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PARTICIPACAO DA GLIA NAS ALTERACOES MORFOLOGICAS DO
CEREBRO E NA PRODUCAO DE b-QUIMIOCINAS NA ENCEFALITE

EXPERIMENTAL PELO VIRUS DA ESTOMATITE VESICULAR EM
CAMUNDONGOS

RESUMO

A compreensdo do comportamento da microglia frente a uma injaria viral
contribui para o entendimento da dimensdo da rede de comunicacdo celular,
durante um processo degenerativo ou inflamatério no SNC. Pesquisas que
utilizam modelos experimentais com o virus da estomatite vesicular (VEV) tém
colaborado com informagdes importantes sobre o comportamento e distribuicdo
do agente no encéfalo, e também sobre o papel da resposta imune na resolucéo
ou no agravamento das lesdes nervosas. Neste estudo, foi comparada a
evolugdo do quadro neurologico induzido pelo VEV, por meio de técnicas de
imunoistoquimca, em cérebros de camundongos. Foi possivel observar que o
VEV causa severa degeneracdo e necrose do neurdpilo, com lesdo direta em
neurbnios, pois estes mostraram-se claramente positivos para 0 virus, por meio
da reagdo de imunoistoquimica no cérebro. A reacdo astrocitaria foi intensa nos
animais infectados, porém a densidade destas células reduziu com o aumento
da gravidade das lesdes. As células residentes (neurdnios, astrécitos e
microglia) e as células inflamatérias expressaram MIP-la e, em menor
proporcdo, MIP-1b. A microgliose reativa foi significativa nos animais com
sintomatologia clinica. A diversidade morfologica da microglia foi grande,
variando desde uma forma fusiforme a uma ramificada e a forma arredondada
fagocitica das é&reas necroticas. Foi possivel observar que existe uma profunda
interacdo entre as células residentes do SNC - neurbnios, microglia, astrocitos,
endotélio, frente ao estimulo viral. Baseado nos relatos da literatura € importante
salientar que os astrocitos mantém um controle ativo sobre a microglia tanto em

repouso quanto ativada, via citocinas/quimiocinas. A densidade aumentada
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dessas células coincidiu com a redugdo do numero de astrocitos, devido a
necrose do neuropilo. Talvez este fato seja o responsavel pelo agravamento das
lesbes do neurdpilo nos animais que tiveram maior tempo de infeccéo.

Possivelmente, as quimiocinas MIP-la e MIP-1b ndo sejam essenciais nesta

fase da neurinfeccao.

Palavras-chave: astrocitos, microglia, quimiocinas, citocinas, MIP-1la, MIP-1b,

virus da estomatite vesicular, encefalite viral, neuropatologia.
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GLIAL PARTICIPATION IN THE MORPHOLOGICAL ALTERATIONS OF THE
BRAIN AND b-CHEMOKINES PRODUCTION IN THE EXPERIMENTAL
ENCEPHALITIS BY THE VESICULAR STOMATITIS VIRUS IN MICE

ABSTRACT

The comprehension of the microglial cell behavior in a wviral injury
colaborate for the understanding of the dimension of the cellular communication
net, during a degenerative or inflammatory process in central nervous system
(CNS). Experimental models with the vesicular stomatitis virus (VSV), has
contributed with important information about the behavior and distribution of virus
in the CNS. Such studies evaluated the role of the immune response in the
resolution or in the damage of the nervous lesions. In this study, the evolution of
the neurological signals and lesions induced by VSV infection in mice was
studied, using imunohistochemical techniques. It was observed that VSV causes
severe degeneration and necrosis of the neuropil and direct lesions to the
neurons. The neurons were the most intensively stained cells for the virus in the
brain. The reactive astrocitosis was intense in the infected animals, but the
density of these cells reduced with the increase of the gravity of the lesions. The
resident and inflammatory cells expressed MIP-1la and in smaller proportion
MP-1b, in different cellular types (neurons, astrocytes and microglia). The
reactive microgliosis was significant in animals with clinical symptomatology and
there was a great morphologic microglial diversity, varying from a fusyforme form
and ramified form and the fagocitic round form of the around necrotics areas. It
was possible to observe that a close interaction exists among the resident cells
of SNC (neurons, microglia, astrocytes, endothelial cells) in face of the viral
infection. Based on the reports of the literature it is important to point out that the
astrocytes maintains an active control on the microglia (in resting or activated
cells), through citokines/chemokines. The increased density of microglia

coincided with the reduction of the astrocytes number, due to the necrosis of the



neuropil. Perhaps this fact is the cause for the lesions of the neuropil in the
animals that had prolonged time of infection. Possibly the chemokines MIP-1a

and MIP-1b have not important role in this phase of the neuroinfection.

Key-Words: astrocytes, microglia, chemokines, citokines, MIP-1la, MIP-1b,

vesicular stomatitis virus, encephalitis viral, neuropathology.



1. INTRODUCAO

O sistema imune possui muitos tipos celulares que secretam uma
variedade de proteinas que regulam e sinalizam a resposta entre as ceélulas.
Essas proteinas sao denominadas citocinas, capazes de se conjugar a
receptores celulares, com efeito local ou sistémico. Podem induzir a divisdo, a
diferenciacdo e a producdo de novos receptores ou de produtos protéicos. As
citocinas atuam sobre varios tipos de células ou diferentes citocinas podem ter
efeito semelhante sobre estas células. As principais citocinas descritas séo as
interleucinas (IL), os interferons (IFN), os fatores de necrose tumoral (TNF) e as
guimiocinas. Essas interfferem na acdo dos leucécitos e dos agentes virais.
Podem estimular o crescimento de células e induzir & morte celular programada
(apoptose) em tumores (TIZARD, 1998).

As quimiocinas S80 um grupo numeroso e crescente de citocinas, com
funcdes diversas, tais como a atividade gquimiotatica e o estimulo funcional sobre
varias células inflamatérias (MARTINEZ & PANDO, 1999). Sdo essenciais na
manutengdo do equilibrio dos sistemas do organismo, inclusive durante a fase
de desenvolvimento dos tecidos. Estas proteinas também participam da geragdo
das respostas imune inata e adaptativa (LUSSO, 2000). A possibilidade de
controlar a agdo das quimiocinas, abre um caminho potencialmente importante
nas terapias das enfermidades inflamatérias, principalmente no Sistema
Nervoso Central (SNC) (MARTINEZ & PANDO, 1999).

As primeiras teorias sobre a neuroglia surgiram a partir de um conceito
historico em que as células gliais eram um tecido conjuntivo, que existia para
auxiliar as verdadeiras células funcionais do encéfalo, os neurdnios. Virchow,
em 1846, denominou a neuroglia como uma substancia conjuntiva, formada na
medula espinhal e no cérebro, na qual os elementos do SNC estavam
embebidos. No inicio do século 20, por meio de técnicas histoquimicas, foi
possivel determinar quais eram o0s componentes da neuroglia. O primeiro
elemento descrito foi o neurdnio, posteriormente foram identificados o0s

astrocitos e por ultimo foi descoberto um terceiro elemento, que compreendia a



microglia e os oligodendrécitos. Atualmente, comprovou-se que todos estes
componentes da neuroglia, estdo intensamente envolvidos na manutencdo do
equilibrio fisiolégico no neurdpilo ou na modulacdo de uma resposta imune
frente a agentes injuriantes. Esta modulacdo da resposta é feita por sinalizacdo
entre as células gliais e/ou pela interacdo com o endotélio e com leucdcitos
infiltrantes, para a producdo de uma cascata de sinais quimicos que irdo
direcionar a resposta (KETTENMANN & RANSON, 1995).

Em neuropatologia humana existem muitos estudos sobre os efeitos das
citocinas sobre o0 tecido nervoso em doengas autoimunes, degenerativas,
bacterianas e virais. E o caso da Esclerose Multipla (MS), da Doenca de
Alzheimer, do Complexo Deméncia - AIDS e de meningites bacterianas. As
consequéncias da liberacdo dessas citocinas e da destruicdo do neurdpilo, em
decorréncia da resposta imune, tém estimulado muitas pesquisas na busca de
uma terapia eficiente para a inibicdo ou para a reducdo desses danos (MERRIL
& BENVENISTE, 1996).

Os linfécitos T e os macréfagos sao células que contribuem para a
resposta imune, porém podem estar envolvidos na patogenia de doencas do
sistema nervoso. Isso pode ser visto em varios modelos de neuropatias virais
(LIU & LANE, 2001).

As viroses tém estabelecido uma relacdo com seus hospedeiros naturais,
gue oscila entre a agressividade e o respeito. A rapida extingdo do hospedeiro
ndo € uma estratégia ideal de sobrevivéncia para os virus. Certos agentes virais
sdo capazes de mimetizar proteinas celulares, inclusive do sistema imune.
Muitas pesquisas estdo sendo feitas, para elucidar esses mecanismos de
evasao viral imune. Séo feitas tentativas de explorar essas estratégias de
producdo de antiguimiocinas virais, para a terapia de doencas inflamatorias
(LUSSO, 2000).

A utlizacdo do virus da estomatite vesicular (VEV), como modelo
experimental, para o estudo de infecches virais no SNC, tem trazido
informacgdes importantes para a compreensdo do comportamento e distribuicdo
do agente no encéfalo. Também foram feitos alguns estudos sobre o papel da



resposta imune na resolucdo ou no agravamento das lesbes nervosas
(MACHADO, 1999, FEDERICI, 2000, MAZZUCATTO, 2000).

As pesquisas mais recentes, demonstram a importancia das quimiocinas na
resposta a agentes virais, principalmente para o HIV. Além da quimiotaxia sobre
leucocitos, estas citocinas especializadas também podem exercer efeitos
inibitérios sobre a replicacdo viral. Isso foi visto com MIP-1a, MIP-1b e Rantes na
AIDS (LAVI et al., 1998, LUSSO, 2000). O estudo destas quimiocinas associado a
um modelo viral, que leva a encefalite aguda como o VEV, é primordial para a
compreensdo dos processos neurodegenerativo e inflamatério das encefalites
virais. Para completar essa interacdo, deve-se incluir as células da glia, que
possuem um comportamento fundamental na manutencdo da homeostase
cerebral, mas quando ativadas sdo essenciais na modulacdo da resposta imune.

A escolha das quimiocinas MIP-1a e MIP-1b, neste estudo, foi baseada nos
relatos de literatura sobre o envolvimento de ambas nos processos infecciosos
virais do cérebro.

A importancia das pesquisas com 0 modelo de encefalite viral é
proporcionar subsidios para o0 entendimento, entre outros aspectos, do
comportamento da microglia ativada, em resposta a processos infecciosos. A
capacidade funcional destas células esta sendo estudada também em muitas
doencas neurodegenerativas. Algumas pesquisas ressaltam o0s  efeitos
neurotéxicos das citocinas derivadas da microglia, principalmente associados ao
oxido nitrico e outros derivados citotoxicos. Os neurbnios parecem ser as células
mais sensiveis a este efeito. E importante verificar a relacdo da microglia, com 0s
processos degenerativos e inflamatérios, descritos na encefalite por VEV. Ainda
ndo foi feito um estudo que relacione esta célula glial com as lesbes e com a

presenca do virus, no local da injuria ao Sistema Nervoso.

1.1 OBJETIVOS

Neste estudo teve-se por objetivos verificar:



- A variacdo morfolégica da microglia de camundongos frente a uma infeccéo
viral experimental pelo VEV;

- A resposta proliferativa da microglia e dos astrocitos ativados, em um quadro
de encefalite em camundongos infectados pelo VEV;

- Observar a presenca das b-quimiocinas MIP-la e MIP-1b, nas células
residentes do SNC, em camundongos controle e infectados pelo VEV, neste
modelo de encefalite viral.

- Comparar a intensidade das lesdes ao neurOpilo entre as linhagens de
camundongos Swiss e B6 (C57BL/6 “Knockout” para IL-4 e C57BL/6 nao

depletado), inoculados com o VEV.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema nervoso e a respostaimune

O SNC até ha alguns anos, era considerado um sitio imunologicamente
privilegiado. Era pouco eficiente em participar da resposta imune ou em excluir
componentes do sistema imunoldgico, devido a barreira hematoencefalica
(BHE). Em estudos recentes, foi observado que em doengas virais, na Esclerose
Multipla humana ou na Encefalite Aérgica Experimental (EAE) em modelos
animais, ocorrem importantes processos imunologicos dentro do SNC (FABRY
et al, 1994, MERRILL & BENVENISTE, 1996). A auséncia de drenagem linfatica
no SNC foi reformulada, pois existem pesquisas em que concluiu-se uma
conexao entre o tecido nervoso e os linfonodos da regido cervical profunda.
Estes linfonodos fariam a drenagem local, favorecendo o0 processo de
apresentacéo periférica de antigenos do tecido nervoso (FABRY et al., 1994).

O SNC possui tipos celulares especificos, que participam da resposta
imune ou interagem com o sistema imune (FABRY et al., 1994). Algumas
células endogenas do cérebro (astrocitos, endotélio e microglia) e os leucécitos
(macrofagos, linfécitos T) atuam no processo inflamatorio, pela liberacdo de

fatores solUveis ou pelo contato entre as células (XIAO & LINK, 1998).



A BHE é relativamente impermeavel para proteinas, ions, peptideos e
aminoacidos. Isso ocorre pelas jungbes oclusivas entre as células endoteliais, a
membrana basal vascular, as células musculares lisas / pericitos e 0s processos
terminais de astrocitos (FABRY et al., 1994, MERRILL & BENVENISTE, 1996).
A passagem fisiologica de linfocitos dentro do neurOpilo é reduzida pela barreira
fisica dos vasos sanguineos (XIAO & LINK, 1998). A BHE influencia a ativacéo
de linfécitos T, tanto pela apresentacdo de antigenos como pela expressao de
moléculas de adesdo, que estimulam estas células (FABRY et al., 1994). A BHE
também facilta a adesdo e a penetracdo de células imunes circulantes e
ativadas (XIAO & LINK, 1998).

Os linfocitos T necessitam de uma combinacdo de sinais, que
desencadeia um fendtipo migratorio e favorece a penetracdo destas células
através da BHE (XIAO & LINK, 1998). A expressao de receptores por células da
glia, endotélio e leucdcitos, estabelece um gradiente atrativo no neurdpilo. Estes
receptores favorecem a difusdo dos linfocitos pelo tecido nervoso. A expressao
destes receptores é induzida por citocinas (MERRILL & BENVENISTE, 1996).

Sob condigcbes patoldgicas, moléculas de MHC (complexo maior de
histocompatibilidade) sdo expressas pelas células endoteliais, microglia,
astrécitos e pericitos do SNC (FABRY et al., 1994). Os astrocitos e a microglia
ativados, além do MHC, também expressam moléculas de adeséo, liberam
intermediarios do oxigénio e produzem citocinas (XIAO & LINK, 1998).

Na Encefalomielite Experimental Alérgica (EAE), o perfil de citocinas que
predomina em linfocitos T reativos a mielina € do tipo Thl (pro-inflamatdrias).
Tém sido observado que IL-4 pode ter um efeito protetor, pois camundongos
deficientes em IL-4 mostram sinais clinicos mais severos e lesdes mais extensas
no cérebro e na medula espinhal, associados a um aumento substancial na
expressdo das citocinas pro-inflamatérias (FALCONE et al, 1998). Outros
pesquisadores testaram o efeito neuroprotetor das citocinas Th2, no modelo de
Esclerose Mlltipla. Eles observaram que IL-10 promoveu a supressdo dos sinais

clinicos e das alteracbes histologicas. Por este fato, sugeriram que os efeitos



degenerativos que ocorrem em doengcas autoimunes, sdo mediados por
linfocitos Thl (BETTELLI et al., 1998, STOHLMAN et al., 1999).

O reconhecimento de antigenos virais, por linfocitos T, é feito apds o
processamento de fragmentos proteoliticos do antigeno, que sédo apresentados
a superficie celular pelo MHC (classes | e Il). Cada tipo de apresentacdo é
reconhecida por linfcitos T CD8" (MHC classe I) e por linfécitos T CD4" (MHC
classe Il). Os primeiros sdo altamente citoliticos. Os CD4" produzem citocinas
para a sintese de anticorpos e para a proliferagdo dos CDS8'. As vias de
processamento antigénico sdo diferentes, ou seja, podem ser citosolica (MHC
classe 1) ou endossomal (MHC classe Il). Os antigenos presentes externamente
as células sdo processados pela via endossomal, j& os intracelulares usam a via
citosélica. Apos a infeccdo da célula, os virus controlam a sintese protéica e a
apresentacdo antigénica sera citosolica. Com a sintese endogena das proteinas
virais, 0 virus sai da célula e dessa forma pode ser processado pela via
endossomal. Tem sido sugerido que os linfocitos CD8" seriam importantes no
controle antiviral, jA que as moléculas do MHC classe | sdo expressas em quase
todas as células. As moléculas da classe Il (CD4") sio expressas
constitutivamente apenas em linfocitos B e em células apresentadoras de
antigenos. Os linfocitos B sado incapazes de fagocitar, mas sao excelentes
apresentadores de antigenos sollveis, pois a molécula do anticorpo serve como
um receptor especifico para a captura e internalizacdo do antigeno. Existem
crescentes evidéncias de que citocinas liberadas no local por linfocitos T,
contribuiriam para a eliminacdo do virus, por efeito antiviral direto ou por acdo
indireta de células efetoras. Os clones de linfécitos T murinos podem sintetizar
citocinas do fendtipo Thl (IL-2, IFN-g e Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10). A citocina
IFN-g tem um eficiente efeito antiviral. Ela regula a expresséao de MHC classe I
e com isso hd um aumento da apresentacdo antigénica, juntamente com a
induggdo de um estado antiviral nas células adjacentes a infeccdo
(KOSZINOWSKI et al., 1991).



