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ORSINI, H. Marcac¢do imunoistoquimica da resposta astrocitaria de expressio de GFAP
(proteina glial fibrilar acida) e de vimentina no sistema nervoso central de cdes com
cinomose. 2006. 57f. Dissertagdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Universidade Paulista,
Sdo 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 os astrdcitos parecem estar
envolvidos na mediagdo de tais processos, este estudo analisou morfologicamente a participacao
astrocitaria na desmielinizagdo do SNC por meio da marcagdo imunoistoquimica de duas
proteinas dos filamentos intermedidrios astrocitarios — a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a
vimentina (VIM) —, comparando amostras de cerebelo e de tronco encefalico de cdes com
cinomose e de cdes normais. Cortes histologicos dos tecidos foram submetidos a marcagdo 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.
Observou-se, na maioria dos cortes de animais doentes, a preseng¢a de lesdes degenerativas
compativeis com desmielinizacdo. A marcacdo para a GFAP e para a VIM foi mais intensa nos
animais com cinomose do que nos animais normais, especialmente nas regides
circunventriculares e nas adjacentes as areas de degeneracdo tecidual. O aumento da
imunorreatividade dos astrocitos para a GFAP e a reexpressdo de VIM nas éreas lesionais
indicam o envolvimento astrocitario na resposta do tecido nervoso as lesdes desmielinizantes
induzidas pelo virus da cinomose (CDV) no SNC.

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



ORSINI, H. Immunohistochemical staining 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, Sdo
Paulo, 2006.

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 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 nervous 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 desmielinizacdo do sistema nervoso central (SNC) ¢ uma alteragdo freqiientemente
encontrada, em homens e outros animais, apos a ocorréncia de uma ampla variedade de eventos
patoldgicos (BONDAN et al., 1998, BONDAN; LALLO, 1998; RAINE, 1989b). Caracteriza-se
por lesdes teciduais geralmente severas que, ao contrario do que acontece no sistema nervoso
periférico (SNP), ndo contam com reposicdo mielinica (remielinizagdo) eficiente (BONDAN et
al., 1998, BONDAN; LALLO, 1998).

No SNC, muitos dos fatores envolvidos nos processos de perda e reparo mielinico sdo
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 o 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 o desenvolvimento de um provavel processo
desmielinizante imunomediado, pode servir como modelo para o estudo da fisiopatologia de
varias doengas 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 afec¢des do SNC, a desmieliniza¢do conta com a
participacdo de elementos do sistema imunoldgico (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 proprio SNC, tais como os astrdcitos (DONG;



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

Os astrocitos 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 fungdes na manutencdo da homeostasia, apresentam propriedades
imunolodgicas que podem ser importantes na mediacdo dos processos de desmielinizagdo e de
remielinizagdo do SNC (BENVENISTE, 1992; DONG, BENVENISTE, 2001;
MONTGOMERY, 1994; VANDEVELDE et al., 1983).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi o de investigar morfologicamente a
resposta dos astrocitos frente ao processo infeccioso e desmielinizante do SNC de cdes com
cinomose, por meio da marca¢do imunoistoquimica da reatividade de proteinas astrocitarias
(proteina glial fibrilar acida e vimentina), na intencdo de inferir aspectos relativos ao

comportamento destas células na patogenia das doengas 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 encefalico) e pela medula
espinhal, ¢ uma subdivisdo anatomica do sistema nervoso (DYCE et al., 1997, MACHADO, A.,
1999). Em conjunto com o sistema nervoso periférico (SNP), que estabelece a comunicagdo entre
os Orgdos centrais ¢ os demais Orgdos, constitui o principal centro de controle do organismo,
responsavel pela organiza¢do e coordenacdo da maioria das fungdes organicas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999). E formado por tecidos nervosos, constituidos basicamente por neurdnios
(unidade fundamental do sistema nervoso) e outros tipos celulares denominados coletivamente de

neuroglia ou glia, essenciais a sua sustentagcdo e manutencdo (MACHADO, C., 1999).

