proteina estavam presentes em
grandes quantidades nas regides com degeneracao
e nas proximidades do quarto ventriculo. As regides
sem alteragdes teciduais visiveis ndo apresentaram
marca¢do ou a marcacdo foi escassa. Outros tipos ce-
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lulares, tais como células endoteliais, ependimarias,
meningeas, glia de Bergmann no cerebelo e células
monociticas fagocitarias nos animais que continham
infiltracdo inflamatoria, apresentaram-se marcados
para a VIM. Da mesma forma que a marcacdo para a
GFAP, a marcacdo para a VIM foi maior nos animais
com cinomose do que nos animais normais (Fig 3A e
3B). Nos animais normais, apenas alguns astrocitos
apresentaram marcacdo positiva para a VIM. Tais as-
trocitos estavam presentes predominantemente na
regido subependimal e, em comparacdo aos animais
com cinomose, o citoplasma de tais células mostrou-
se muito menos abundante, assim como a extensao
dos seus prolongamentos.

Nas regides do cerebelo com infiltracdo inflamato-
ria, especialmente ao redor de manguitos perivascu-
lares com mais de cinco camadas de células inflama-
térias, a marcacdo para a GFAP foi menos intensa do
que em outras regides da substancia branca (Fig 4A).
Por outro lado, e ao contrario do observado na mar-
cacao da GFAP, as regides préximas a manguitos pe-
rivasculares apresentaram células morfologicamente
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compativeis com astrécitos marcadas para a VIM, es-
pecialmente quando os manguitos continham um nu-
mero maior de camadas de células inflamatorias. Nes-
tas condicdes, o citoplasma das células positivas tam-
bém se mostrou mais volumoso (Fig 4B e 4C).

A analise estatistica das regides cerebelares (R-1,
R-2 e R-3) revelou diferenca significativa (p<o,0010)
entre os animais com cinomose e os animais normais,
sendo os valores obtidos, na marcacdo para a GFAP
e para a VIM, menores nos animais normais. Obser-
vou-se, ainda nessa analise, diferencas importantes
(p=0,0160) entre as regides R-1 e R-3 em relacdo a
VIM, sendo a marcacdo para a VIM maior em R-1 do
que em R-3 (Tabela 1). Na analise da substancia bran-
ca do cerebelo quanto a presenca ou nao de infiltra-
cdo inflamatodria, constatou-se que os animais nor-
mais apresentaram menor marcacao para a GFAP e
para a VIM (p<o0,0001) do que os animais doentes, in-
dependentemente de, nestes, o tecido apresentar ou
ndo infiltracdo inflamatdéria. Na comparacéo intragru-
po (animais doentes com e sem infiltracdo inflamaté-
ria), nenhuma diferenca considerada significativa foi

Tabela 1. Expressdo da GFAP e da VIM (em um?®) avaliada no cerebelo de animais normais e

com cinomose.

Variavel Animais normais Animais com 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)
Geral 5148,21 (9226,40)° 80655,27 (82310,44) —

VIiM
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)°
Geral 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 substancia branca e as camadas granular e molecular do
cerebelo; R-3, extremidade distal das folias, contendo a substancia branca e as camadas granular e molecu-
lar do cerebelo; ®indica diferenca, com grau de significancia em p<o,0010, em rela¢do aos animais com cino-
mose, independentemente do local mensurado; indica diferenca, com grau de significancia em p=0,0160,
em relacdo ao local R1, independentemente do grupo avaliado.

Tabela 2. Expressdo da GFAP e da VIM (em um?) avaliada na regido perivascular da substancia bran-

ca do cerebelo de animais normais e com cinomose.