2.1.1 Quimiocinas e o Sistema Nervoso Central

As quimiocinas constituem uma crescente familia de mensageiros
intercelulares, os quais tem grande importancia no desenvolvimento e
homeostase de varios 0Orgdos sistémicos, particularmente o0  sistema
hematopoiético (LUSSO, 2000). Sdo consideradas peptideos de baixo peso
molecular (8-14kDa), estrutural e funcionalmente relacionadas e codificadas por
genes localizados nos cromossomos 4 e 17 (MARTINEZ & PANDO, 1999). Sdo
consideradas uma nova classe de pequenas citocinas, que estdo relacionadas
com a atracdo de leucécitos e com 0 aumento da interagdo entre estas células e
o endotélio. Podem ter efeitos seletivos sobre subpopulacbes de leucdcitos
(GLABINSKI et al., 1995). Fazem o controle fisioldgico da recirculacdo de
leucdcitos, bem como, sdo capazes de conter os mesmos nos sitios de dano
tecidual (LUSSO, 2000). A atividade destas citocinas especializadas também foi
descrita no reparo tecidual e em neoplasias (LAVI et al, 1998) e estdo
envolvidas na manutencdo da homeostase do cérebro maduro e em
desenvolvimento. Estimulam a migracdo, a diferenciacdo e a proliferacdo de
neurbnios e de células gliais. O receptor CXCR4 (a-gquimiocinas) e seu ligante
(SCF-1) sao vitais para o cerebelo em desenvolvimento, por direcionarem a
migracdo de neurdnios (BAJETTO et al., 2001). Também podem estimular uma
atividade biolégica com a expressdo de concentragdes minimas nos tecidos
(LAVI et al, 1998). Estas citocinas especializadas possuem sitios de ligacdo
com glicosaminoglicanos e sua terminacdo carboxil une-se a heparina. Uma vez
secretadas, permanecem nos tecidos, tornando-se imobilizadas pela unido com
0os proteoglicanos (superficie celular) ou proteinas da matriz extracelular
(MARTINEZ & PANDO, 1999).

As quimiocinas possuem algumas fungbes importantes relacionadas a
resposta imune:

- Migracao celular , em que as quimiocinas estimulam a marginacéo, a adeséo

e 0 extravazamento leucocitario dos vasos sangilineos para os sitios de



injuria. Este estimulo ocorre em combinacdo com selectinas, integrinas e
proteoglicanos expressos pelo endotélio;

- Coestimulagdo, quando ha a ativacdo celular. Esta funcdo pode amplificar as
respostas proliferativas e secretorias (citocinas) dos linfécitos T;

- Efetora, na qual diferentes quimiocinas estimulam a producdo de radicais
derivados do oxigénio por mondcitos (microbicidas). Também ha o estimulo
da liberagdo de granulos citoplasmaticos de neutrofilos (proteases), basofilos
(histamina) e de peptideos citotoxicos de eosindfilos;

- Polarizacdo, ocorre a influéncia do padrao de secrecdo de citocinas da
resposta imune (LUSSO, 2000). Os receptores das quimiocinas podem
influenciar a polarizacdo da resposta de linfécitos T para um padrédo Thl ou
Th2 (LIU & LANE, 2001).

As quimiocinas dividem-se em quatro familias, baseando-se na sua
estrutura: as quimiocinas alfa (a ou CXC), as quimiocinas beta (b ou CC)
(MERRILL & BENVENISTE, 1996, TIZARD, 1998, LUSSO, 2000), as gama-
guimiocinas (g ou C) e as lambda-quimiocinas ou CX3C (1) (MACIEJEWSKI-
LENOIR et al., 1999, LUSSO, 2000). A variacdo estrutural entre elas deve-se a
presenca de 92 a 125 amino-4cidos com quatro cisteinas N-terminais
conservadas, ligadas por pontes de dissulfito (LAVI et al., 1998, LUSSO, 2000).

No grupo CXC existem duas cisteinas separadas por um amino-acido. Na
familia CC existem duas cisteinas residuais na estrutura das quimiocinas. Nas
guimiocinas C e CXC aparecem uma Unica cisteina residual ou duas cisteinas
separadas por trés amino-acidos, respectivamente (LUSSO, 2000, BAJETTO et
al., 2001).

As quimiocinas da familia CXC sdo potentes agentes quimiotaticos para
neutréfilos. As do grupo CC atuam seletivamente sobre linfocitos T, mondcitos e
macréfagos (LIU & LANE, 2001). Na subfamilia a, a proteina IL-8 é a mais
estudada, sendo produzida por fibroblastos, macréfagos, linfocitos,
granulécitos, células endoteliais, hepatocitos e queratindcitos. Estimulam  a
guimiotaxia, a degranulacdo, a queima respiratoria e a liberacdo de leucotrienos

sobre os neutrdfilos, basotfilos e linfocitos (TIZARD, 1998). Sua principal fungdo



€ influenciar no recrutamento e na ativagdo de leucécitos para o sitio de
inflamacdo (MERRILL & BENVENISTE, 1996). A a-quimiocina GRO-a

7

(oncogene a relacionado ao crescimento) € produzida em astrocitos e
neurbnios. Ela € uma potente estimuladora da proliferacdo de oligodendrocitos.
Sua expressdo em oligodendrdcitos induz a infiltracdo de neutrdflos e a
astrogliose (BAJETTO et al, 2001). A expressdo da b-quimiocina MIP-1a
também foi verificada em neurbnios, no cérebro de pacientes com esquizofrenia
(LAVI et al., 1998). As quimiocinas gama (C) e a lambda (CX3C) sdo compostas
unicamente pelas ligantes linfotactina e pela fractalcina respectivamente
(MACIEJEWSKILENOIR et al., 1999).

As quimiocinas, do ponto de vista funcional, foram classificadas em
guimiocinas domeésticas ou residentes (expressdo constitutiva) e as quimiocinas
pré-inflamatérias  (induziveis e que participam da resposta imune). A acado
destes grupos de proteinas é mediada pelo reconhecimento seletivo e ativacéo
de receptores. Os mesmos pertencem a uma superfamilia de receptores pares
ligados a proteihna G do dominio 7-transmembrana. Quando ativados, o0s
receptores produzem uma cascata de sinais de conducdo intracelulares
(LUSSO, 2000), que resultam no aumento do célcio intracelular, na producdo de
citocinas e quimiocinas, na adesao a matriz endotelial e na quimiotaxia (LIU &
LANE, 2000). Recentemente, foi proposta uma nova nomenclatura para as
guimiocinas. Todas elas recebem a letra L, que corresponde ao ligante e um

nimero que designa a familia a qual pertencem. As quimiocinas MIP-la e MIP-
1b, passaram a chamar-se CCL3 e CCL4 respectivamente (GANGUR et al.,
2002).

Os receptores de quimiocinas, baseados em suas ligagbes (ligantes)
especificas, sé@o classificados em trés categorias: receptores especificos (um
unico ligante conhecido), compartihados (mdltiplos ligantes de uma Unica
familia de quimiocinas) e os promiscuos (multiplos ligantes de familias
diferentes). A expressdo destes receptores também pode ser constitutiva ou
induzivel em varios tipos celulares (LUSSO, 2000). Estes receptores sao
divididos em dois grandes grupos (CXC e CC). As quimiocinas CXC tem alta
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afinidade em ligar-se a um Unico receptor, com excecdo de IL-8 que pode ligar-
se a CXCR1 e CXCR2. A quimiocinas do grupo CC sdo capazes de ligar-se a
varios receptores. Um resumo da distribuicdo de alguns receptores e seus
respectivos ligantes, é descrito na Tabela 1.

TABELA 1 — Expressdo de receptores de quimiocinas em diferentes tipos
celulares e seus respectivos ligantes.

Receptor Ligante Células alvo
CXCR1 IL-8 neutrofilos, monacitos
poucos linfécitos.
CXCR2 IL-8 neutrofilos, mondcitos
poucos linfécitos.
CXCR3 IP-10, MIG Linfécitos T ativados, astrécitos,
microglia, epéndima, plexo cordide
CXCR4 SDF-1 Mondcitos, neutrdfilos, linfocitos
periféricos, astrécitos
CCR1 MIP-1a, Rantes, MCP-1 Monacitos, linfécitos T, basdfilos,
MCP-2, MCP-3 Células exterminadoras, céls. gliais
CCR2 MIP-1a, Rantes, MCP-1, Mondcitos, linfocitos T, basofilos,
MCP-2, MCP-3 Células exterminadoras, céls. gliais
CCR3 eotaxina eosindfilos
CCR4 MIP-1a, Células gliais, neurdnios
Rantes microglia
CCR5 MIP-1a, Células gliais, neuronios;
Rantes, Microglia
MIP-1b Astrocitos reativos, macrofagos

IP-10 — proteina 10 induzida por interferon g MIG — monocina induzida por interferon g SDF-1 —
fator 1 derivado de células estromais; MIP-1la e b - proteina inflamatéria de macréfagos; MCP -
1,2,3 — proteina quimioatraente de mondcitos (LAVI et al., 1998);

A expressdo dos receptores de quimiocinas pode estar relacionada ao
fendtipo Thl ou Th2 de linfécitos T auxiliares. Os receptores CXCR3 e CCR5
sao expressos em linfocitos Thl. JA CCR3 e CCR4 sao seletivamente
expressos em linfocitos Th2. Estes receptores podem ser considerados
marcadores do subtipo de linfécitos T, comprovando a flexibilidade na expresséo
dos genes destes receptores (MARTINEZ & PANDO, 1999).

Os receptores de quimiocinas, comprovadamente envolvidos na
patogenia da AIDS, sdo CCR5 e CXCR4 (mais importantes)) CCR3 e CCR2b.
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Com excecdo do Ultimo, todos os outros sdo expressos no SNC e estdo
envolvidos no Complexo Dementia AIDS. A microglia, célula alvo do HIV,
expressa CCR3, CCR5 e em menor proporcdo CXCR4. Astrécitos expressam
CXCR4. Neurdnios expressam CXCR4 e CCR3. Todas estas células podem
estar envolvidas na fixagdo da glipoproteina do HIV (gpl20) & membrana das
células, via receptores (LAVI et al., 1998).

Uma ampla variedade de células produz quimiocinas inflamatérias sobre
estimulo bacteriano, viral ou pelas citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1b. O
sinal inicial € dado por células residentes teciduais, com posterior amplificacdo
por células apresentadoras de antigenos. Mais tarde podem aparecer linfocitos
T citoliticos (CDg") que produzem quimiocinas imunomodulatérias que controlam
infeccbes virais nas fase inicial, pela destruicdo das células infectadas. Estas
células CDg" possuem granulos citoliticos, que s&o ligados a quimiocinas pré-
formadas (Rantes, MIP-1a). Sob ativacdo, estes granulos s&o descarregados
(LUSSO, 2000). No SNC, em alguns casos, a expressdo das quimiocinas é
seguida da entrada de leucécitos no parénquima nervoso. Esse fato pode
significar que as quimiocinas mais amplificam, do que iniciam a resposta
inflamatdéria de quimiotaxia. Em outras situacdes, a expressdo delas pode
preceder a infiltracdo leucocitaria no SNC (BAJETTO et al., 2001).

A quimiocina MIP-la tem acdo seletiva sobre mondcitos e linfocitos, é
muito efetiva nos processos virais. Ela é considerada um potente indutor de
guimiotaxia para células exterminadoras (NK). Rantes é trés vezes mais potente
gue MIP-1a no recrutamento destas células (MARTINEZ & PANDO, 1999).

Os sitios de ligacdo das quimiocinas MCP-1 e MIP-1a foram detectados
na superficie de microvasos do cérebro humano, em locais independentes e
especificos, sugerindo uma interacdo especifica destas proteinas com o
endotélio, com influéncia no curso da neuroinflamacdo (ANDJELKOVIC et al.,
1999).
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2.2 Células da Glia x Sistema Imunoldgico

2.2.1 Citocinas e as Células da Glia

As células gliais podem ser induzidas por varias citocinas pré e
antinflamatérias e podem expressélas. A citocina IL-1 € mitogénica para 0s
astrocitos, induz a formacdo da cicatriz glial e estimula a astrogliose reativa. Os
astrocitos e a microglia, quando ativados podem secretéla. O TNF-a é o
principal mediador da resposta imune. Os macrofagos ativados sdo a maior
fonte desta citocina, porém outras ceélulas quando ativadas podem expressala
(linfécitos T, mastdcitos, microglia, astrécitos). Seus efeitos sdo sobre a funcéo
endotelial (aumento da permeabilidade, propriedades adesivas para leucdécitos)
e a expressdo do MHC classes | e Il. E bastante toxico para oligodendrocitos
(apoptose) e pode estar associado a desmielinizacdo do SNC. Pode induzir a
expressdao de fatores de crescimento (CsFs), que aumentam a resposta
inflamatdria, pela atracdo de granuldcitos e macrofagos para o sitio da
inflamacéo. Essas moléculas CsFs podem estimular a prolferacdo e a
fagocitose na microglia. Os astrocitos ativados sdo a maior fonte de CsFs no
SNC. O IFN-g é secretado por linfécitos ativados, sendo o sinal inicial da
ativacdo glial e da inducdo da expressdo de moléculas de MHC em astrécitos e
na microglia (KETTENMANN & RANSON, 1995).

Em camundongos infectados com o virus Sindbis (SV), a expressdo das
citocinas IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, LIF (fator inibitorio da leucemia) e TGF-b € feita
pelas células intrinsecas do encéfalo em resposta a infecgdo viral. A IL-4 e a IL-
10 foram as mais persistentes e mais faceis de detectar, sugerindo uma
predomindncia da resposta tipo Th2 neste tipo de infeccdo viral (WESSELINGH
etal., 1994).

A interleucina IL-10 € expressa por células de gliomas humanos, estando
relacionada a malignidade, a proliferacio e a migracdo destas células
neoplasicas. Pela hibridizacdo in situ e pela imunocoloracdo de marcadores

CD68, verificou-se que somente as células da microglia (linhagem macrofagica)
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produzem IL-10 mRNA e sdo a maior fonte desta citocina em cultura primaria de
gliomas humanos (WAGNER et al, 1999). Por estudos in vitro, foi constatado
gue a interacdo entre linfocitos e microglia € dependente do contato de célula a
célula. Esta interacdo resultou na producdo de IL-10. Quando o0s receptores
CD40/CD40L, CD28-CTLA-4/B7 e CD23 foram blogueados, houve inibicdo da
producdo de IL-10, sugerindo seu envolvimento na resposta antinflamatéria
(CHABOQT et al., 1999).

No SNC, além da microglia e dos astrocitos, os oligodendrécitos também
podem expressar MHC classe |, via IFNg para ligacdo com os linfécitos T
CD8"*. Os neurbnios sdo incapazes de apresentar antigenos para os linfocitos T,
por ndo expressarem o MHC. Esta falta de expressdo pode ser a responsavel
pela persisttncia das viroses neurotropicas no SNC (KETTENMANN &
RANSON, 1995).

A citocina antinflamatéria TGF-b (fator de transformacdo e crescimento)
produzida por células gliais, tem a funcdo de restringir e/ou subregular a
resposta imune no SNC. Inibe a expressdo de MHC, a proliferacdo astrocitaria,
mas pode ser quimiotatica para astrécitos e microglia para os locais de injuria. E
promotora da diferenciacdo de oligodendrocitos (KETENMANN & RANSON,
1995). Os macrofagos e os astrécitos podem sintetizar TGF-b, que também atua
na angiogénese e na reparacdo do tecido nervoso injuriado (PERRY et al,
1993). Esta citocina quando induz quimiotaxia para os macréfagos, a microglia e
os astrécitos, pode levar a infiltracdo e a gliose. Ela é considerada uma potente
inibidora destas células no estado ativo (MERRILL & BENVENISTE, 1996). A
imunoneutralizacdo de TGF-bl previne a formagdo de escaras no tecido
nervoso. Portanto, a prevencdo do recrutamento de macréfagos no cérebro,
favoreceria a regeneracdo neuronal (PERRY et al, 1993). O efeito desta
citocina, in vitro, sobre a microglia é a inducdo de apoptose, 0 que ndo ocorre
com os astrocitos e os oligodendrécitos (XIAO & LINK, 1998).

A citocina TGF-b juntamente com IL-10, atua como desativadora de
macréfagos. Elas também suprimem a expressdo de MHC e a secrecdo de
citocinas pela microglia. A producdo de IL-12, TNF-a e Oxido nitrico foi
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observada em cultura de células da microglia de camundongos, tratadas com
LPS. A inibicdo desta producdo ocorreu com a adicdo de IL-10. O TGF-b

somente ndo suprimiu a secrecao de IL-12 (LODGE & SRIRAM, 1996).

2.2.2 Quimiocinas e as Células da Glia

Quando atuam no SNC, as quimiocinas levam a migracdo, a proliferacdo
e a ativagao dos astrocitos e da microglia (MERRIL & BENVENISTE, 1996).

Na Esclerose Mdltipla (MS) ocorre a expressdo das quimiocinas IP-10,
Mig e Rantes, nos processos agudos de desmielinizacdo do cérebro. Os
receptores destas quimiocinas foram identificados em linfocitos T, macrofagos e
microglia ativada (SORENSEN et al., 1999). Foi verificado também, que MIP-la
predominou em células gliais, MIP-1b na microglia, Rantes no infiltrado
perivascular e MCP-1 em macréfagos e astrécitos das lesdes cronicas da MS.
Na Doenca de Alzheimer, a expressdo elevada de MIP-1a (neurbnios), MIP-1b
(astrécitos) e IP-10 (neurdnios) foi verificada na regido das placas. Rantes e
MCP-1 foram produzidas por astrocitos e oligodendrocitos (in vitro), apos
estimulo do b-amildide, sendo consideradas como potentes quimioatraentes
para os macrofagos e a microglia in vitro (BAJETTO et al., 2001).

A infeccdo viral do sistema nervoso resulta na expressao de quimiocinas
por astrocitos, microglia e por células inflamatérias. Essa expressdo € benéfica
na atracdo de linfécitos que participam da resposta antiviral. Quando esta
expressao torna-se cronica, devido a persisténcia do virus, pode contribuir para
alteracbes neuropatologicas. Isso ocorre pela atracdo de linfocitos T ativados e
macrofagos dentro do SNC, com a liberacdo de fatores citotoxicos. No modelo
de encefalite pelo virus da hepatite do camundongo (MHV), houve a expresséo
inicial de IP-10 no dia um pos-inoculacdo (p.i.), nas areas de replicacdo do virus.
No dia 6 p.., além da difusdo do virus, houve a expressdo de IP-10, Rantes,
MIG, MCP-1, MCP-3, MIP-1la e MIP-1b. As células envolvidas nesta expresséo
foram os astrécitos e a microglia. Aos 12 dias p.., 0s animais apresentaram

severa desmielinizacdo, associada a linfocitos T e macrofagos. Rantes foi a
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guimiocina predominante nestes locais. IP-10 e MIG foram importantes na
atracdo de linfocitos T produtores de IFN-g Rantes contribuiu para a defesa do
hospedeiro por atrair linfocitos T e macrofagos. No quadro crénico, os leucécitos
infiltrados, o virus e Rantes contribuiram para o0 agravamento da
desmielinizacdo (LIU & LANE, 2001).