No SNC, a neurédglia compreende astrdcitos, oligodendrdcitos, microgliocitos e células
ependimarias que revestem as cavidades do encéfalo (ventriculos) e o canal medular. As células

de Schwann também compdem a glia, entretanto encontram-se presentes apenas no SNP,

envolvendo axdnios neuronais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999).

O conjunto de microgliécitos é denominado microglia (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; MACHADO, C., 1999), e corresponde a células da linhagem monocitica fagocitaria
residentes no SNC (ALOISI, 2001; HICKEY, 1999). Acredita-se que tais células sejam
originarias do mesoderma, partindo de monocitos hematdgenos que penetram no tecido nervoso
durante a embriogénese ou nos processos de injuria do SNC (GIULIAN et al., 1989; HICKEY,
1999). Em condi¢des normais, encontram-se na forma quiescente ¢ quando ativadas, por algum
processo patoldgico, desempenham fung¢des semelhantes as dos macréfagos, fagocitando
substancias e desencadeando rea¢des imunologicas (ALOISI, 2001; ALLDINGER et al., 1996;
GIULIAN et al., 1989; HICKEY, 1999).



Os astrdcitos e os oligodendrdcitos sdo denominados, conjuntamente, de macrdglia
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999) e suas fungdes serdo discutidas mais

adiante neste trabalho.

2.1.2 Integridade do tecido nervoso

Devido a alta sensibilidade dos componentes do tecido nervoso, o SNC apresenta
caracteristicas anatomicas e fisioldgicas que visam a sua prote¢do (BAUER er al., 2001;
HICKEY, 2001). Além dos compartimentos dsseos que o abrigam, o SNC ¢ envolvido pelas
meninges (duramater, aracndide e piamater), que, em conjunto com o liquido cefalorraquidiano
(LCR), realizam, entre outras fungdes, a protecdo mecanica dos centros nervosos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

O SNC ¢ também protegido pelo isolamento contra patégenos ¢ elementos sistémicos
capazes de lesa-lo ou alterar seu funcionamento (HICKEY, 2001; PACHNER, 1996; SELMAJ,
1996). Assim, os sistemas de irrigagdo tecidual e monitoragdo imunologica presentes sdo
diferenciados. Os capilares que penetram o parénquima nervoso possuem uma permeabilidade
diferente dos demais observados no resto do organismo (PRAT et al., 2001; SELMAIJ, 1996).
Além de serem completamente envolvidos por processos astrocitarios (BENVENISTE, 1992;
MONTGOMERY, 1994), apresentam jungdes muito intimas entre as células endoteliais (zight
Jjunctions), formando uma barreira de isolamento entre o SNC e a circulagdo sistémica. Tal
barreira, denominada barreira hematoencefalica (BHE), ¢ importante na selegdo 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 imunolégico (BRADL, 1996; HICKEY, 1999, 2001). A
atividade dos elementos do sistema imunoldgico no SNC &, portanto, limitada, sendo a vigilancia
imunologica ali desempenhada inferior a de outros 6rgdos (HICKEY, 1999, 2001; NEUMANN,
2001).



A entrada de células sistémicas também ¢ desfavorecida pelas condigdes microambientais
presentes no SNC integro (HICKEY, 2001; PENDER; RIST, 2001). Em situacdes de
normalidade, altos niveis de moléculas antiinflamatorias, tais como o fator de crescimento
transformante beta (TGF- ), encontram-se presentes no parénquima nervoso (BRADL, 1996;
HICKEY, 2001). Ha também baixa expressdo de elementos que auxiliam no desenvolvimento e
na progressdo das reacdes imunologicas, 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 adesdao (HICKEY, 1999, 2001; SELMAJ,
1996), que promovem, respectivamente, a ativacdo de linfocitos ¢ a migragdo transendotelial de
leucocitos provenientes da circulagdo sist€émica (ABBAS et al., 2000). A apoptose ou morte
celular programada (ABBAS et al., 2000; DUVALL, 1985) de células infiltrantes também ¢é
observada (BRADL, 1996, DONG; BENVENISTE, 2001; PENDER; RIST, 2001).