Variavel

Animais normais

Animais com cinomose

GFAP
Auséncia de infiltracdo inflamatéria
Presenca de infiltragdo inflamatoéria
VIM
Auséncia de infiltracdo inflamatéria
Presenca de infiltragdo inflamatoéria

4058,24 (3692,10)*

237,79 (342,72)°

85493,77 (104515,71)
— 86757,39 (27583,08)

3538,77 (7635,34)
— 10371,51 (43253,03)

Os dados sao apresentados na forma de mediana (intervalo interquartil); “indica diferenca, com grau de significan-
cia em p<o0,0001, em relacdo aos animais com cinomose, independentemente da situacao.
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Tabela 3. Expressdao da GFAP e da VIM (em um?) avaliada na substéncia branca do cerebelo de
animais normais e com cinomose.

Variavel Animais normais Animais com cinomose
GFAP

Auséncia de degenerac¢édo

5148,21 (1222,62)° 76278,91 (71222,20)

Presenca de degeneracdo — 57910,53 (104425,78)
VIM
Auséncia de degeneracdo 40,84 (140,00)?

Presenca de degeneragao —

9648,34 (24637,97)
58082,18 (53449,24)"

Os dados sdo apresentados na forma de mediana (intervalo interquartil); ®indica diferenca, com grau de
significancia em p<o,0001, em relacdo aos animais com cinomose, independentemente da situacao; *indica
diferenca, com grau de significancia em p=0,0033, em relacdo a situacdo sem degeneracdo, intragrupo.

Tabela 4. Expressdo da GFAP e da VIM (em um?) avaliada no tronco encefalico de animais nor-
mais e com cinomose.

Variavel Animais normais Animais com cinomose Geral

GFAP
r-l 24888,89 (26237,17) 95907,55 (97893,38) 48488,43 (72968,92)
r-ll 9960,99 (4633,26) 87978,17 (43478,54) 59618,21 (85219,96)
Geral 12557,10 (8676,01)° 95802,90 (90214,70) —

ViM
r-l 610,92 (1052,07) 13047,90 (40633,60) 2002,82(17559,37)
r-ll 47,70 (41,59) 2330,32 (1774,43) 1741,16 (2460,36)
Geral 101,60 (372,92)° 2722,37 (8627,00) —

Os dados sdo apresentados na forma de mediana (intervalo interquartil); r-I, regido do tronco encefali-
co imediatamente abaixo do epéndima; r-ll, regido mais ventral do tronco encefalico; ®indica diferenca,
com grau de significancia em p<o,0010, em relacdo aos animais com cinomose, independentemente da re-
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gido mensurada.

observada (Tabela 2). A analise da substancia branca
do cerebelo quanto a marcacdo para a GFAP e para
a VIM, na presenca ou auséncia de degeneracao te-
cidual, demonstrou que tal marcacao foi significati-
vamente menor (p<0,0001) NOS animais normais, in-
dependentemente da presenca ou ndo de degenera-
¢do nos doentes. Além disso, a marcacdo para a VIM
indicou diferenca entre as situa¢des com e sem de-
generacdo — a marcacao foi significantemente maior
(p=0,0033) nas regides com degeneracao (Tabela 3).
Em relacdo as regides selecionadas do tronco ence-
falico (r-1 e r-11), observou-se que a marcac¢do para a
GFAP e para a VIM foi significativamente menor (p<
0,0010) NOS animais normais em comparac¢ao aos ani-
mais doentes. Nenhuma diferenca significativa foi en-
contrada na analise intragrupo (comparacao das re-
gioes r-l e r-Il) da marcacéo para a GFAP e para a VIM
no tronco encefalico dos animais com cinomose e dos
animais sadios (Tabela 4).

DISCUSSAO

Este estudo teve por objetivo avaliar a resposta
morfoldgica e a distribui¢do dos astrdcitos na des-
mielinizacdo do SNC na cinomose — importante do-

enca infecciosa de cdes e outros carnivoros*s —cuja
desmielinizacdo promovida no SNC se assemelha, em
varios aspectos, a desenvolvida em diversas doencas
desmielinizantes humanas#589.