Nos quadros de meningite identificou-se que a migracdo leucocitaria para
0 espago subaracnoide foi controlada por a-quimiocinas (IL-8, GRO-a) e b-
quimiocinas (MCP-1, MIP-la e Rantes). As primeiras atrairam neutrofilos para o
foco de infeccdo e as Ultimas foram quimiotaticas para as células
mononucleares. A producdo local destas quimiocinas representou um estimulo
diferencial para o recrutamento de leucdcitos durante a meningite (LAVI et al.,
1998).

2.2.2.1 Astrocitos

Os astrocitos sdo células importantissimas para a manutencdo da
homeostase e a modulagdo da resposta imune no SNC. Eles sdo divididos em
radiais  (proximos aos  ventriculos), fibrosos (substancia branca) e
protoplasmaticos (substancia cinzenta). Os processos citoplasmaticos destas
células fazem contato com os vasos sanglineos, por meio dos “pés terminais”,
colaborando para a resisténcia da BHE a penetracdo de moléculas no tecido
nervoso. Estas células gliais podem apresentar neurofilamentos como
marcadores celulares (GFAP, Vimentina e S-100). A proteina glial fibrilar &cida
(GFAP) aparece em células maduras e a vimentina em células da fase de
desenvolvimento do tecido nervoso ou em fases proliferativas. A principal forma
de resposta a injuria a0 SNC € a astrogliose reativa. Os astrocitos reativos
podem proliferar, apresentar hipertrofia dos processos citoplasmaticos e do
nicleo e aumentar a expressdo de GFAP e vimentina (CUNHA et al., 1993,
ENG & GHIRNIKAR, 1994, KETTENMANN & RANSON, 1995 MACHADO &
ALESSI, 1997, LEMOS & ALESSI, 1999, ALESSI et al., 2000, SLOANE et al,

2000, JARDIM et al, 2001, MAZZUCATO & ALESSI, 2001). Eles participam da
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remocdo da mielina e restos celulares neuronais de areas degeneradas.
Também podem apresentar efeitos deletérios, por interferirem com a
transmissdo nervosa, prevenir a remielinizacdo ou por inibirem a regeneracéo
axonal (KETTENMANN & RANSON, 1995).

Os astrécitos e a microglia tem a capacidade de apresentar antigenos
para linfécitos T e podem ser ativados por lipopolissacarideos (LPS), virus e por
outras citocinas (IL-l1a/ b , IL-6 , TNF-a/ b , IFN-a/b ). Estas células da glia, in
vitro, expressam 0 gene crg-2 , tanto quando estimuladas com IFN-g quanto por
um paramixovirus. A inducdo deste gene pode contribuir para a resposta
inflamatdria imunomediada ou para o desenvolvimento de doencas autoimunes
no parénquima nervoso. Este gene codifica quimiocinas pré-inflamatérias que
regulam o crescimento celular e a inflamacdo (VANGURI & FARBER, 1994). Os
astrécitos foram as primeiras células gliais a serem descritas como células
apresentadoras de antigenos. Eles expressam MHC classe I, apés a indugdo
por IFN-g que qualifica os mesmos para a apresentacdo de antigenos. Também
sdo expressas, em astrocitos, varias moléculas de adesdo (ICAM-1, LFAS3,
VCAM, VLA). Os produtos do MHC classe Il e estas moléculas, também podem
ser induzidos por alguns virus. A interacdo entre os linfocitos T e os astrécitos €
bidirecional. Os astrocitos atuam como apresentadores de antigenos para 0s
linfocitos e, estes liberam citocinas proé-inflamatérias, induzem a expresséo do
MHC e das moléculas de adeséo e a proliferacdo glial. Muitos astrécitos podem
estar envolvidos na subregulacdo da resposta imune, por meio da secrecédo de
citocinas antinflamatérias (IL-10, TGF-b), com a supressdo da inducéo local de
moléculas de MHC e da atividade de linfécitos T. A capacidade destas células
em causar apoptose em linfécitos T ativados, foi descrita, nos locais de
interacdo com os antigenos apresentados no local (KETTENMANN & RANSON,
1995).

Existem evidéncias de que os astrocitos adquirem motilidade quando
ocorre injuria axonal. Quimiocinas liberadas pelo endotélio ou por neurdnios,
podem guiar os astrocitos da BHE até o sitio da injuria tecidual (DORF et al.,
2000).
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As quimiocinas MIP-1b, Rantes e MIP-la (em menor propor¢do) foram
detectadas em niveis elevados no cérebro de pacientes com Esclerose Mdltipla.
Por meio da técnica de imunoistoquimica, a expressdo destas quimiocinas foi
vista em astrécitos (Rantes) e em macréfagos perivasculares e do parénguima
nenvoso (MIP-la e MIP-1b), em atividade fagocitica da mielina degenerada. A
elevacdo dos niveis destas quimiocinas pode estar relacionada com a
progressdo da doenca, pela atracdo de mais leucdcitos pelas células ativadas
da glia (BOVEN et al., 2000).

Os astrécitos de camundongos, podem migrar (in vitro), quando
estimulados por baixas concentragbes de MIP-la. O mesmo n&o ocorreu
qguando o estimulo foi de MIP-1b e SCF-la. A proliferacdo astrocitaria pode ser
mediada por SCF1a (BAJETTO et al., 2001).

2.2.2.2 Microglia

A microglia corresponde a cerca de 5 a 20% da populacdo glial do SNC.
Séo células altamente especializadas, que podem apresentar trés morfologias
diferentes no cérebro maduro, tais como, a microglia em repouso ou ramificada,
a reativa com ramificacOes citoplasmaticas mais espessas e evidentes e a
fagocitica ou ameboide, sempre presente em focos de morte celular e
caracterizada por uma forma arredondada.

A microglia varia muito em morfologia e imunofendtipo, em processos
patologicos. Apdés uma injuria, ela torna-se hipertrofiada, com processos
citoplasmaticos espessados. Se ha degeneracdo neuronal, a morfologia altera-
se para formas arredondados (“gitter cells”). No cérebro fetal, a morfologia
celular € mais ramificada, nos processos patologicos esta célula perde as
ramificacbes. Estas transformacdes na forma da célula, sdo acompanhadas por
mudancas no fendtipo celular e na producdo e secrecdo de citocinas. Os
marcadores celulares, para estas células gliais, variam e alguns ndo aparecem
na célula em repouso (vimentina, marcadores de macréfagos, marcadores do
receptor do complemento CR3, MHC classes | e Il, CD4). Esta célula glial faz
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parte da “glia limitans perivascular”, pois seus processos citoplasmaticos estéo
interigados aos “pés terminais” de astrocitos. A observacdo desta proximidade
vascular, resultou no temmo “microglia perivascular’. As principais funcdes deste
fagécito glial sdo a apresentacdo de antigenos, a citotoxicidade, a fagocitose e a
inducdo da neovascularizacdo. A ceélula microglial é quiescente no cérebro
maduro, com morfologia ramificada. Alguns dias apés a injuria, ela comeca a
expressar receptores que auxiiam na fagocitose (como os macrofagos), seus
processos citoplasmaticos comecam a retrair e a célula migra para as areas
injuriadas, iniciando a fagocitose. A principal discussdo em torno destas células
relaciona-se com sua origem. Varias hipoteses foram formuladas sobre a origem
embrionaria da microglia. A primeira foi a colonizagdo do SNC em
desenvolvimento por células tronco hematopoiéticas, na fase embrionéria.
Depois foi proposta a teoria da infitracdo das células tronco da medula éssea,
durante toda a vida do individuo. A Ultima teoria é a de que a microglia teria
origem da neuroectoderma, como as demais células gliais e os neurbnios. Até o
momento ndo se chegou a uma conclusdo definitiva sobre a origem microglial
(KETTENMANN & RANSON, 1995).

A microglia na fase de desenvolvimento, aparece na forma amebdide,
progredindo para uma forma diferenciada com processos citoplasmaticos
ramificados. Os astrocitos sinalizam parcialmente esta diferenciacdo morfologica
e a motilidade microglial. Em culturas mistas de microglia e astrocitos do cérebro
fetal humano, a diferenciacdo da microglia progrediu de amebdide para
ramificada a bipolar e a tripolar. A velocidade de migracdo foi de 20 a 35mm /
hora, em um estado ramificado e em confluéncia com astrécitos. A expresséo de
MP-la e MCP-1 por astrocitos, demonstrou o papel destas quimiocinas na
diferenciacdo e na motilidade microglial (REZAIE et al., 2002). No cérebro
maduro, esta célula ramificada passa a forma ameboide fagocitica, apos injuria,
pela retracdo de seus delicados processos citoplasmaticos, sugerindo um
retomo a sua forma primitva da vida embriondria (STREIT & KINCAID-
COLTON, 1995).
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A microglia atua como célula apresentadora de antigenos, remove restos
celulares durante traumas, regula a proliferacdo de astrocitos e a producdo de
citocinas e de outros fatores solliveis associados a resposta imune (McMANUS
et al, 1998). Ela é mais eficiente na apresentacdo de antigenos do que os
astrocitos. Estas células em repouso, expressam receptores para a porcdo FC
da imunoglobulina. A expresséo do MHC Il é induzida pelo IFNg
(KETTENMANN & RANSON, 1995). Esta célula expressa baixos niveis de
antigenos de superficie e possui um ndmero reduzido de organelas de
biossintese e secrecdo, quando comparada com outras células derivadas da
medula 6ssea (PERRY et al., 1993).

A dlia fagocitica do SNC pode ser fonte de danos toxicos aos neurbnios.
Esta célula libera neurotoxinas (in vitro), tais como, radicais livres (intermediarios
reativos do O2, proteinases, Oxido nitrico) que levam a morte neuronal. Os
astrécitos e a microglia (in vitro) podem regular a sobrevivéncia neuronal, pela
secrecdo de diferentes produtos. Pela competicdo entre estas células gliais e
seus produtos, sugere-se que mecanismos secretorios opostos  podem
influenciar (in vivo) a viabilidade tecidual. Os astrocitos tentam atenuar os efeitos
toxicos da microglia. Juntamente com a microglia, as células inflamatorias
também podem ter efeitos neurotdxicos (KETTENMANN & RANSON, 1995).

A resposta de macréfagos e da microglia a degeneracdo neuronal se da
pela rapida ativacdo desta célula residente, sem recrutamento de neutrdfilos e
com a chegada de mondcitos ao cérebro cerca de 48 horas apos. Estes
monaocitos adquirem o fendtipo de células microgliais assim que chegam ao
cérebro (PERRY et al, 1993). No Complexo Dementia da AIDS, a microglia
participa do processo de migracdo de mondcitos, atraves da barreira
hematoencefélica, para o neurdpilo. Isso ocorre, quando ela € estimulada pelo
HIV-1 efou por sua interacdo com astrécitos ativados e, principaimente pela
expressao de beta-quimiocinas (PERSIDSKY et al., 1999).

A rapida ativacdo microglial frente a mudancas patologicas minimas é
importante  como um mecanismo de defesa do encéfalo contra as doencas

infecciosas, traumas, isguemias e tumores. Quando imunocompetentes, estas
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células expressam MHC (classes | e |l), receptores para o complemento,
produzem citocinas e Oxido nitrico e expressam moléculas de adesdo, tais
como, LFA-3, ICAM-1 e CD-80 (XIAO & LINK, 1998).

McManus et al. (1998) observaram que células da microglia, in vitro,
apresentaram um efeito pouco significativo na inibicio da expresséo de b-
guimiocinas (induzida por LPS), quando tratadas com TGF-pl e IL-10, diferindo
de outros autores. No mesmo trabalho foi verificado que as citocinas associadas
aos linfocitos Thl (TNF-a, IL-1b), levaram a expressdo das quimiocinas MIP-1a
e MIP-1b em cultivo de microglia fetal humana.

Em culturas puras de células da microglia, de cérebro humano fetal e
adulto, foi constatado um aumento da producdo de IL-8 (a-quimiocina) em
resposta a LPS, IL-1b e TNF-a. O mesmo efeito foi inibido quando estas células
foram tratadas com as citocinas antiinflamatérias IL-4, IL-10 e TGF-b (EHRLICH
etal., 1998).

Recentemente foi identificada a presenca de fractalcina em neurdnios
normais e a presenca de receptores para a mesma na microglia
(MACIEJEWSKILENOIR et al., 1999, BAJETTO et al, 2001). Foi observado
gue esta quimiocina estimula, in vitro, a migracdo, a mobilizacdo do calcio
citoplasmético, a fosforilacdo proteica e a ativacdo enzimatica da microglia.
Somente ndo foi verificado um efeito direto sobre a proliferacdo celular
(MACIEJEWSKILENOIR et al., 1999).

A linha celular HMO6, é uma linha celular microglial derivada de tecido
nervoso embrionario humano. Estas células quando estimuladas por LPS ou b-
amildide, expressaram IL-8, IL-10, IL-12, MIP-la, MIP-1b e MCP-1 (NAGAI et
al., 2001).

A microglia € o principal alvo do virus da AIDS e o papel de receptores de
guimiocinas na modulacdo da infeccdo desta célula é bastante discutida. Foi
verificado que a inibicAo do receptor CCR5, bloqueou a infeccdo produtiva do
virus. As quimiocinas que se ligam a este receptor sdo Rantes e MIP-1b e,

portanto seriam importantes moduladoras da infeccdo por HIV-1 na microglia. A
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guimiocina MIP-la ndo teve a mesma importancia neste processo inibitorio
(KITAI et al., 2000).

Em cérebros de pacientes com AIDS, por meio da técnica de RT-PCR, foi
verificado que a expressdo das quimiocinas MIP-la e MIP-1b ocorreu em
células negativas para o HIV. Portanto, a expressdo destas proteinas ocorre
concomitante com a transcricdo viral, em células circunvizinhas as células
infectadas. Foi constatado também, que o endotélio e as células inflamatorias
perivasculares expressaram MIP-1a, MIP-1b, Rantes, MCP-3 e IP-10 (LAVI et
al., 1998).

Nas neuropatias traumaticas, o recrutamento de macrofagos e da
microglia, os quais sdo habeis em liberar fatores criticos para a sobrevivéncia
neuronal, podem influenciar no processo de morte dos neurénios (BAJETTO et
al., 2001).

2.3 Mecanismos de evasao viral

Varias viroses foram identificadas por codificar homdlogos de quimiocinas
e seus receptores. As quimiocinas tem um papel importante na formacdo de
uma resposta imune antiviral efetiva. Entretanto, 0s agentes virais tém
desenvolvido estratégias para controlar estas citocinas e seus receptores, seja
por “sequestra-las” ou por reprograma-las a combater o sistema imune. Outro
mecanismo de acdo viral é explord-las como portas-de-entrada celular. Talvez,
estes mecanismos de evasao viral reduzam a eficiéncia da resposta imune inata
e adquirida, aumentem a difusdo da infeccdo ou garantam uma vida longa para
as células parasitadas (LUSSO, 2000).

Trés familias de virus (Retroviridae, Poxviridae e Herpesviridae) podem
exercer estes efeitos de evasdo imune. Os retrovirus atuam sobre os pro-
oncogenes celulares, que regulam a sobrevivéncia e a proliferacdo celulares. O
herpesvirus e o0 poxvirus tém efeitos seletivos sobre mudltiplas familias de
proteinas, incluindo as moduladoras da resposta imune, como as quimiocinas e
seus receptores (LITTMAN, 1998, LUSSO, 2000).
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Alguns herpesvirus humanos podem expressar quimiocinas virais, com o
mesmo grau de homologia genética e funcional de suas contrapartidas
celulares. Estas quimiocinas podem atuar por mecanismos diferentes, como o
recrutamento de novas células alvo para a infeccdo ou a inducdo de uma
resposta inflamatoria inespecifica (DAIRAGHI et al., 1998, LUSSO, 2000). Estes
virus podem codificar varias quimiocinas homologas do grupo CXC (UL146), CC
(U83) e o Herpesvirus do Sarcoma de Kaposi pode codificar vMIP-l, vMIP-Il e
WIP-lll, que ligam-se e/ou competem por receptores especificos (LUSSO,
2000).

Outra estratégia viral para inibir a atividade das quimiocinas é a adsorcéo
de virus a membrana da célula alvo ou a producdo de receptores virais de
guimiocinas. Nestes casos, 0 mecanismo de acdo € a inibicdo da ligacdo da
quimiocina ao receptor, limitando o recrutamento de células inflamatérias para o
tecido infectado. A competéncia funcional destes receptores virais pode ser
verificada ao induzirem a uma sinalizagdo intracelular. A migracdo direcionada
pela célula infectada poderia sustentar e disseminar a infeccdo viral (DAIRAGHI
etal., 1998, LUSSO, 2000).

As primeiras descobertas sobre a acdo das quimiocinas sobre as
retroviroses das imunodeficiéncias foram recentes (Cocchi et al. 1995, citado por
LUSSO, 2000). Relacionaram-se a acado inibitéria das b-quimiocinas MIP-1a,
MP-1b e Rantes sobre a replicacdo do HIV-1, HIV-2 (AIDS) e do virus da
imunodeficiéncia dos simios (SIV). Esse efeito ocorreu, por meio de inibidores,
derivados de linfécitos T CDg*. A identificagdo do receptor CXCR4 como co-
receptor para a fusdo da glicoproteina do envelope viral do HIV, associado ao
receptor CD4, foi fundamental para a compreensdo dos mecanismos de invasao
celular do virus. A partir dai, identificou-se CXCR4 como co-receptor exclusivo
para cepas do HIV-1 com tropismo para linfécitos T. Rantes, MIP-la e MIP-1b
mostraram uma atividade inibitéria seletiva para as cepas de HIV-1 com
tropismo para macrofagos, por meio do receptor CCR5. Este Uultimo receptor
atualmente € considerado como co-receptor do virus para as linhas celulares

macrofagicas. Por este motivo, recentemente foi proposta uma nova
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classificacdo para o HIV-1, baseado em seus co-receptores. O virus pode ser
denominado de cepa R5 (CCR5), X4 (CXCR4) e X4R5 (ambos) (LITTMAN,
1998, LUSSO0,2000).

Na AIDS, a presenca de apoptose em varios tipos de células, incluindo
neurénios e linfécitos T CDg*, pode ser mediada pela sinalizacdo por meio do
receptor CXCR4 (LUSSO, 2000). Ainda ndo esta confimado se a morte
neuronal que ocorre na AIDS estd relacionada com a infeccdo direta destas
células pelo HIV ou se é pelo efeito indireto da interacdo dos neurdnios com
produtos virais ou com produtos liberados das células infectadas (LITTMAN,
1998).