No entanto, apesar do complexo sistema desenvolvido para preservar a integridade dos
tecidos nervosos, algumas situacdes permitem o seu acometimento. A BHE, por exemplo, nao ¢
impermeavel a todas as substancias ¢ ndo esta presente em todas as regides do SNC. Os plexos
coroides, o corpo pineal, a area prostrema ¢ a neuro-hipdfise possuem fenestragdes nos seus
capilares que permitem a troca de substancias entre o sangue ¢ os tecidos nervosos (PRAT et al.,
2001). Além disso, infec¢des e inflamacdes sistémicas promovem a liberagdo de moléculas pro-
inflamatdrias com capacidade de estimular reagdes imunoldgicas no interior do parénquima
nervoso (HICKEY, 1999, 2001), tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF- ), o interferon
gama (IFN- ) e a interleucina 1 (IL-1), que podem penetrar pela BHE intacta e causar dano
tecidual como, por exemplo, a desmielinizacdo (BENN ez al., 2001; HICKEY, 2001; PROBERT;
AKASSOGLOU, 2001).



2.2 MIELINA, DESMIELINIZACAO E REMIELINIZACAO DO SNC

A mielina, material isolante composto principalmente por lipidios, ¢ uma estrutura
membranosa, caracteristica dos tecidos nervosos, que tem por fun¢do aumentar a velocidade de
transmissdo de estimulos entre neurdnios e seus alvos (RAINE, 1989a). Consiste na deposi¢do
em espiral de membranas de células mielinogénicas ao redor de axdnios neuronais
(KIRSCHNER et al., 1989), formando segmentos, denominados internodos, que se intercalam
com regides do axonio desprovidas de mielina (nodos de Ranvier), onde ocorre atividade
eletrogénica (RAINE, 1989a). E produzida por oligodendrécitos e células de Schwann,
respectivamente, no SNC e no SNP. Cada oligodendrocito ¢ capaz de mielinizar diversos
internodos (abrangendo inclusive axonios de neurdnios diferentes), enquanto cada célula de
Schwann mieliniza apenas um (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; MACHADO, C., 1999;
RAINE, 1989a).

Diversos eventos patoldgicos, tais como intoxicac¢des, desordens metabdlicas e funcionais,
infeccdes, lesdes mecanicas e inflamagdes, t€m como resultado final a perda mielinica, conhecida
como desmielinizagdo (RAINE, 1989b). Independentemente da causa, a desmielinizagdo se deve
a dois processos principais: o dano direto da mielina ou das células mielinogénicas
(desmielinizagdo primaria) e a lesdo axonal, que promove a degeneracdo mielinica como efeito

secundario (desmielinizag¢do secundaria) (RAINE, 1989D).

A desmielinizagdo pode ser encontrada tanto no SNC quanto no SNP. Entretanto, o SNP
termina o processo com a reposi¢do 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 desmielinizag@o esta relacionada, entre outros fatores, ao
agente etiologico, a regido acometida e a resposta desenvolvida pelo organismo (APPEL, 1969;
APPEL er al., 1982; SUMMERS, 1984), entretanto, muitos dos aspectos relacionados a

neuropatogenia das doencas desmielinizantes do SNC, tais como as bases celulares e moleculares



envolvidas, s3o ainda pouco esclarecidos (MITCHELL et al., 1991). Nesse sentido, estudos
acerca dos processos de desmielinizagdo e remielinizagdo do SNC tornam-se essenciais € a
cinomose canina, que se assemelha em muitos aspectos as doengas imunomediadas humanas,
pode ser considerada como um importante modelo para o esclarecimento de tais questdes
(BOTTERON et al., 1992; GLAUS et al., 1990; VANDEVELDE; ZURBRIGGEN, 2005;
ZURBRIGGEN et al., 1992).

























































































































