Uma vez que os astrécitos sdo células que respon-
dem prontamente a ampla variedade de insultos ao
tecido nervoso”'7"82°2223 @ que correspondem a prin-
cipal célula infectada pelo CDV'™3, o estudo do com-
portamento astrocitario nas lesdes desmielinizantes
do SNC mostra-se importante, especialmente na in-
feréncia de possiveis funcdes dessas células na me-
diacdo do processo inflamatoério relacionado a des-
mielinizacdo.

Neste estudo, amostras de cerebelo e de tronco
encefélico de animais que vieram a ébito por cino-
mose foram avaliadas por meio da marca¢do imunois-
toquimica da GFAP e da VIM (proteinas componen-
tes dos filamentos intermedidrios dos astrocitos, cujo
aumento durante os processos de injuria do tecido
nervoso sinaliza reatividade astrocitaria)’®?>%. A es-
colha do cerebelo e do tronco encefalico baseou-se
em informacdes anteriores de que tais regides sao
bastante acometidas por lesdes desmielinizantes pro-
vocadas pelo CDV>*,
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E sabido que frente as lesées do SNC ocorre um
aumento na expressdo astrocitaria de GFAP e a VIM,
presente nos astrocitos apenas durante os periodos
embrionario e pés-natal®**4, pode voltar a se expres-
sar’3. O aumento na expressao da GFAP e a reexpres-
sdo da VIM, seguidos a injuria, foram relatados nos
experimentos de Bondan et al.s e Sanchez et al.”® nas
regides adjacentes as lesdes desmielinizantes promo-
vidas no tronco encefalico de ratos Wistar. O aumento
da GFAP também foi referido por Headley et al.*® em
cdes com cinomose e por Lemos e Alessi’’ em cavalos
com leucoencefalomalacea (LEM), que constataram
inclusive um aumento na expressdo de GFAP em regi-
Oes sem alteracgdes visiveis nos animais doentes, suge-
rindo a participagdo astrocitaria na patogenia da LEM.

No presente trabalho, o0 aumento da expressdo da
GFAP e a reexpressdo da VIM em células morfologica-
mente compativeis com astrécitos foram observados
ndo apenas nos sitios imediatos as lesdes degenerati-
vas, mas também em diferentes locais por toda a ex-
tensdo do tecido. Observou-se também que a imunor-
reatividade das proteinas astrocitdrias nas trés regides
cerebelares (R-1, R-2 e R-3) foi maior nos animais com
cinomose do que nos animais normais, especialmente
em R-1. Tal resultado foi compativel com o obtido na
marcag¢do imunoistoquimica da GFAP no cerebelo de
caes com cinomose por Headley et al.?®, que notaram
diferencas significativas entre as trés regides, sendo
a marca¢ao maior em R-1 e menor em R-2 e R-3, res-
pectivamente.

Uma vez que R-1 corresponde apenas a substancia
branca do cerebelo e que a mesma é tida como um
local importante de replicacdo viral e de desmielini-
zac¢do na cinomose>', conclui-se que o aumento da
reatividade astrocitdria demonstrado nesta regido
acompanha o processo desmielinizante do SNC pelo
virus. Essa constatacdo na referida doenca pode ser
embasada pela observacéo feita, nos animais doen-
tes, de que regides da substancia branca com areas
de degeneracdo, compativeis com desmielinizacao,
apresentaram marcacao significantemente superior
para a VIM do que as dreas sem degeneracdo. Além
disso, a marcacdo da GFAP e da VIM na substancia
branca do tronco encefalico foi maior nos animais
com cinomose do que nos animais normais.