Varios estudos experimentais induzindo alteracbes genéticas em
qguimiocinas/receptores indicaram que essas sdo capazes de influenciar a
susceptibiidade ou o curso da AIDS, tanto por reduzir a expressdo destes
receptores quanto por aumentar a producdo de quimiocinas supressoras. A
resisténcia geneticamente determinada ao HIV, foi observada em individuos
caucasianos homozigotos, que ndo possuiam o receptor CCR5 de b-
quimiocinas. Por este fato, os linfocitos T CD4" e os macrofagos foram
resistentes a infeccdo pelo virus da AIDS. Os individuos heterozigotos nao
apresentaram uma reducdo do risco de infeccdo, mas o curso da doenca foi
retardado (LUSSO, 2000).

O virus da AIDS induz, in vivo, a producdo de grandes quantidades de
Rantes, MIP-la e MIP-1b no tecido linféide de pacientes no estagio inicial da
doenca. Este tipo de expressdo ndo foi visto em outras doencas infecciosas.
Essa expressdo foi evidente em macréfagos dos centros germinativos e em
linffocitos T da zona extrafolicular. Estes mecanismos virais seriam uma
estratégia de sobrevivéncia do retrovirus, para prevenir a rapida difuséo viral e a
morte do hospedeiro? Ou seriam estratégias para inducdo de uma resposta
imune inespecifica? (LUSSO, 2000).

O \virus Epstein-Barr (EBV), um herpesvirus humano, codifica uma
proteina (BCRF1) homologa a IL-10 (citocina antiinflamatéria), com isto, ha a
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inbicdo da sintese de IFNg e a atividade antiviral da célula é anulada
(KOSZINOWSKI et al., 1991).

2.4 Encefalite Experimental pelo Virus da Estomatite Vesicular

7

O virus da estomatite vesicular (VEV) é RNA, pertencente a familia
Rhabdoviridae, género Vesiculovirus, infecta naturalmente eqlinos e bovinos,
produzindo lesBes vesiculares epidermoides, semelhantes as que aparecem na
febre aftosa e em outras doencas vesiculares. A instilacdo intranasal do virus,
em camundongos, pode causar meningite, ventriculite, necrose da substancia
cinzenta e morte (FORGER et al., 1991).

Quando camundongos BALB/c foram inoculados com um VEV, mutante
G41, ocorreram alteracdes neuropatologicas, paralisia de membros, perda de
péso e morte. As principais alteracbes morfolégicas descritas na medula
espinhal foram a inflamacdo da substancia cinzenta (6 dias p.d.), a
leptomeningite (1-2 sem. p.i.), a destruicdo neuronal (infeccdo pelo virus) e a
desmielinizacdo primaria. Inicialmente predominaram células da microglia com
atividade fagocitica e posteriormente os plasmacitos (DAL CANTO et al., 1979).

Em modelos que utlizam a via intranasal de inoculagdo do VEV, foi
constatado que camundongos mais velhos eram resistentes a infeccdo do SNC,
talvez por mudancas estruturais que ocorram com a idade. Quando a via de
inoculagdo foi a intracerebral, houve igual susceptibilidade para animais jovens e
adultos (SABIN & OLITSKY, 1938).

Na relacdo entre a anatomia e imunorreatividade do VEV no cérebro de
camundongos, constatou-se que 0 virus segue a infeccdo da camada glomerular
do bulbo offatério, difunde-se pelos ventriculos e utiliza o transporte retrégrado
(dentro de axobnios). Algumas areas importantes do cérebro, tais como, o
glomérulo olfatério, o talamo, o coOrtex e o0 hipocampo apresentaram um
envolvimento menor na disseminagcdo viral (HUNEYCUTT et al, 1994). Na
associacdo da neuropatogénese do VEV com a resposta celular de linfocitos T,

foi constatado que os linfécitos T CD4" e CD8" limitam a replicacdo e a difuséo
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transsingptica e ventricular do VEV, promovendo assim a recuperagdo do
guadro de encefalite viral (HUNEYCUTT et al., 1993).

Para avaliar a via de infeccdo do encéfalo pelo VEV, camundongos foram
bulbectomizados ou sofreram a destruicdo quimica do epitélio olfatério. A
invasdo priméaria do cérebro ocorreu pelo nervo olfatério. Com a realizacdo dos
procedimentos que impedem a migracdo do virus, ele multiplicou-se nas células
da lamina prépria do epitélio offatério e atingiu a placa cribiforme, o liqguor e o
parénguima nervoso. Portanto, confirmou-se que o virus pode utilizar vias nao-
neuronais para chegar até o tecido nervoso (PLAKHOV et al., 1995).

A comparagdo das lesdes encefalicas em camundongos inoculados com
VEV, via intracerebral (IC) ou intranasal (IN) foi avaliada, constatando-se que a
via IC apresentou minimas alteracdes morfologicas as 18 horas p.i., porém o
virus ja foi detectado proximo ao sistema ventricular. Na via IN, as lesdes
predominaram no bulbo olfatério, lobo piriforme e hipocampo (MIYOSHI &
HARTER, 1971).

A citocina IL-12 é uma potente ativadora da producdo de IFN-g in vitro e é
mediadora da resposta imune inata e adquirida. A IL-12 foi utlizada, em
camundongos, para testar a modulacdo da resposta imune do hospedeiro na
eliminacdo viral e na sobrevivéncia do hospedeiro. Foi comprovado que houve
inibicdo da infeccdo do SNC pelo VEV, diminuicdo do titulo viral, inducdo da
expressao de MHC classes | e I, aumento da infiltracdo por células T e a
inibicdo da apoptose induzida pelo virus (Bl et al., 1995).

A presenca de anticorpos especificos para VEV é importante para a
prevencdo inicial da difusdo deste agente no SNC. Os linfocitos B s&o
necessarios para a prevencdo precoce da encefalite, porém ndo garantem a
sobrevivéncia a longo termo. Esta dltima funcdo é comandada pelos linfécitos T.
A interacdo entre os dois tipos celulares é fundamental para a aquisicdo de uma
resisténcia completa ao virus (THOMSEN et al., 1997). Por intermédio do
modelo experimental de infeccdo pelo VEV, foi constatado que a producdo
cerebral de IL-6 pode utlizar vias dependentes ou ndo de linfécitos T. A
deteccdo da sintese intratecal desta citocina, que atua no desencadeamento da
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maturacdo de linfocitos B em plasmdcitos, explica a resposta imune humoral
presente no cérebro com infeccao viral (FREI et al., 1989).

Estudos recentes com o VEV (intranasal), a respeito do envolvimento de
IFN-g e TNF-a, demonstraram que o tratamento com anticorpos neutralizantes
para estas citocinas pro-inflamatérias reduziu a intensidade das lesdes
cerebrais. A mortalidade dos camundongos estava associada a intensidade da
inflamacdo e a multipicacdo do virus. A sintese da enzima Oxido nitrico sintetase
contribuiu para o agravamento das lesbes nervosas causadas pelo virus
(MACHADO, 1999). Pelo mesmo modelo viral de encefalite, foi verificado que o
padrdo de migracdo do VEV (via intranasal) iniciou pelo bulbo olfatério, atingiu o
diencéfalo e posteriormente chegou até a ponte. Os processos degenerativos e
necroticos, associados a uma meningoencefalite, foram os achados mais
freqlentes, sempre relacionados a astrocitose reativa na periferia das areas de
necrose (MAZZUCATTO, 2000, MAZZUCATTO & ALESSI, 2001).

O desenvolvimento das alteracbes neurologicas da  encefalite
experimental por VEV (via intracerebral) foi comprovado em camundongos de
diferentes idades. Da mesma forma, foi constatado que as alteracdes
degenerativas e necréticas neuronais relacionaram-se a alteragdes ultra-
estruturais em mitocondrias e no reticulo endoplasméatico dos animais
infectados. O virus foi encontrado em neurbnios e nas células ependimais
(FEDERICI, 2000). Utllizando a via intranasal, Grodums (1976) verificou por
microscopia eletrbnica, o VEV nas células ependimais e subependimais,
associado a necrose destas células e a separacdo da superficie ventricular. O
endotélio do plexo cordide apresentou mudancas morfologicas, porém né&o
foram observadas particulas viricas dentro ou nas proximidades do mesmo.

JARDIM (2003) ndo observou a expressao constitutva de MIP-1b nos
grupos de camundongos ndo infectados, mas a verificou nos grupos com 4 dias
pi. (G2) e 5 a 6 dias p.. (G3), por meio da técnica de RT-PCR. Ja MIP-1la e

Rantes tiveram expressdo constitutiva nos animais controle e nos camundongos
inoculados com VEV essa expresséo aumentou significativamente, com a

evolucao da encefalite viral.
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Outros modelos virais de encefalite tem surgido. O modelo de encefalite
com o virus da hepatite do camundongo (coronavirus), quando inoculado via
intracerebral, causou uma encefalomielite aguda. Houve a replicacdo viral em
células da glia e em neurbnios, associada a infiltrado leucocitario no neurdpilo.
O uso de camundongos “Knockout” para IFN-g , resultou em severidade da
doenca e diminuicdo do controle da replicacdo viral. Foi sugerido que uma
resposta Thl, caracterizada por linfocitos T CDs4 € CDs e a expressao de IFN-g,
€ necessaria para a protecdo do hospedeiro frente ao agravamento das lesbes

nervosas e para eliminar o virus (LIU & LANE, 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizadas duas linhagens de camundongos machos, no modelo de
encefalite experimental pelo VEV, discriminadas abaixo:
(@) Linhagem Swiss: um grupo de 38 animais entre 18 a 22 dias de idade *, para

a instilacdo intranasal do virus. Um lote de 20 camundongos, da mesma idade?,
para a inoculacgéo intracerebral.

(b) Linhagem B6:
- Linhagem C57BL/6 IL-4-/- (“Knockout’” para IL-4): 8 (9) individuos, com cerca

de 5 a 6 semanas®® para instilacdo intranasal. Um animal foi utiizado como

controle negativo.

- Linhagem C57BL/6 : com 5 (6) camundongos de aproximadamente 5 a 6

semanas de idade® para instilacdo intranasal. Um animal foi utiizado como o
controle negativo da infeccao.

Os animais da linhagem Swiss foram mantidos em gaiolas, com racdo
comercial e agua ad libitum. Os camundongos das linhagens B6 permaneceram
em ambiente com temperatura controlada e receberam racdo e agua
esterilizadas ad libitum. A cama e as gaiolas também foram esterilizadas.

O experimento foi desenvolvido nas instalagbes do Departamento de
Patologia Veterinaria, da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV),
da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP.

3.2 Virus da estomatite vesicular bovina (VEV)

3.2.1 Preparagéo das amostras virais

! Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP/USP), em Ribeirdo Preto, SP.
2 Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, SP.
8 A) Biotério do Depto. de Bioquimica e Imunologia (FMRP/USP)./ B) Depto. de Genética (FMRP/USP).
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O virus foi inoculado, via intracerebral, em 20 camundongos da linhagem
Swiss por inoculo de Sh da suspenséo viral / animal. Os sintomas neurologicos
iniciaram em torno de 36 horas poés-noculacdo (p..). Os animais foram
sacrificados com éter etilico por via inalatéria. A colheita dos encéfalos foi feita
imediatamente apos o sacrificio. Os cérebros foram macerados cuidadosamente
em um gral, com a adicdo de uma peguena quantidade de areia estéril e cerca
de 0,5mL / cérebro de solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS, pH 7,4)
contendo o antibidtico Pentabidtico na dose de 6000 Ul/mL para 100mL de PBS.
O macerado de cérebro foi centrifugado a 1000 x g /10 minutos. O sobrenadante
foi separado em aliqguotas de 50nL e estocado em “freezer’ - 80°C
(MACHADO, 1999). Uma aliquota de 1mL foi reservada para determinar o titulo
do VEV pela técnica de microtitulagdo em placas.

Um lote de cérebros de camundongos saudaveis, da mesma idade, sexo
e linhagem, foi preparado e armazenado da mesma forma, para ser utilizado

como o controle do modelo experimental de encefalite por VEV.

3.2.2 Titulagao viral

O ftitulo viral* foi determinado por meio da técnica de microtitulacdo em
placas (BUSSEREAU et al., 1982). A diuicdo do virus foi obtida pela
visualizacéo dos efeitos citopaticos em 50% do tapete celular (TCID50).

Utilizaram-se placas de cultivo celular com 96 cavidades (Corning). A
linhagem celular utlizada foi a BHK21>. As células foram semeadas na
microplaca de cultivo celular, com 10ml de meio essencial minimo (MEM)
contendo antibidtico (penicilina e estreptomicina, 10000 Ul) e 10% de soro fetal
bovino (Sigma). A suspensdo celular usada para semear a placa foi de 10*’
células/mL, com um volume final de 100nL em cada orificio. Cerca de 24 horas

apos, houve a adesdo do tapete celular ao fundo da placa. O meio de cultura foi

4 Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA/UNESP, Campus de Aracatuba, SP), Laboratério de
Microbiologia do Curso de Medicina Veterinaria.

® Laboratério de Virologia do Instituto Biolégico de S&o Paulo.



entdo removido e 100nL da suspenséao viral foi previamente filtrada em filtros de
0,22mm (Millipore), adaptados a uma seringa. Esta suspensdo foi adicionada
sobre as células em cultivo. Seguiu-se incubacéo por uma hora e trinta minutos,
em estufa de CO, a 37°C. Posteriormente a suspensdo contendo o VEV foi
removida e as células permaneceram em incubacdo por mais trés dias, em MEM

com 2% de soro fetal bovino e antibitico (penicilina e estreptomicina, 10000 Ul),
na estufa de CO2> a 37°C (CARDOSO et al., 2000). Procedeu-se a verificacdo
dos efeitos citopaticos e o calculo do titulo viral (REED & MUENCH 1938). O
titulo obtido foi de 10°® TICDsy / mL. A dose infectante foi de 10%® virus/nL da

suspensdo. Cada camundongo recebeu 3nbh de suspensdo viral por via

intranasal (3 x 10°® virus/animal).

3.3 Delineamento experimental
3.3.1 Grupos experimentais

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em sete grupos
experimentais, de acordo com a linhagem. Na Tabela 2 descreve-se o resumo

do delineamento experimental.

TABELA 2. Delineamento experimental dos grupos de camundongos do modelo de encefalite
por VEV.

GRUPOS LINHAGEM TRATAMENTO ANIMAIS SACRIFICADOS
2diasp.i. 4 dias p.i. 5a6diasp.i.

Gl Swiss VEV 8

G2 Swiss VEV 8

G3 Swiss VEV 8

G4 Swiss Controle? 8
C57BL/6 IL-4-/* Controle® 2
C57BL/6 (B6)*

G5 Swiss Controle® 6

G6 C57BL/6 IL-4-/- VEA 8

G7 C57BL/6 (B6) VEA 5

1 — Animais inoculados por via intranasal, com uma suspensédo contendo o virus, a partir de um macerado
de cérebros de camundongos inoculados via intracerebral, da linhagem Swiss; 2 - Animais inoculados por
via intranasal, com uma suspensédo de macerado de cérebros de camundongos normais, da linhagem
Swiss; 3 - Animais inoculados por via intranasal, com solugéo salina estéril; * Cérebros processados para
congelagéo.
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Os animais foram sacrificados segundo o protocolo descrito por Machado
(1999), nos trés diferentes tempos descritos na Tabela 2, que corresponderam
ao 2°. e 4°. dias p.i. (grupos G1 e G2 respectivamente) e no inicio dos sinais
clinicos (fase convulsiva) entre o 5°. e 6°. dias p.. (grupos G3, G6, G7). Os
camundongos dos grupos controle (G4 e G5) foram sacrificados juntamente com
0s animais dos grupos infectados por VEV.

A suspensdo viral foi administrada por meio de uma micropipeta, na
narina direita dos camundongos sedados com éter. Os animais inoculados com
o virus foram observados diariamente, avaliando-se 0 aparecimento de sinais

clinicos, até o momento do sacrificio nos dias pré-determinados.

3.3.2 Colheita e preparo do material para o processamento histolégico

Todos os animais dos grupos experimentais foram perfundidos, via
transcardiaca, antes da colheita dos encéfalos. Em cada grupo foi utilizada a
metade dos camundongos para a perfusdo com PBS (pH 7,2) e a outra metade
com solucdo de formalina a 10% tamponada com fosfatos (pH 7,2). Os
encéfalos perfundidos com PBS foram cortados no microtomo de congelacao,
para a técnica de imunoistoquimica com 0s anticorpos comerciais anti-Mipla,
ant-Miplb e antimicroglia. O material perfundido com formalina tamponada,
permaneceu 8 a 12 horas nessa solugdo e depois foi submetido ao
procedimento de rotina para inclusdo em parafina®. Cortes seriados foram
corados pela Hematoxiina e Eosina (H&E) ou utilizados na imunistoquimica
para a marcagdo do VEV e dos astrécitos.

A perfusao dos animais foi feita da seguinte forma:

a) Cérebros submetidos ao congelamento

Os camundongos foram anestesiados, via inalatdria, com éter etilico.

Procedeu-se a abertura da cavidade toracica, a partir da regido esternal, com

® Laboratério de Histopatologia do Depto. de Patologia Veterinaria (UNESP — FCAV, Jaboticabal, SP).
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seccdo do diafragma. O coragdo foi puncionado no ventriculo esguerdo, com
uma agulha n°. 23, acoplada a um equipo de soro e frasco contendo a solucédo
de perfusdo. Foi feita a administracdo lenta de PBS a 4°C, via transcardiaca,
seguida pela seccdo do atrio direito, para a eficiente drenagem do sangue. O
processo foi concluido quando o animal apresentou acentuada palidez de
visceras, principalmente do figado.

Os encéfalos foram retirados inteiros da caixa craniana e imediatamente
mergulhados em um frasco com solucdo de N-Hexano (Synth) resfriada.
Posteriormente, este frasco contendo os cérebros foi mergulhado em nitrogénio
liguido por 5 a 10 segundos, para o rapido congelamento do material. Em
seguida, os cérebros foram armazenados em “freezer’ —80°C, até o momento
dos cortes em microtomo de congelacdo. Os encéfalos foram cortados com
espessura aproximada de 5mm. A préfixacdo foi feita com acetona P.A. (-20°C),
por cinco minutos. Poskriormente, as seccdes de cérebro foram mantidas em
temperatura ambiente por uma hora para secagem, antes de serem estocadas
em “freezer’ —80°C, at¢ o momento da realizacdo da técnica de
imunoistoquimica. As secgbes de 5mm de espessura foram cortadas no plano

horizontal, como exemplificado na Figura 1.