Com base na descricdo de que citocinas (tais como
o IFN-y e o TNF-0), potencialmente deletérias a mie-
lina ou aos oligodendrdcitos, sdo liberadas por as-
trécitos®, a reatividade astrocitéria (observada neste
estudo pelo aumento na expressao das fibrilas gliais)
pode estar relacionada ao desencadeamento do pro-
cesso de desmieliniza¢do. Assim, no caso da cinomose
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canina, a infeccdo do SNC, ou apenas dos proprios
astrocitos, pelo CDV poderia ativar funcoes inflamato-
rias astrocitdrias, que causariam a desmieliniza¢do do
SNC como efeito secundario a tentativa de combate
ao virus por essas células.

Neste estudo, a andlise das regides subependima-
rias e mais ventrais do tronco encefalico e a analise
da substancia branca do cerebelo (nas condicdes de
presenca e auséncia de infiltracdo inflamatoéria peri-
vascular) dos animais com cinomose também foram
realizadas. Observou-se que a marcacdo da GFAP e da
VIM foi maior nas regides subpendimarias do tronco
encefdlico e que a marcacdo da VIM na regido peri-
vascular do cerebelo foi mais evidente quando o in-
filtrado era maior (com maior nimero de camadas de
células inflamatérias). Apesar de nenhuma diferenca
estatisticamente significante ter sido obtida para os
resultados acima mencionados — o que pode ser devi-
do a alta variabilidade de resultados encontrados nas
amostras —, tal observacdo permite uma especulagao
a respeito da reatividade astrocitaria frente a infec-
¢do do SNC pelo CDV ou ainda sobre a sua a¢do no
processo inflamatorio do tecido nervoso.

Alguns autores relatam em seus experimentos
a possibilidade de o CDV se dispersar por meio do
liquor>+™“. 0O aumento da reatividade astrocitaria,
bem como o da degeneragao tecidual, nas regides
subependimarias (que apresentam contato com o li-
quor) poderia indicar uma relagdo entre a presenca
do virus, a acdo astrocitaria e a desmielinizacdo des-
sa regido. Além disso, sabe-se que o CDV é um virus
que se dissemina pelo sangue*>e que a penetracdo
de células inflamatérias no SNC também se da pela
circulacéo sangiinea®”. Uma vez que os astrocitos
desempenham diferentes fun¢des de protecdo do te-
cido nervoso™'7'®, o0 aumento da reatividade astroci-
tdria perivascular poderia estar relacionado a funcao
de protecdo do SNC por essas células (mediando o
processo inflamatério) ou a ativacdo dessas células
pelo préprio virus ou mesmo por elementos do sis-
tema imunolégico. A comunica¢do entre os elemen-
tos do sistema imunolégico e os astrocitos é sugerida
por alguns autores como mediadora dos processos
inflamatorios***' e poderia estar relacionada também
a desmielinizacdo.

Uma vez que os astrécitos possuem a habilidade
de liberar mediadores pro-inflamatorios™®7'%%, a acdo
deste tipo celular no desencadeamento de uma rea-
¢do inflamatéria seguida a infeccdo do SNC pelo CDV,
com consequiente desmielinizacdo do tecido nervoso,
pode ser sugerida. Por outro lado, a¢des antiinflama-
torias também sdo descritas em astrocitos'™?'. Assim,
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da mesma forma que a micréglia, os astrécitos pode-
riam exercer funcdes mediadoras da resposta inflama-
téria antiviral, realizando fagocitose e liberando cito-
cinas pro-inflamatérias, tais como o TNF-o e o IFN-y,
que promovem como efeito indireto a destruicdo das
bainhas de mielina™®, assim como liberando media-
dores antiinflamatérios (TGF-B, por exemplo) como
mecanismo de contra-regulacdo inflamatéria, na ten-
tativa de promover o retorno a homeostasia™.

Com base na acentuada diferenca encontrada na
imunorreatividade astrocitaria entre os animais do-
entes e os normais, independentemente de se definir
qual a fun¢do exata do aumento da reatividade astro-
citaria nas lesées desmielinizantes, é possivel concluir
que a resposta astrocitaria participa ou esta envolvida
com as lesdes desmielinizantes induzidas pelo virus da
cinomose no SNC.
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