FIGURA 1 — Plano de corte horizontal do cérebro de camundongo, utilizado no modelo de
encefalite por VEV, para as imunoistoquimicas de quimiocinas e microglia (Fonte:disponivel em

<http://www .nervenet.org/MBL /atlas?232/atlas; ame.html>. Acesso em 21/09/02).




b) Cérebros incluidos em parafina

O protocolo de perfusdo dos animais, com formalina tamponada, foi o
mesmo da perfusdo com PBS. ApOs a colheita, os encéfalos permaneceram por
8 a 12 horas no formol. Em seguida, os cérebros foram transferidos para uma
solucdo de alcool 70%, onde permaneceram até o processamento e incluséo em
parafina. Os planos de corte foram diferentes, nos cérebros incluidos em
parafina. Um esquema representativo dos planos de corte utilizados ¢é
demonstrado na Figura 2.
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FIGURA 2 - Desenho esquematico de um plano de corte transversal do cérebro de

camundongo, utilizado no modelo de encefalite por VEV. As letras correspondem as seguintes
areas: (A) Bulbo Olfatério; (B) Fissura Rinal; (C) Quiasma Optico; (D) Infundibulo Hipofiséario; (E)
Ponte (modificado de MACHADO, 1999).

Os enceéfalos processados para a inclusdo em parafina, foram cortados
longitudinalmente em alguns animais e transversalmente em outros, dentro do

mesmo grupo (Figura 2), para comparar qual seria o plano de corte mais



eficiente para a visualizagdo da distribuicGo e extensdo das lesdes
degenerativas e inflamatodrias no neurodpilo.

3.3.3 Anadlise em microscopia de luz

Nas seccbes de cérebro incluidos em parafina, da parte que foi destinada
para H&E, fez-se a avaliacdo das alteragcbes morfoldgicas do encéfalo, de todos
0S grupos em estudo. As alteragbes histopatoldgicas foram avaliadas pela
classificacdo do tipo de lesdo (degenerativa / inflamatéria). A localizacdo das
lesbes foi determinada e sua intensidade avaliada em discreta (+); moderada
(++) ou acentuada (+++). As lesbes eram discretas quando observava-se
pequenos focos de necrose ou inflamacdo nas areas estudadas. A classificacdo
de moderada correspondia a lesbes maiores, que poderiam ser multifocais a
localmente extensas. As lesdes acentuadas envolviam grande parte das areas
anatémicas avaliadas, muitas vezes com coalescéncia entre elas.

Nos encéfalos submetidos a imunoistoquimica, tanto de congelacdo
guanto os incluidos em parafina, foram observadas a presenca de células
positvas para 0s anticorpos utilizados, a intensidade da coloracdo
imunoistoquimica e a associa¢do da imunomarcacdo com a presenca de lesbes

nas diferentes regides do cérebro.

3.3.4 Técnica de imunoistoquimica

Os cortes dos cérebros dos camundongos foram submetidos ao Método
do Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (Vectastain ABC Kit, VECTOR, PK
4000), utilizando-se os anticorpos primarios e secundarios descritos na Tabela
3



TABELA 3 — Anticorpos utilizados para a imunomarcacdo dos cérebros dos
camundongos do modelo experimental de encefalite pelo VEV.

ANTICORPOS ESPECIES DE DILUICAO TEMPO DE ANTICORPOS DILUICAO  TEMPO DE

PRIMARIOS ORIGEM INCUBACAO  SECUNDARIOS INCUBACAO
anti-VEV* IgG de cobaio’ 1:1500 12 horas®  anti-lgG biotinilada 1:100 30 min.
de cobaio

produzida em
cabra (Vector, BA-

7000)
Anti-GFAP> *®  Anti-IgG bovina 1:500 12 horas®  anti-lgG biotinilada ~ 1:300 30 min.
produzida em de coelho
coelho (Dako, produzida em
Z0334) cabra
(Vector, BA-100)
anti microglia5 anti-IlgG de rato 1:100 12 horas’ anti-lgG biotinilada 1:100 30 min.
produzida em de camundongo
camundongo produzida em
(OX-42, Serotec, cabra
MCA275G) (Dako, E0433)
anti-MIP-1a° anti-lgG de 1:100 18 horas® anti-IgG biotinilada 1:100 1 hora
camundongo de cabra
produzida em produzida em
cabra (SANTA coelho
CRUZ - SC- (VECTOR, BA-
1383) 5000).
anti-MIP-1b° anti-IlgG de 1:100 18 horas® Anti-IgG biotinilada 1:100 1 hora
camundongo de cabra feita em
produzida em coelho
cabra (VECTOR, BA-
(SANTA CRUZ — 5000).

SC-1387).

1 — Incubagdo de 20 horas; 2 — GFAP = proteina glial fibrilar acida; 3 — Incubagé&o por 26 horas; 4
— Cortes em parafina; 5 — Cortes congelados; 6 — Segundo o fabricante, existe forte reagéo
cruzada com GFAP humano, felino, bovino, asinino, ovino; de cobaio, de hamster, de canguru,
de galinha e do rato.

Um resumo dos protocolos para o0s ensaios de imunoistoquimica das
seccdes de congelacdo é descrito na Tabela 4.

Os cérebros pré-fixados permaneceram uma hora em temperatura ambiente
para a secagem dos cortes. Posteriormente foram banhados trés vezes (5 min.
cada) em solucdo tampdo de PBS (pH 7,2), antes de cada um dos
procedimentos descritos nas Tabelas 3 e 4. A Unica excecdo esteve entre o

blogueio dos sitios inespecificos e o anticorpo primario. Em seguida incubou-se
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com o0 anticorpo secundario e posteriormente com o Complexo ABC (30 min.),
precedidos de banhos com PBS. Todas as etapas de incubacdo dos cortes de
cérebro, foram feitas em camara Umida e a temperatura ambiente. A incubagdo
com os anticorpos primarios ocorreu a 4°C.

A revelacdo da imunomarcacdo foi feita com o cromogeno Diaminobenzidina
— DAB (KPL, XB100), por 5 a 8 minutos, dependendo do anticorpo utilizado. Em
seguida, os cortes eram banhados em &gua destilada, antes da contracoloracéo
com Hematoxilina de Harris durante 1 a 2 min., preparada na diluicdo de 2:1
com agua destilada. Apos a coloracdo de fundo, os cortes permaneceram por 3
min. em agua corrente, antes da desidratacdo e montagem em Balsamo do

Canada.

TABELA 4 — Principais procedimentos da imunomarcagdo dos cérebros

processados para congelacéo.

Bloqueio Peroxidase Bloqueio dos sitios Tipo de imunomarcacao
Endogena (20 min.) inespecificos (30 min.)
Dako / S2001 Soro normal de coelho (KPL, MIP-1a, MIP-1b
VG039)
Dako / S2001 Soro normal de cabra (KPL, Microglia
XD024)

Os encéfalos incluidos em parafina foram desparafinados por 1h. em
estufa a 56°C. O processo de hidratacdo dos cortes de cérebro seguiu banhos
de cinco minutos em xilol (trés vezes), alcool absoluto (duas vezes), alcool a
70% e 50% (uma vez) e agua destilada. Posteriormente seguiram-se os banhos

triplos em PBS entre os procedimentos descritos na Tabela 5.

7 Laboratério de Virologia, FCAV — UNESP, Jaboticabal, SP
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Tabela 5 - Principais procedimentos da imunomarcacdo de cérebros incluidos
em parafina.

Bloqueio Recuperacéo Bloqueio dos sitios  Tipo de imunomarcacao
Peroxidase Antigénica inespecificos
Endo6gena (15 min.) (30 min.)
Dako / S2001 Pronase’ Soro normal de cabra VEV
(20 min.) (Dako, S2013) (KPL, XD024) Astrocitos

Os procedimentos posteriores, desde o anticorpo primario até a
montagem das laminas, foram similares ao protocolo de congelacéo.

incubac&o com pronase foi feita a temperatura ambiente.

3.3.5 Densidade celular e morfometria astrocitaria

Os cérebros positivos para GFAP foram submetidos aos dois métodos de
avaliacdo (numero de astrocitos e didmetro nuclear). Para esta analise foram
selecionadas quatro areas do encéfalo dos camundongos dos grupos controle e
infectados. As areas selecionadas foram o bulbo olfatério, o corpo caloso, o
hipocampo e o tronco cerebral. Estas areas foram escolhidas por serem as mais
importantes quanto a presenca de lesbes (H&E) e por apresentarem uma
presenca significativa de astrocitos positivos para GFAP.

A densidade de células positivas para a quimiocina MIP-1la, foi avaliada
pela contagem de células positivas somente na regido do tronco cerebral. O
plano de corte utilizado nos cérebros congelados causou a uma grande variacao
no aparecimento das demais areas. Isso impossibilitou a contagem padronizada

nas areas, por isso foi considerado apenas o tronco cerebral.

a) Densidade celular

8 Preparo: 0,1mL Pronase (-20°C) + 1,0mL de Tris/ HCI. (0,05M).



Em cada area selecionada foram feitas as contagens do numero de
astrocitos positivos, utilizando-se uma lente integradora acoplada a ocular do
microscopio de luz Nikon YS2, com objetiva de 40x. Essa lente possui uma area
guadriculada, que foi considerada como um campo microscopico, onde foram
contadas apenas as células presentes neste local. Em cada animal foram
contados 30 campos / area anatdmica selecionada. Para facilitar a contagem foi
utilizado um contador portatil de células.

O mesmo procedimento foi aplicado para os encéfalos de congelacéo,

corados para a b-quimiocina Mip-la. Também foram considerados 30 campos

microscopicos / animal, com objetiva de 40x.

b) Morfometria de astrocitos

Avaliou-se a variagdo no didmetro nuclear do astrocito, nas diferentes
areas e entre 0s grupos experimentais testados. Para isso, foi utilizado o
Programa de Andlise de Imagens Image-Pro Plus (versdo 3.0)°. A objetiva
utlizada foi a de 20x, do microscépio de luz Olympus BX50. O didmetro foi
medido nas células GFAP positivas, considerando-se um total de 50 células /
area anatdbmica / animal. A unidade de medida do didmetro nuclear de astrocitos
foi dada em microbmetros (nm). As é&reas selecionadas foram as mesmas da

densidade astrocitaria.

3.3.7 Andlise estatistica

As caracteristicas estudadas foram a densidade de astrécitos (DA) e da
b-quimiocina MIP-1a (MIP) e a morfometria nuclear astrocitaria (MA).
O delineamento experimental para DA e MA foi inteiramente casualisado

em parcelas subdivididas. O modelo matemético proposto incluiu os efeitos fixos

® Laboratério de Imunopatol ogia, do Depto. de Patologia Animal (FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP).
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de grupo (3 a 5), animal dentro de grupo, area (bulbo olfatério, corpo caloso,
hipocampo e tronco cerebral) e a interacdo entre grupo e area. O efeito de
animal dentro de grupo foi utilizado como residuo no Teste de Hipétese para o
efeito de grupo.

Para MIP, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado.
Apenas os efeitos fixos de grupo (3 a 5) e animal dentro de grupo foram
incluidos no modelo matematico proposto. No Teste de Hipbtese para o efeito
de grupo, considerou-se o efeito de animal dentro de grupo como residuo.

Os grupos experimentais que foram incluidos na andlise estatistica foram
G3, G4 e G5.

As andlises de varidncia, as meédias estimadas e o0s testes de
comparacdo de médias foram obtidos utilizando-se o programa estatistico SAS

(Statistical Analysis System, verséo 6.12).



4. RESULTADOS

4.1 Sinais clinicos

Os animais inoculados com o VEV apresentaram, em torno do 5°. ao 6.
dias p.i., sinais clinicos que geralmente iniciavam com prostracdo, pélos
arrepiados e anorexia. Estes sinais foram seguidos por sintomatologia nervosa,
caracterizada por ataxia de membros posteriores, andar em circulos e
posteriormente paralisia  dos membros pélvicos, decubito lateral e taquipnéia
gue evoluia para bradpnéia proxima a morte. Alguns dos animais que
apresentavam ataxia de membros posteriores, mordiam-se nas patas e na
cauda.

Antes da morte a maioria dos animais apresentou um quadro convulsivo.

Alguns camundongos apresentaram  opistétono antes do quadro
convulsivo, bem como, conjuntivite unilateral. A constatacdo da conjuntivite
coincidiu com o inicio do quadro neurologico e com o lado da inoculacdo do
virus na cavidade nasal. Em poucos animais foi possivel observar uma alteracdo
de comportamento, geralmente relacionada com acentuada agitacdo e
agressividade, que também coincidiu com o 5° ao 6°. dias p.i. Apds houve
evolucgdo para o quadro de paralisia de posteriores seguido de convulsoes.

Um animal do grupo G7 foi encontrado morto na caixa no 5 dia p.i. e seu
cérebro foi colhido para exame das alteragdes neuroldgicas. Os camundongos
da linhagem B6 (G7) iniciaram os sinais clinicos no 5°. dia p.. Os camundongos
B6 (G6), tiveram um periodo de evolucdo mais prolongado e iniciaram 0s
sintomas no 6°. dia pi. Os animais dos grupos controle (G4 e G5) ndo

apresentaram sintomas neuroldgicos.

4.2 Analise em microscopia de luz

4.2.1 Histopatologia
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Pela analise das alteracdes histopatologicas dos encéfalos dos grupos
infectados, foi possivel observar que as lesbes multifocais a localmente
extensas, estendiam-se desde o bulbo olfatério até o tronco cerebral. Houve
predominancia de processos degenerativos (necrose/+++), presenca de
infiltrado  inflamatério misto (células mononucleares e neutréfilos) nas meninges
(++) e manguitos perivasculares (+) evidentes na regido do tdlamo e hipotalamo.
Neurbnios apresentaram necrose (+++), caracterizada por picnose nuclear e
citoplasma acidofilico e retraido, porém foram raros os focos de neuroniofagia.
As alteragcbes neuronais foram mais evidentes da regido do infundibulo
hipofisario até o tronco cerebral. Nos vasos sanglineos do tdlamo e hipotalamo
e, com menor freqiiéncia no tronco cerebral, verificou-se a presenca de debris
celulares, caracteristicos de apoptose e sempre associados ao neurdpilo
perivascular. A meningite descrita, sempre foi segmentar ou focal, associada
invariavelmente aos locais que apresentavam lesdes degenerativas.

Os grupos experimentais apresentaram especificamente as seguintes
lesdes:

- Grupo 1 (Swiss, 2 dias p.i.)

Nos animais do grupo G1, as lesdes foram discretas e corresponderam a
necrose focal no bulbo offatério (+), geralmente unilateral (Figura 3A). Observou-
se meningite focal e discreta, presente no bulbo olfatério, infundibulo hipofisario
e tronco cerebral. O infiltrado presente era composto predominantemente por
neutrdflos e alguns linfécitos. No sistema ventricular, principalmente nos
ventriculos  laterais, verificou-se infiltrado mononuclear (+) em  regido
subependimaria (Figura 3F). Esporadicamente notou-se infiltrado inflamatério na
fissura rinal (+). Necrose neuronal focal (+) foi observada no bulbo offatério, no
hipotalamo adjacente ao 3°. ventriculo e na ponte préxima ao 4°. ventriculo.

Em alguns animais foi observada gliose focal (+) em regido do quiasma

optico, geralmente associada ao cortex cerebral (Figura 3B).
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- Grupo 2 (Swiss, 4 dias p.i.)

As lesbGes necréticas observadas neste grupo foram mais extensas (++).
Em dois animais do grupo, a necrose estendeu-se do bulbo olfatério até o
hipotdlamo, abrangendo o corpo caloso e o hipocampo. O padréo das lesdes foi
0 mesmo de Gl1, porém com maior intensidade, principalmente da necrose.
Houve também gliose focal cortical em quiasma Optico (+), ventriculite (++) em
ventriculo lateral e quarto ventriculo, com vacuolizagdo do citoplasma de células
endoteliais do plexo cordide (+). A necrose do bulbo olfatério foi unilateral e focal
(++). O infiltrado meningeal subagudo foi focal (+) em bulbo olfatorio, infundibulo

hipofisario e tronco cerebral.

- Grupo 3 (Swiss, 5a6 dias p.i.)

As areas de necrose foram mais extensas neste grupo. Dois animais
apresentaram necrose (+++), que estendeu-se do bulbo olfatério até o quiasma
Optico. No hipotalamo (Figura 3C), verificou-se além de necrose neuronal (++), a
presenca de debris celulares (++) no neurdpilo, adjacente aos vasos, 0s quais
apresentavam manguitos perivasculares mistos (+). O neurdpilo, nas areas com
necrose celular isquémica, apresentava microvacuolizagdo. Os debris celulares
predominavam no talamo e hipotdlamo proximo ao 3° ventriculo. Alguns
animais apresentaram necrose focal do giro do hipocampo (Figura 4A). A dliose
focal (+) estava presente novamente no cortex do quiasma Optico e estava
associada a necrose focal de neurdnios. Meningite focal e ventriculite moderada
(++) em ventriculos laterais, 3°. e 4°. ventriculos, estavam associadas a
vacuolizagdo do citoplasma endotelial do plexo cordide (++), que também
apresentava leucocitos dentro do limen vascular.

Um camundongo do grupo apresentou necrose focal na regido do
pedunculo cerebelar, associada a vacuolizagdo do parénquima.

- Grupo 6 (C57BL/6 IL-4 -/-,5 a 6 dias p.i.)
Nos animais desta linhagem, as lesbes foram mais extensas que 0sS

grupos G3 e G7. Invariavelmente foram observadas éreas de necrose focais a



difusas (+++) em ambos os bulbos olfatérios. Associado a estas lesbes
degenerativas, verificou-se a presenca de evidente hipertrofia astrocitaria (++),
focos de meningite (++) e manguitos perivasculares (+) com infiltrado misto
(leucécitos mononucleares e polimorfonucleares). As lesdes necréticas da
regido do infundibulo hipofisario (tdlamo e hipotalamo) foram extensas (+++) e
sempre adjacentes aos ventriculos laterais e ao terceiro ventriculo. Estas lesGes
tiveram como principal aspecto necrose neuronal, microvacuolizagdo do
neurdpilo, manguitos perivasculares discretos associados sempre a debris
celulares (Figura 5A). Na regido subependimaria dos ventriculos foi uma
constante a presenca de infiltrado inflamatério (++) e também a vacuolizagcdo do
citoplasma da célula endotelial do plexo cordide (++). A reacdo astrocitaria
(hipertrofia nuclear) no corpo caloso e regido periventricular foi bastante
evidente (++). No tronco cerebral a necrose neuronal (+++) associada a
manguitos perivasculares (+) e debris celulares (+++) foi uma constante neste
grupo. Um animal apresentou necrose (++) em células do giro dentato e
giro do hipocampo. Outro animal apresentou necrose focal de células de
Purkinge do cerebelo. Os segmentos das leptomeninges com infiltrado misto

(++) apareceram também nas regides hipotalamica e do tronco cerebral.

- Grupo 7 (C57BL/6, 5 a 6 dias p.i.)

Os animais deste grupo apresentaram lesdes mais intensas que 0s da
linhagem Swiss (G3), porém menos intensas que os do grupo G6. O tipo e a
distribuicdo das lesGes inflamatérias foi 0 mesmo de G6, porém com intensidade
diferente (++) no que diz respeito aos processos necroticos, que neste grupo
foram muito mais intensos no infundibulo hipofisario e tronco cerebral. Os debris
celulares em regido talamica (++) foram um aspecto marcante da necrose neste
grupo (Figura 3D). O camundongo que foi encontrado morto na caixa € que nao
foi perfundido, apresentou algumas lesdes mais intensas que 0s demais deste
grupo. O padrédo de alteracdes histologicas foi 0 mesmo dos demais, no bulbo
olfatério, infundibulo hipofisario, tronco cerebral (Figura 3E), porém a gliose

difusa, a congestdo vascular e o infitrado linfocitario difuso no neurdpilo foram



muito evidentes neste animal. Notou-se também uma discreta a moderada
satelitose e neuroniofagia. Este animal também apresentou necrose extensa de

neuronios do hipocampo.

- Grupos 4 e 5 (Swiss e B6, controles)

Os animais destes grupos nado apresentaram lesdes microscopicas no
neurdpilo, pela analise dos cortes de cérebro corados pela técnica de H&E. Na
Tabela 6 apresenta-se um resumo da distribuicdo e intensidade das lesbes nos

grupos experimentais em estudo.

TABELA 6 — Distribuicdo e intensidade das lesdes microscopicas na encefalite

por VEV, nos diferentes grupos e areas.

GRUPOS TIPO DE LESAO AREAS
BO TA/HIPO HC TR MEN
VENTR

G1 (S2) necrose T " —

inflamacéo + +
G2 (S4)* necrose ++ ++

inflamacéo +(+) ++
G3 (S5)* necrose +++ +H(H)*

inflamacéo ++ ++
G6 (KO5)* necrose - PR ++ P

inflamacéo ++ T+
G7 (Ch5)* necrose ++(+) ++(+)* it ++(+)

inflamacéo ++ ++

BO = bulbo olfatério; TA/HIPO = talamo / hipotalamo; HC = hipocampo; TR = tronco cerebral;
MEN = meninges; VENTR = ventriculos (lateral, terceiro, quarto); + = discreta; ++ = moderada;
+++ = acentuada; ++(+) = moderada a acentuada; +(+) = discreta a moderada; * Associada a
debris celulares. * S = Swiss; KO= “knockout” IL-4; C = C57BL/6; 2,4,5 = 2 ou 4 ou 56 dias p.i.

4.2.2 Imunoistoquimica

Os cérebros submetidos a coloragdo imunoistoquimica apresentaram as

seguintes alteracdes:



4.2.2.1 Imunomarcagéao parao VEV

As células que apresentaram marcacdo citoplasmatica positiva para o
VEV, foram predominantemente neurbnios integros ou em degeneracao,
principalmente nas regides do talamo, hipotalamo e tronco cerebral (+++). A
marcacao foi mais discreta no hipocampo e quiasma oOptico (+ a ++), sempre
associada a necrose (Figura 4C). Foram observadas rarissimas células positivas
no bulbo olfatério (+). Verificou-se a presenca de algumas células VEV positivas
no infitrado inflamatério periventricular e da fissura rinal (+). No grupo 1 a
marcacdo foi bastante discreta, restrita a algumas células do bulbo olfatério e do
tronco cerebral.

No grupo 2 verificou-se marcacdo mais intensa de células VEV positivas,
localizadas na fissura rinal (+), cortex do quiasma Optico (+), hipotdlamo (+), no
corpo caloso e no hipocampo necréticos (++) e no tronco cerebral (++). Um
animal do grupo apresentou um numero maior de células positivas (+++) do
infundibulo  hipofisario até a ponte. Raras células positvas no infiltrado
subependimario do ventriculo lateral.

No grupo 3 a imunomarcacdo foi mais forte, observando-se mais células
coradas, predominantemente no talamo e hipotdlamo (++), mesencéfalo e
tronco cerebral (+++), sempre associadas a necrose. Raros neurdnios positivos
no bulbo offatério (+), infiltrado inflamatdrio subependimal do ventriculo lateral
(+) e em neurdnios degenerados associados a gliose focal do cortex cerebral.
No hipocampo a presenca de células VEV positivas foi vista no giro dentato e no
giro do hipocampo, associadas ou néo a necrose.

Nos grupos 4 e 5 a imunomarcacao para o VEV foi negativa em todos 0s
animais. No grupo 6 houve uma marcagdo significativa (+++) no talamo e
hipotdlamo associada a areas de necrose (Figura 5B). No tronco cerebral a
marcacdo (+++) foi forte em alguns neurdnios e mais fraca em outros que
apresentavam necrose. O bulbo olfatério foi discretamente positivo (+), bem
como o infiltrado subependimério do ventriculo lateral (+).

No grupo 7 a presenca de células positivas foi elevada, com um padrao
de distribuicdo nas areas anatdmicas similar aos grupos 3 e 6. A presenca do



virus foi observada no bulbo offatério (+), talamo e hipotdlamo com focos
necroticos (++), em neurdnios do hipocampo (giro dentato e giro do hipocampo)
e do cortex adjacente (+++), no mesencéfalo necrético (++) e tronco cerebral (++
| Figura 4D). Discreta presenca de células positivas na meningite focal do
hipotdlamo e no infiltrado inflamatério adjacente ao ventriculo lateral. Um animal
apresentou imunomarcacdo para 0 virus em células de Purkinje do cerebelo. No
animal ndo perfundido, a presenca de células positivas foi maior no tronco
cerebral (++), mesencéfalo (++) e hipotalamo (++). Houve diferenca na
intensidade da imunomarcacdo em neurbnios integros ou em degeneracao

(mais fraca). Discreta marcacao no infiltrado da ventriculite lateral.

4.2.2.2 Imunomarcacéao para astrécitos

As é&reas do SNC, que apresentaram marcacdo positiva mais evidente
para GFAP, foram o bulbo offatério, o corpo caloso, o hipocampo, o talamo e em
menor proporcdo 0 mesencéfalo e tronco cerebral. Também foi observada a
imunomarcacdo para GFAP em astrocitos perivasculares e abaixo da meninge.
O aspecto morfologico dos astrocitos, em animais normais, correspondeu a
nicleos arredondados a discretamente ovalados, hipocromaticos, com a
cromatina homogeneamente distribuida e com os prolongamentos longos e
evidentes. Nos animais infectados este padrdo alterou-se para astrocitose
reativa, caracterizada pelo aumento do volume nuclear (hipertrofia) e
espessamento dos prolongamentos citoplasmaticos, nas areas adjacentes a
necrose. Nos focos necréticos houve reducdo do numero de astrécitos, com
diminuicdo do volume nuclear e com processos citoplasmaticos fragmentados
ou ausentes, com bordas pouco definidas. Nas diferentes areas dos grupos
experimentais verificou-se as seguintes alteracoes:

No grupo 1 todas as é&reas apresentavam astrocitos preservados. No
bulbo olfatério (Figura 4E), fissura rinal, corpo caloso e hipocampo observou-se
uma menor concentracdo de células positivas, em um animal. Nas areas focais
de necrose do bulbo offatério, observou-se a presenca de células positivas
apenas na periferia da lesdo (Figura 4F). Os focos de gliose do cortex (quiasma
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optico), em um animal, foram GFAP negativos e nos demais a imunomarcacao
foi discreta, com pouquissimas células com prolongamentos marcados.

No grupo 2 observou-se areas de necrose mais evidentes, do bulbo
olfatério ao hipocampo. O numero de astrocitos positivos dentro destes locais foi
menor. Os astrocitos apresentavam  prolongamentos mais curtos e
fragmentados. As areas de gliose focal foram GFAP negativas.

No grupo 3, observou-se 0 mesmo aspecto morfolégico dos astrécitos do
grupo 2, quando presentes nas areas necroticas do bulbo olfatério, hipocampo
(Figura 4B), corpo caloso, talamo, hipotalamo e mesencéfalo. Na periferia das
lesbes degenerativas houve astrocitose reativa e presenca de alguns astrocitos
binucleados. A gliose também foi GFAP negativa neste grupo.

Nos grupos 4 e 5 houve uniformidade na morfologia astrocitaria, tanto do
nucleo como dos prolongamentos (mais longos e evidentes), em todas as areas
estudadas. Nos grupos 6 e 7, as ceélulas gliais positivas apresentavam padrao
de astrocitose reativa mais evidente que o0 grupo 3, sempre nas areas
adjacentes a necrose ou em areas nao lesadas. Nos focos necréticos notou-se
severa fragmentacdo dos processos citoplasmaticos dos astrécitos, associada a
picnose nuclear em alguns casos. Houve desaparecimento destas células nos
focos necréticos. No infiltrado subependimario do ventriculo lateral verificou-se a
presenca de células positivas (+). Foram observados astrocitos binucleados

(++), principalmente no hipocampo, corpo caloso e tronco cerebral.
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FIGURA 3 - Fotomicrografias de cérebros de camundongos infectados pelo VEV. (A)
Necrose neuronal (setas) em bulbo olfatério (BO) de G1; (B) Gliose (cabeca de seta
vermelha) em cortex (CO) com necrose (seta), G1; (C) Necrose neuronal (setas) no
hipocampo (HIP), G3; (D) Talamo (TA) com necrose (setas), G7; (E) Necrose neuronal
(setas) no tronco cerebral (TR), G7; (F) Ventriculite (seta) (ventriculo lateral - VL) em

G1. Técnica de Hematoxilina & Eosina. Barra = 25mm.
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FIGURA 4 - Fotomicrografias da sequéncia de lesbes microscopicas no cérebro de
camundongos inoculados com VEV, em H&E e Imunoistoquimica (IH). (A) Necrose
neuronal (setas) no hipocampo (HIP) - (G3 / H&E); (B) Necrose (seta) hipocampal (HIP)
com lesao astrocitéria (cabecas de seta azul) - (G3 / IH GFAP); (C) Necrose (cabecas de
seta azul) hipocampal (HIP) com neurdnios positivos (setas) para VEV (G3 / IH VEV); (D)
Tronco cerebral (TR) com presenca do virus (setas) - (G7 / IH VEV); (E) Bulbo Olfatério
(BO) com astrécitos integros (G1 / IH GFAP). (F) Bulbo Olfatério (BO) com foco necrotico
(N) e astrocitose reativa na periferia (seta) (G6 / GFAP). Barra = 25mm.



FIGURA 5 - Fotomicrografias de lesbes sequénciais em camundongos com encefalite
por VEV. (A) Talamo (TA) com manguitos perivasculares (seta azul) e debris celulares
(seta) - (G6 / H&E); (B) Mesma lesdo de A, com presenca do virus (seta azul) associado
aos debris celulares (seta) - (G6 / IH VEV); (C) Leséao similar a A e B, com presenca da
microglia (setas) - (G6 / IH OX-42); (D) Bulbo (BO) com necrose (N) com microglia
fagocitica (setas) - (G3 / IH OX-42); (E) Microglia bipolar (seta) no tronco cerebral (TR);
(F) Microglia ramificada (seta) no cortex (CO); (G) Microglia fagocitica (setas) no talamo
(TA) - (E-G G6 / IH OX-42); Barra = 25nm.



FIGURA 6 - Fotomicrografias da imunomarcacgao para MIP-1a e MIP-1 b na encefalite
murina por VEV . (A) Tronco cerebral (TR) com células positivas para MIP-1a (G3); (B)
Tronco cerebral (TR) com neurénios positivos (seta branca) e astrocitos (seta) - (G6);
(C) Células positivas para MIP-1 a (seta) no infiltrado do bulbo olfatério (BO); (D)
Células MIP-1a positivas (seta), semelhantes a microglia, no cerebelo (CC) - (G7); (E)
Bulbo olfatorio (BO) com necrose (N) e células MIP-1b positivas (setas) na periferia
(G7); (F) Corpo Caloso (CC) com células fusiformes (microglia) positivas (setas) para
MIP-1 b (G7). Barra = 25nm.
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4.2.2.3 Imunomarcagéao para as b-quimiocinas

a) MIP-1a

A marcacdo positiva para esta quimiocina foi verificada em cortes de
congelagdo. Os planos de corte horizontal dos cérebros apresentaram muita
variacdo e por isso foi dificil padronizar as areas imunomarcadas. Em todos os
grupos foi significativa a presenca de células positivas no mesencéfalo e ponte.
Nas demais areas a imunomarcacdo para MIP-la foi mais fraca (+) e ocorreu
com maior feqliéncia nas regides do hipocampo, talamo e hipotalamo.

As células positvas para esta quimiocina, no tronco cerebral,
apresentaram morfologia variada. O aspecto mais freqiente foi de células
arredondadas a ovaladas semelhantes a astrocitos (Figura 6A-B), com
imunomarcagdo marrom-escuro (+++). Apareceram também algumas células
mais alongadas e menores que as primeiras sugestivas de microglia, com
marcacao similar. Um terceiro tipo celular, apresentou um volume maior que as
anteriores, com uma marcacdo mais fraca (amarelo-ouro) e em ndmero menor
gue as outras (neurdnios / Figura 6B). A intensidade da imunomarcagdo variou
bastante entre as células positvas no mesmo animal. Foram vistas algumas
células inflamatédrias das meninges e ventriculos positivas para MIP-1la (Figura
6C). Dos gupos infectados, observou-se apenas uma marcagdo mais fraca em
G6 e em menor proporcdo G7. Nos grupos controle (G4 e G5) a intensidade de
coloracdo das células positivas foi moderada em relacdo aos grupos G1, G2 e
G3. Algumas células com nucleo alongado e citoplasma bipolar discretamente

ramificado, foram vistas no cerebelo e foram positivas para MIP-la e com uma

morfologia sugestiva da microglia ramificada (Figura 6D).

b) MIP-1b
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Nos grupos Gl e G2, apenas poucas ceélulas inflamatérias do infiltrado
meningeal e do ventriculo lateral, apresentaram marcacdo positiva. No grupo 3
foram observadas células positivas (++) no tronco cerebral. Nos grupos 4 e 5
ndo foi verificada imunomarcacdo. Nos grupos 6 e 7, a presenca de células
positivas (+) foi vista no nucleo olfatério, adjacente ao bulbo necrético (Figura
6E). No bulbo offatério verificou-se, na periferia das é&reas necréticas, a
presenca de células positivas, com citoplasma arredondado e fortemente
marcado, semelhante a microglia fagocitica. As mesmas células foram vistas
circundando uma area necrética do tronco cerebral de um animal (G6). Células
com morfologia ramificada foram vistas na substancia branca, proximas ao
hipocampo e regido ventricular (Figura 6F), com aspecto sugestivo de microglia
ramificada.

4.2.2.4 Imunomarcacao para microglia

Nos cérebros estudados notou-se grande variacdo morfoldgica das
células positivas. A morfologia variou desde fusiforme (bipolar, ndo reativa /
Figura 5E), para ramificada com prolongamentos mais finos (ndo reativa / Figura
5F) a células com prolongamentos espessados (reativa) até formas
arredondadas e sempre associadas a necrose (fagocitca / Figura 5G). O
nimero de células positivas diferiu entre 0os grupos experimentais. No grupo G1
verificou-se  pouquissimas células positvas no coOrtex cerebral, com
predominancia da forma bipolar.

No grupo 2 notouse células fusiformes a ramificadas (substancia branca)
no tronco cerebral, corpo caloso e tecido adjacente ao ventriculo lateral. No
bulbo offatorio necrético foram evidentes as células arredondadas fagociticas.
No tecido circunvizihnho ao bulbo offatério foram vistas células microgliais
ativadas com processos citoplasmaéticos ramificados. As células inflamatorias da
fissura rinal e ventriculo lateral foram positvas (+) para o anticorpo anti-

microglia.



No grupo 3 0 numero de células fusiformes aumentou em todo o cérebro
(substancia branca do cerebelo, hipocampo, hipotalamo e tronco cerebral). Nos
bulbos e no tronco cerebral, com lesdo, observou-se células arredondadas na
perifeia.  das areas de necrose. Células microgliais reativas, com
prolongamentos  citoplasmaticos espessados e com nlcleo  alongado
hipertréfico, foram vistas na vizinhanca da area necrotica do tronco cerebral.

Nos grupos controle, o padrdo microglial predomnante foi fusiforme,
desde o bulbo offatério até o tronco cerebral, com menor densidade que os
grupos infectados. Nos grupos 6 e 7, 0 numero de células microgliais positivas
foi maior que de G3. O padrdo de distribuicdo foi 0 mesmo de G3, ou seja,
células arredondadas a ramificadas reativas associadas a necrose, fusiformes
em areas distantes da lesdo e ramificadas (ndo-reativas) na substancia branca
cerebelar e do corpo caloso. Nestes grupos haviam mais focos necréticos no
bulbo, tadlamo, hipotdlamo e tronco cerebral (Figura 5C-D). Foram vistas células
positivas nos manguitos perivasculares do tdlamo e tronco cerebral. Na Tabela 7
mostra-se um resumo das intensidades da imunomarcagdo para VEV, GFAP,

microglia e b-quimiocinas nos grupos infectados e controles.

TABELA 7 — Intensidade da reacdo positiva para as imunoistoquimicas testadas
na encefalite experimental pelo virus da estomatite vesicular, dentro dos grupos
experimentais.

GRUPOS VEV GFAP MIP-1a MIP-1b MICROGLIA

Gl + +++ ++ - (+)

G2 ++ ++ ++ - +(++)

G3 ot ++ +++ + ++

4 - +++ +(++) - +

G5 - +++ +(++) - +

G6 ++(+++) ++ +(++) ++ +++

G7 ++(+++) ++ +(++) ++ +++

(+) Discretissimo; + discreto; +(++) discreto a moderado; ++ moderado; ++(+++) moderado a
acentuado; +++ acentuado. (GFAP) proteina glial fibrilar acida de astrocitos; (MIP-la e b)
proteina inflamatoria de macrofagos alfa e beta; (VEV) virus da estomatite vesicular.



4.3 Densidade Celular e Morfometria

4.3.1 Diametro de Astrocitos

As médias gerais observadas, o nimero de informacbGes e os eficientes
de variacdo para o didmetro de astrocitos, por grupo (1 a 7) e por area (bulbo
olfatério, hipocampo, tronco cerebral e corpo caloso) sdo relacionados em
anexo, respectivamente, nas Tabelas 1A e 2A. Na Tabela 3A, em anexo,
relatam-se as médias observadas e 0 numero de informacdes para a
caracteristica estudada, por grupo (1 a 7), em cada uma das mesmas areas.

Para a andlise estatistica, considerou-se 12 animais, pertencentes aos
grupos 3 a 5 e foram obtidas 2496 informagcfes de didmetro de astrocitos. A

média geral observada para essa caracteristica foi 5,8535 + 0,8600 nmm, com

um coeficiente de variagdo de 14,69%. O resumo da andlise de variancia do
didametro de astrocitos, considerando as fontes de variacdo de grupo (3 a 5),
animal dentro de grupo, area (bulbo olfatério, hipocampo, tronco cerebral e
corpo caloso) e a interacdo entre grupo e area é descrito na Tabela 8. Observa-
se que o efeito de grupo, quando testado pelo quadrado médio do efeito de
animal dentro de grupo como residuo, ndo influenciou significativamente a
caracteristica em estudo (Tabela 8). Considerou-se que as diferencas entre
animais dentro de grupo seriam uma importante causa de variagdo (P<0,0001)
entre os grupos. Verificaram-se diferencas significativas (P<0,0001) entre as
medidas de didmetro de astrocitos nas diferentes areas. A interacdo significativa
(P<0,0001) entre grupo e area indicou diferentes respostas por area em grupos
distintos.

Na Tabela 9, relatam-se as médias estimadas para a caracteristica
estudada, a partir do modelo matematico proposto, considerando os efeitos fixos
de grupo (3 a 5), animal dentro de grupo, area (bulbo olfatério, hipocampo,
tronco cerebral e corpo caloso) e a interacdo entre grupo e area. Esses valores
sao representados na Figura 7. Em todas as areas, as maiores médias incluiram

0 grupo 5, que diferiu significativamente (P<0,05) do grupo 4 nas quatro areas



55

estudadas e, em relacdo ao grupo 3, apenas na éarea de bulbo offatério. Os
grupos 3 e 4 ndo tiveram diferencas significativas, exceto na area do

hipocampo.

TABELA 8. Resumo da andlise de variancia para o didmetro de astrécitos,
considerando os efeitos de grupo (3 a 5), animal dentro de grupo, area (bulbo
olfatorio, hipocampo, tronco cerebral e corpo caloso) e a interacdo entre grupo e
area.

Fonte de variacdo Graus de Quadrado Médio
liberdade
Grupo® 2 37,60™
Animal (Grupo) 9 13,81
Area ) 3 20,80
Interacéo Grupo x Area 6 4,86
Residuo 2475 0,62

s

L No significativo; (P< 0,0001); Coeficiente de Determinagéo (R°) = 16,07%
Teste de Hipotese para o efeito de grupo, utilizando o quadrado médio de animal
dentro de grupo como residuo

TABELA 9. Médias estimadas e respectivos erros-padrdo para o didmetro de
astrécitos por grupo (3 a 5) em cada area (bulbo olfatério = BO, hipocampo =
HC, tronco cerebral = TC e corpo caloso = CC), a partir do modelo matematico
proposto, considerando os efeitos fixos de grupo, animal dentro de grupo, area e
a interacdo entre grupo e area.

Area (mm)
Grupo BO HC TC cC
3 5,405410,05423 6,1243i0,05552 5,9429J_r0,0561ib 5,8079i0,0530°:
4 5,33050,0537 5,8510+0,0536 5,85550,0540 5,6334+0,0547
5 6,1231+0,0654% 6,1233+0,0543% 6,1536+0,0546" 5,9854+0,0540°%

Médias seguidas por letras distintas em cada area diferem significativamente (P< 0,05) pelo

Teste Tukey.
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5,5 Grupo 4
Grupo 5
4,5 T T T
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Diametro de astrécito (um)

FIGURA 7. Médias estimadas do diametro de astrocitos (N ) por Grupo (3 a 5) em cada area

(bulbo olfatério = BO, hipocampo = HC, tronco cerebral = TC e corpo caloso = CC), a partir do
modelo matematico proposto, considerando os efeitos fixos de grupo, animal dentro de grupo,
area e a interagdo entre grupo e area.

4.3.2 Densidade de Astrocitos

As médias gerais observadas, o numero de informacBes e os coeficientes
de variacdo para a densidade de astrécitos, por grupo (1 a 7) e por area (bulbo
olfatério, hipocampo, tronco cerebral e corpo caloso) sdo relacionados em
anexo, respectivamente, nas Tabelas 4A e 5A. As médias observadas e o
nimero de informagbes para a densidade de astrocitos por grupo (1 a 7) em
cada uma das mesmas areas sdo indicadas em anexo (Tabela 6A).

Nas analises estatisticas, a densidade de astrécitos foi observada em 12
animais, oriundos dos grupos 3 a 5, totalizando 1379 informacdes. A média
geral observada para essa caracteristica foi 18,27 + 8,46, com um coeficiente de
variacdo de 46,30%. Para adequar a distribuicdo da caracteristica a Distribuicdo

Normal de Gauss, a densidade de astrécitos (x) foi transformada em raiz

guadrada («/; ). O resumo da andlise de variancia da raiz quadrada da
densidade de astrocitos, considerando as fontes de variacdo de grupo (3 a 5),
animal dentro de grupo, area (bulbo olfatério, hipocampo, tronco cerebral e

corpo caloso) e a interagdo entre grupo e area € relacionado na Tabela 10.
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TABELA 10. Resumo da andlise de variancia para a raiz quadrada da densidade
de astrocitos, considerando os efeitos de grupo (3 a 5), animal dentro de grupo,
area (bulbo olfatério, hipocampo, tronco cerebral e corpo caloso) e a interacdo
entre grupo e area.

Fonte de variacédo Graus de Quadrado Médio
liberdade
Grupo™ 2 6,50 "
Animal (Grupo) 9 15,36,
Area 3 68,02
Interac&o Grupo x Area 6 5,76
Residuo 1358 0,66

"Nao significativo; (P< 0,0001); Coeficiente de Determinacdo (R?) = 30,76%;
Coeficiente de Variagdo (CV) = 19,51%; Teste de Hipotese para o efeito de grupo,
utilizando o quadrado médio de animal dentro de grupo como residuo

Verificou-se, pela Tabela 10, um efeito ndo significativo de grupo sobre a
caracteristica em estudo, quando o residuo foi 0 quadrado médio do efeito de
animal dentro de grupo. Por esse resultado, indica-se a maior importancia da
variagdo existente entre os individuos dentro de cada grupo (P<0,0001) do que
aquela entre os grupos. O efeito de &area sobre a caracteristica foi significativo
(P<0,0001), assim como a interagdo entre grupo e éarea (P<0,0001), o que
corresponde, respectivamente, a diferencas significativas entre as areas e
diferentes desempenhos dos grupos estudados conforme a area.

As médias estimadas (Tabela 11) para a densidade de astrocitos, por
grupo (3 a 5), em cada area (bulbo olfatério, hipocampo, tronco cerebral e corpo
caloso) foram obtidas considerando, no modelo proposto, os efeitos fixos de
grupo (3 a 5), animal dentro de grupo, area (bulbo olfatério, hipocampo, tronco
cerebral e corpo caloso) e a interacdo entre grupo e area e sdo representadas
na Figura 8. Nao houve diferencas significativas entre os grupos nas areas de
hipocampo e corpo caloso. Na é&rea do bulbo olfatério, a maior média foi
verificada no grupo 5, diferente significativamente (P<0,05) dos demais. O grupo
3 teve diferencas significativas (P<0,05) em relacdo aos grupos 4 e 5 na area do

tronco cerebral.



TABELA 11. Médias estimadas e respectivos erros-padrao para a densidade de
astrocitos por grupo (3 a 5) em cada area (bulbo olfatério = BO, hipocampo =
HC, tronco cerebral = TC e corpo caloso = CC), a partir do modelo matematico
proposto, considerando os efeitos fixos de grupo, animal dentro de grupo, area e
a interagcdo entre grupo e area.

Area
Grupo BO HC TC CC
3 15,0410,312 20,21+0,33° 15,8210,292 21,91+0,34°
4 15,49+0,30 18,59+0,32% 10,49+0,24 21,27+0,35%
5 18,79+0,39% 18,30+0,32% 12,71+0,26" 20,47+0,33%

Médias seguidas por letras distintas em cada area diferem significativamente (P< 0,05) pelo
Teste Tukey.

20 A
18 1
16 1
14 A
12 ~
10 A

Grupo 3
Grupo 4
Grupo 5

Densidade de astrécitos

BO HC TC CC

Area

FIGURA 8. Médias estimadas de densidade de astrocitos por Grupo (3 a 5), em cada Area
(bulbo olfatério = BO, hipocampo = HC, tronco cerebral = TC e corpo caloso = CC), a partir do
modelo matematico proposto, considerando os efeitos fixos de grupo, animal dentro de grupo,
area e a interagdo entre grupo e area.

4.3.3 Densidade de células positivas para a Quimiocina MIP-1a

As médias gerais observadas, o nimero de informacGes e os coeficientes
de variacdo para a densidade de células MIP-1a positivas, por grupo (1 a 7) sao
descritos na Tabela 7A, em anexo.

Na analise estatistica, a densidade de células positivas para a quimiocina
MP-1la foi avaliada a partir de 298 informacdes provenientes de 10 animais,
pertencentes aos grupos 3 a 5. A média geral observada para essa
caracteristica foi 20,33 + 9,54, com um coeficiente de variagdo de 46,92%. Para
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adequéla a Distribuicdo Normal de Gauss, a caracteristica (x) foi transformada

em raiz quadrada («/; ). O resumo da andlise de varidncia da raiz quadrada da
densidade de células positivas para a quimiocina MIP-1a, considerando a fonte
de variacdo de grupo (3 a 5) e de animal dentro de grupo, é indicado na Tabela
12. Constatou-se que o efeito de grupo foi significativo (P<0,01) sobre a
densidade de células positivas para a quimiocina MIP-1la, quando o teste de
hipotese foi feito utiizando o quadrado médio do efeito de animal dentro de
grupo como residuo. A variagdo provocada pelas diferencas entre individuos do
mesmo grupo também foi significativa sobre a caracteristica estudada. As
médias gerais estimadas e respectivos erros-padrdo por grupo (3 a 5) para a
densidade de células positvas para a quimiocina MIP-1la, a partir do modelo
matematico proposto, que incluiu os efeitos fixos de grupo e de animal dentro de
grupo sao relacionadas na Tabela 13 e indicadas na Figura 9.

As maiores médias para as células positivas para a quimiocina MIP-1a
foram verificadas nos grupos 3 e 4 (Tabela 13), que n&o diferiram
significativamente entre si, mas que tiveram diferencas significativas em relacéo

ao grupo 5.

TABELA 12. Resumo da analise de varidncia para a raiz quadrada da densidade
de células positivas para a quimiocina MIP-1a, considerando o efeito de grupo
(3 a5) e de animal dentro de grupo.

Fonte de variacéo Graus de Quadrado Médio
liberdade
Grupo™ 2 18,92,
Animal (Grupo) 7 3,02
Residuo 288 0,74

k(P< 0,01); Coeficiente de Determinacdo (R°) = 38,66%; Coeficiente de Variacéo
(CV) = 19,69 %; Teste de Hipoétese para o efeito de grupo, utilizando o quadrado
médio de animal dentro de grupo como residuo



TABELA 13. Médias gerais estimadas e respectivos erros-padrao por grupo (3 a
5) para a densidade de células positivas para a gquimiocina MIP-1la, a partir do
modelo matematico proposto, que incluiu os efeitos fixos de grupo e de animal
dentro de grupo.

Grupo Média + Erro-padrédo CV (%)
3 22,10 + 0,37 1,69
4 21,92 + 0,377 1,68
5 9,91 + 0,35 3,53

Médias seguidas de letras distintas diferem significativamente
(P<0,05) pelo Teste Tukey.

25

20 -

15 -

10 A

MIP-1alfa

3 4 5
Grupo

FIGURA 9. Médias gerais estimadas por grupo (3 a 5) para a densidade de células positivas
para a quimiocina MIP-1a, a partir do modelo matematico proposto, que incluiu os efeitos fixos
de grupo e de animal dentro de grupo.
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que as quimiocinas sdo reguladoras da resposta imune inata e
adquirida contra microorganismos invasores, por meio do controle do trafego de
leucocitos nos tecidos (LUSSO, 2000). Os astrocitos e a microglia interagem de
maneira equilibrada, para manter a homeostase do SNC. A ativacdo destas
células frente a um agente agressor irA desencadear uma resposta imune, que
podera ser importante para a resolugcdo ou para o agravamento do quadro
neuroldgico. Isso ocorre devido a persisténcia do agente etiolégico e a presenca
de produtos inflamatérios liberados no sitio da injuria. Os agentes virais s&o
muito eficientes em adaptar-se as condicdes indspitas criadas pelo sistema
imune, como estratégia de sobrevivéncia. O VEV, utilizado no presente trabalho,
€ um importante modelo viral para o estudo da patogenia das encefalites em
camundongos, por permitr a analise concomitante dos processos degenerativo
e inflamatorio do neurdpilo, bem como o tipo de resposta glial frente a esse
guadro infeccioso.

No presente estudo, verificou-se que a avaliacdo dos métodos de
processamento dos cérebros incluidos em parafina, quanto ao tempo de
permanéncia no formol e no alcool 70%, foi primordial para a qualidade do
material analisado pela microscopia de luz. E importante salientar que um
periodo prolongado no formol é indesejavel para a preservacdo dos antigenos
do tecido. JA4 a prolongada permanéncia no alcool, pode levar ao ressecamento
do tecido e consequentemente a cortes quebradicos e de qualidade ruim para a
leitura das lesBes microscopicas, tanto em H&E quanto em imunoistoquimica.
Constatou-se, neste estudo, que o ideal € que o material permaneca no maximo
8 a 12 horas no formol e por 12 a 24 horas no alcool, pois do contrario a
gualidade da imunoistoquimica sera prejudicada.

Os planos de corte testados nos cérebros fixados em formol foram o
sagital e o transversal. Constatou-se que o plano transversal permitiu uma

visualizacdo maior de células dentro das diferentes areas do cérebro. Isso pdde
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ser observado na imunomarcacdo para GFAP, em que um ndmero maior de
células coradas foi visto no talamo e hipotdlamo, quando comparado com o
plano sagital. Entretanto, foi dificil padronizar os cortes em todos os animais. O
plano sagital, foi bastante interessante para avaliar a distribuicdo e extensdo das
lesbes entre as areas estudadas. Portanto, foi considerado de eleicdo para a
padronizacdo dos planos de corte de encéfalos processados em parafina. O
plano de corte horizontal, adotado nos cérebros congelados, ndo permitiu avaliar
as areas do cérebro de forma uniforme. Seria interessante utilizar o plano sagital
também para cérebros processados para congelacao.

A sintomatologia clinica dos animais dos grupos G3, G6 e G7 iniciou-se
no 5°. ou @. dias p.i., juntamente com a conjuntivite unilateral, indicando que o
pico de infeccdo pelo VEV ocorreu nesta faixa de tempo. Dal Canto et al. (1979)
observaram a presenca do VEV no cérebro, por imunofluorescéncia, somente
no 5° dia p.i. e apés este periodo ndo houve deteccdo de células positivas.
Esse fato sugere que o pico de infeccdo ocorra nesta fase da encefalite
experimental. Machado (1999) e Mazzucatto (2000) também observaram o inicio
dos sinais clinicos neste periodo, em camundongos inoculados com VEV por via
intranasal.

Os camundongos do grupo G6 iniciaram o0s sinais clinicos mais
tardiamente (6°. dia p..) que os G7 (5° dia p..), sugerindo que a deplecéo
genética de IL-4 pode ter influenciado nesta diferenca dentro da mesma
linhagem (B6) de camundongos. No entanto, o periodo de 5 a 6 dias p.. para o
aparecimento dos sintomas neurolégicos, nestes grupos, foi o mesmo
observado em G3. As diferencas de idade entre os animais das linhagens Swiss
(G1, G2 e G3), com aproximadamente 3 semanas de idade e da B6 (G6 e G7)
com cerca de 56 semanas, ndo influenciaram no desenvolvimento da encefalite
experimental. Sabin & Olitsky (1938) verificaram que camundongos adultos
eram resistentes ao VEV, quando a via de inoculagdo foi a intranasal. Quando a
inoculagcéo ocorria via intracerebral, a susceptibilidade para o desenvolvimento
da neuroinflamacdo era a mesma entre animais jovens e adultos (SABIN &
OUTSKY, 1938, FEDERICI, 2000). No presente estudo, foi possivel constatar



gue a susceptibilidade a infeccdo cerebral pelo VEV pode ser dependente da
linhagem de camundongos, quando a via de inoculagdo for intranasal. Machado
(1999) optou em trabalhar com camundongos da linhagem C57BL/6, entre 25 e
30 dias, pois os mais jovens eram muito sensiveis ao VEV e os adultos nédo
adoeciam. Falcone et al. (1998) verificaram que camundongos “knockout” para
IL-4 tiveram sinais clinicos mais severos de EAE.

A evolucdo do quadro clinico para a paralisia de membros posteriores,
possivelmente esta associada com a replicacdo do VEV na regido do tronco
cerebral. Dal Canto et al. (1979) descreveram que a paralisia flicida observada
neste quadro neurolégico esta relacionada com a presengca do virus em
neurbnios motores da medula espinhal, responsaveis pelo estimulo nervoso da
musculatura pélvica e toracica.

Alguns dos animais desse estudo, que apresentavam ataxia de membros
posteriores, mordiam-se nas patas e na cauda talvez por formigamento ou perda
da sensibilidade dos membros durante a evolugdo do quadro clinico.

O desenvolvimento do quadro convulsivo provavelmente estd associado
com o agravamento das lesdes degenerativas no SNC, ou seja, apenas o0s
camundongos que tiveram maior tempo de infeccao viral, desenvolveram lesbes
mais graves e tiveram maior perda neuronal. Esse quadro convulsivo ndo foi
observado nos grupos Gl e G2. Embora em G2 dois animais tenham
apresentado &reas de necrose significativas, ndo houve tempo para o
desenvolvimento desta sintomatologia, jA que os mesmos foram sacrificados no
4°, dia pi. Huneycutt et al. (1993) propuseram que a causa da morte em
camundongos infectados pelo VEV, poderia estar associada a lesdes nos
centros de controle nervoso, como o hipotalamo e o tronco cerebral, os quais
estariam envolvidos com o apetite, a respiracdo e a regulacdo da temperatura.
Nesse estudo, verificou-se que 0s animais apresentavam anorexia e alteracoes
respiratdrias que coincidiam com o pico da infeccdo. Na andlise microscopica
dos cérebros dos animais deste grupo verificou-se degeneracdo e necrose

extensas nestas areas, além do infiltrado inflamatério.



A necrose foi 0 aspecto mais relevante deste modelo de encefalite viral
pelo VEV. Os neurbnios foram as células mais afetadas pelo virus elou
mediadores quimicos liberados durante a inflamagdo, uma vez que foi freqlente
a observacdo de necrose neuronal. Huneycutt et al. (1993) verificaram que as
mesmas ceélulas envolvidas na elimnacdo do virus do SNC, podem causar
lesdes ao neurdpilo. Linfocitos T CD4" e CD8" podem contribuir para o dano
tecidual, pela sintese local de citocinas (IFN-g TNF-a e linfotoxina) em
associacdo com o efeito citolitico da replicacdo viral ou pelo desenvolvimento de
uma resposta imune inespecifica do hospedeiro. Os autores propuseram
também que a interagdo do virus com o0s neurdnios e a glia é suficiente para
promover essa cascata de citocinas (IFN-g TNF-a, IL-1, IL-6).

No bulbo olfatério as lesdes foram bastante discretas aos 2 dias p.i. (G1)
e bastante severas aos 5 a 6 dias p.i. (G3, G6, G7). Constatou-se que a
severidade e a extensdo da necrose coincidiu com a evolucdo do tempo de
inffeccdo e com a presenca de mais células marcadas pelo VEV pela
imunoistoquimica, em outras areas do SNC. A observacdo de imunomarcacao
para o VEV, de forma bastante discreta, no bulbo offatério de todos os grupos
experimentais infectados, indicou que o virus chega ao SNC ja ao 2°. dia p.i.,
como pbde ser visto pelos focos discretos de necrose nesta area em G1.
Entretanto, sua replicacdo em neurbnios do bulbo pareceu ser rapida, seguida
da difusdo do virus para outras areas do cérebro. A imunomarcagéo do virus em
G1 foi mais discreta que G3, G6 e G7. Pode-se pressupor que em G1, poucas
particulas virais migraram para o SNC e chegando ao bulbo, infectaram
neurdnios, causando os focos de necrose. Posteriormente, o virus difundiu-se
para outras é&reas do encéfalo, como o infundibulo hipofisario e o tronco
cerebral, podendo ser detectado em alguns neurbnios imunomarcados,
associado a focos necrdticos (G1 e G2). Machado (1999) e Mazzucatto (2000)
também verificaram envolvimento inicial do bulbo olfatério, com evolucdo das
lesdes para o diencéfalo e ponte na fase final da encefalite experimental pelo
VEV.
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Nos grupos G3, G6 e G7 as lesbGes necréticas foram mais extensas que
em Gl e G2, poréem a presenca do virus no bulbo foi rara, diferindo das demais
areas do cérebro (infundibulo hipofisario, hipocampo e tronco cerebral). Nestes
grupos a marcacdo de neurdnios pelo anticorpo anti-VEV foi mais elevada do
gue nos grupos Gl e G2. O aumento da imunomarcacdo para o0 VEV, nestes
grupos, possivelmente coincidiu com o pico da infeccéo (5 e 6 dias p.i.).

Plakhov et al. (1995) verificaram que o VEV, quando inoculado via
intranasal, possui forte tropismo pelos receptores celulares olfatorios, que séo
sua porta de entrada no SNC. Huneycutt et al. (1993) e Plakhov et al. (1995)
sugeriram que dentro do cérebro, o VEV € transmitido para outros neurbnios, via
sinapse (transaxonal) ou via ventricular (liquor e epéndima), antes que a
expressao do antigeno viral ocorra de forma evidente no SNC.

Neste estudo, os camundongos da Ilinhagem B6 tiveram lesGes
degenerativas no neurdpilo mais graves que os G3. Os animais do grupo G6
(depletados para IL-4) tiveram lesbes mais extensas que os do grupo G7 (B6
ndo depletados) Essas diferencas possivelmente relacionaram-se com as
diferencas entre as linhagens de camundongos. Os camundongos Swiss (G3)
possuem uma grande Vvariabilidade genética e portanto podem apresentar
respostas imunes diferentes. JA os camundongos da linhagem B6 sdo animais
isogénicos, ou seja, possuem um MHC idéntico e com isso talvez essa linhagem
seja menos eficiente em montar uma resposta imune e também mais
susceptivel a infecgdo pelo VEV.

Falcone et al. (1998) observaram que camundongos “knockout” para IL-4
tiveram lesbes de EAE mais severos e mais extensos, com envolvimento do
cérebro e da medula espinhal. Os autores sugerem gue houve um aumento
substancial na expressdo de citocinas pro-inflamatérias  nesses  animais,
causando o agravamento do quadro neurolégico.

Neste estudo, o padrdo de migracdo do VEV dentro do SNC foi pelo
“assoalho” do cérebro, iniciando pelo bulbo olfatério e atingindo o tronco
cerebral na fase final. Nas areas de necrose do neurdpilo, observou-se

imunomarcagdo para o virus em intensidades diferentes nas areas e nos grupos
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estudados, ou seja, 0 virus sempre esteve associado a necrose do neurdpilo,
porém a intensidade da imunomarcagao variou com o tempo de infeccao.

Huneycutt et al. (1993) observaram que o cortex cerebral e o cerebelo
ndo foram afetados pelo VEV em camundongos infectados acima de 7 dias p.i.
Os autores constataram também, que a disseminacdo viral é maior dentro de
regides do SNC que sao distais ao nariz, quando a via de infeccdo é intranasal.
O presente estudo coincide com as observagdes microscopicas desses autores.

Neste estudo, a reacdo inflamatoria do SNC foi discreta a moderada,
atingindo as meninges de forma focal, sempre nos locais onde havia necrose.
Os manguitos perivasculares foram discretos e mais evidentes no infundibulo
hipofisario (tdlamo e hipotadlamo) e em menor propor¢do no tronco cerebral. O
aspecto mais interessante foi o envolvimento do sistema ventricular. A presenca
de infiltrado subependimario foi constante em todos os grupos infectados pelo
VEV. Os ventriculos laterais foram os mais afetados, seguidos pelo terceiro e
guarto ventriculos. Interpretou-se que o virus tem afinidade pelo sistema
ventricular.

Huneycutt et al. (1993) também verificaram que a resposta inflamatéria e
a necrose ocorriam ao longo do sistema ventricular, salientando que a
distribuicdo das lesBes coincidia com a detec¢do viral por imunoistoquimica.
Federici (2000) observou ao nivel ultraestrutural, o envolvimento de neurbnios e
células ependimérias na infeccdo pelo VEV, além de particulas virais livres no
espaco subependimario.

Dorf et al. (2000) propuseram que algumas quimiocinas da familia a, tém
a habilidade de atrair leucécitos para o espaco perivascular. Com isso, causam
a perda da interacdo entre 0s processos citoplasmaticos de astrécitos e o
endotélio e prejudicam a integridade da BHE. Isso favoreceria a infitracéo
leucocitaria do neurdpilo e a liberagdo de substancias neurotdxicas. Merril &
Benveniste (1996) descrevem que o efeito quimioatraente para a chegada de
linfécitos a0 SNC, deve-se a liberacdo de citocinas e a expressdo de moléculas
de adesdo, pelos leucdcitos, endotélio e células gliais, o que leva ao
recrutamento adicional de mais leucocitos. Gangur et al. (2002) sugerem que as
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quimiocinas e as moléculas de adeséo facilitam o trdfego de leucdcitos no SNC.
As citocinas ativam as selectinas endoteliais e as quimiocinas estimulam as
integrinas leucocitarias, favorecendo a migracgéo celular pelo endotélio.

Kettenmann & Ranson (1995) afiirmaram que TNF-a é um potente
estimulador de astrocitos na producdo de citocinas, que podem aumentar a
resposta inflamatéria, pela atracdo de granulécitos e macréfagos para o sitio de
neuroinflamacdo. Machado (1999) e Liu & Lane (2001) verificaram que a
inibicdo de IFN-g nos modelos virais com VEV e com o virus da hepatite do
camundongo respectivamente, causou aumento da severidade da doengca no
SNC e uma diminuicdo do controle da replicacdo viral. Essa citocina €
importante na eliminacéo do virus do SNC.

O tipo de infitrado observado na meningite, na ventriculte e nos
manguitos foi misto, caracterizado por neutrofilos e em menor proporcdo por
linfocitos e alguns macréfagos. Os debris celulares perivasculares do infundibulo
hipofisario foram um aspecto interessante nos animais da linhagem B6 (G6 e
G7) e em menor proporcdo de G3. Esse aspecto € caracteristico de apoptose e
pode estar associado a fatores liberados neste local por células residentes ou
leucocitos infiltrantes no SNC ou ainda induzidos pelo VEV. A presenca do VEV
foi marcante na periferia destes locais nos grupos infectados (G3, G6 e G7).
Kettenmann & Ranson (1995) verificaram que os astrécitos ativados podem
causar apoptose em linfécitos T ativados, que interagem com antigenos
apresentados no local da injuria.

No presente estudo, os camundongos da linhagem B6, dos grupos G6 e
G7 respectivamente, apresentaram uma reacdo inflamatéria um pouco mais
evidente que os Swiss (G3). Esse aspecto foi observado em camundongos
“knockout” para IL-4 com EAE (FALCONE et al., 1998). Os camundongos que
desenvolveram encefalite experimental pelo virus  Sindbis, apresentaram
producdo das citocinas IL-4 e IL-10 pelas células residentes do SNC,
salientando a importancia dessas citocinas regulatérias nos quadros de
encefalite a virus (WESSENLINGH et al., 1994).



A vacuolizacdo do citoplasma endotelial do plexo cordide foi um aspecto
evidente em todos os grupos infectados. Essa alteracdo morfologica pode ser
sugestiva de um estado de ativacdo destas células frente ao quadro de
encefalite viral. Miyoshi & Harter (1971) descrevem o relato de Bruno-Lobo
(1968), que identificou o antigeno viral em células endoteliais e do epéndima,
aos 2 dias p., em camundongos adultos inoculados via intraperitoneal com
VEV. Grodums (1976) observou o VEV infectando células ependimérias e
subependimarias, porém sem envolvimento do plexo cordide. As alteracbes
morfolégicas observadas no plexo cordide seriam pelo dano viral ao tecido
periventricular ou pela presenca do virus nos ventriculos cerebrais. Federici
(2000) também verificou a infeccdo do epéndima e regido subependimaria pelo
VEV, sem envolvimento do endotélio do plexo coroide.

Miyoshi & Harter (1971) afirmaram que o VEV ndo tem predilecdo pelas
células de Purkinje, como € visto na raiva murina experimental. Nesse estudo,
verificou-se imunomarcacdo para o VEV em algumas células de Purkinge
cerebelares de um animal do grupo 7.

A gliose focal observada nos grupos inoculados com o VEV apareceu
sempre no cortex cerebral, algumas vezes associada a necrose neuronal. O fato
mais relevante foi quando essas células foram imunomarcadas com anticorpo
anti-GFAP. A reacdo positiva ao anticorpo foi bastante discreta. Supfe-se que a
maioria da populacdo celular que compde a gliose é microglial ou que os
astrocitos existentes estejam expressando outro tipo de filamento intermediério,
como a vimentina. Kettenmann & Ranson (1995) observaram que muitos dos
astrécitos do cérebro adulto, principalmente da substancia cinzenta, s&o
negativos para o filamento intermediario GFAP, pela coloracdo de
imunoistoquimica. A vimentina, no entanto, pode ser expressa por astrocitos em
estado proliferativo ou menos diferenciado.

Os astrécitos apresentaram lesGes interessantes com a evolugdo do
guadro neurolégico. Nos animais controle (G4 e G5) e em Gl a morfologia
astrocitaria foi caracterizada pelos longos prolongamentos citoplasmaticos e

pelo nimero de células marcadas, que foi mais evidente no bulbo offatério, no
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corpo caloso e no hipocampo. Em menor proporcdo estdo o infundibulo
hipofisério e o tronco cerebral. Nos locais onde havia necrose, sempre houve
reducdo e/ou fragmentacdo de processos citoplasmaticos de astrécitos. O
nimero de células nestes locais foi menor. Ja na periferia da necrose a
astrocitose reativa foi evidente. Essa observacdo € indicatva de que o0s
astrécitos sdo sensiveis tanto quanto os neurbnios a fatores citotoxicos
liberados durante o desenvolvimento da necrose, talvez induzidos pelo VEV
e/ou por células inflamatérias e/ou pela microglia ativada nestas areas.
Mazzucatto (2000) verificou a presenca de astrocitose reativa na periferia das
lesBes necrdticas do neurdpilo de camundongos infectados pelo VEV. Machado
(1999) verificou que a reatividade astrocitaria foi mais evidente no dia 4 p.i. A
partir do dia 6 p.i., as caracteristicas degenerativas destas células aumentavam
no centros necrdticos e a astrocitose reativa era marcante na periferia das
lesBes. Federici (2000) encontrou grande reatividade astrocitaria na periferia
ventricular, possivelmente pela acdo citopatica do VEV neste local. Jardim
(2003) observou que houve hipertrofia do nicleo astrocitario em camundongos
Swiss inoculados com o VEV, quando comparados com o0s do grupo controle,
indicando astrocitose reativa em resposta a injuria viral ao SNC.

Estudou-se a variagdo na densidade e no diametro dos astrocitos nos
camundongos da linhagem Swiss, infectados ou ndo pelo VEV. A densidade e o
didmetro do nucleo dos astrocitos apresentaram uma variacdo ndo significativa
entre os grupos (G3 a G5), mas a variacdo individual de animal dentro de grupo
foi significativa e influenciou a medida do ndcleo e o numero de astrocitos.
Essas caracteristicas apresentaram variacdes significativas nas diferentes
areas, ou seja, a resposta foi diferente em cada éarea, nos diferentes grupos
testados. Como ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos, sugere-se
gue isso deve-se a extensa necrose do cérebro observada em G3. Nas areas de
necrose 0 numero de astrocitos positivos para GFAP foi menor. Os que
restaram apresentavam lesdes evidentes em seus processos citoplasmaticos e
reducdo do volume nuclear. A influéncia de animal dentro de grupo,

possivelmente deve-se a variagdo na intensidade das lesbes vistas em cada
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animal do grupo, nas diferentes areas. A variagdo do tamanho do nlcleo e do
nimero de astrécitos dentro das éareas, nos diferentes grupos, também pode
estar associada a presenca ou a auséncia de necrose e a intensidade destas
lesdes. Kettenmann & Ranson (1995) observaram que ha uma variagdo no
nimero e volume nuclear dos astrocitos, nas diferentes regibes anatdmicas do
cérebro. O hipocampo é a area que apresenta 0s astrécitos com maior nicleo e
com prolongamentos mais evidentes.

A reducdo da densidade dos astrécitos coincidiu com o evidente aumento do
nimero de células microgliais no pico da infeccdo. Por este fato, é possivel
sugerir que os astrocitos sdo uma das células que controla a proliferacéo
microglial. Uma vez lesados, o0s astrocitos podem perder o controle sobre a
microglia ou entdo liberar produtos inflamatérios que estimulem a multiplicacéo
microglial, para participar da resposta imune nesta fase da encefalite.

A astrocitose reativa € um aspecto tipico dos astrocitos que estdo no sitio de
injuria (CUNHA et al, 1993, ENG & GHIRNIKAR, 1994, KETTENMANN &
RANSON, 1995, MACHADO & ALESSI, 1997, LEMOS & ALESSI, 1999, ALESSI
et al., 2000, SLOANE et al, 2000, JARDIM et al, 2001, MAZZUCATTO &
ALESSI, 2001). O aumento da expressao de GFAP ¢é proporcional com o
aumento da idade em ratos, camundongos e homem (ENG & GHIRNIKAR,
1994). Nos macacos Rhesus velhos observou-se um aumento da expressdo de
GFAP e hipertrofia astrocitaria, porém a densidade celular manteve-se
inalterada (SLOANE et al, 2000). Segundo Kettenman & Ranson (1995), a
citocina IL-1 pode contribuir para a astrogliose e estimular a producdo de outras
citocinas por estas células.

No cérebro normal, a densidade de astrécitos pode variar também com a
regido anatbmica. Nos processos patologicos que cursam com gliose, 0s
astrocitos aumentam em ndmero, tamanho e expressdo de GFAP. Muitas vezes
ndo se observa correlacdo alta entre gliose e densidade astrocitica, sugerindo
gue muitas vezes o astrocito aumenta em tamanho, mas ndo em numero ou
intensidade de coloracdo para GFAP (CUNHA et al., 1993).
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Nesse estudo, constatou-se que células microgliais positvas para o0
anticorpo antimicroglia, foram vistas associadas ao infitrado perivascular e a
focos necréticos da regido talamica. As células microgliais apareceram em
pequeno numero no cérebro de animais controle ou no inicio da infeccdo (G1).
Este nimero aumentou intensamente com a evolucdo e a gravidade das lesbes
(G3, G6, G7). O aumento significativo da microglia nos grupos infectados parece
estar associado com a gravidade das lesdes do neurdpilo nesta fase da
infeccdo. A microglia é ativada e prolifera & medida que as lesbes aumentam e
gue a quantidade de particulas virais também aumenta. Espera-se portanto, que
seja uma resposta da microglia a ativacdo induzida por astrécitos ativados e/ou
por citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias liberadas durante a neuroinfeccéo.
Essa ativacdo talvez tenha como principal funcdo a atividade fagocitica desta
célula frente a extensa necrose do SNC e a inclusdo da microglia na resposta
imune, ja que os astrocitos foram bastante lesados nesta fase da encefalite
experimental. O aumento da densidade microglial, com a evolugdo do quadro
neurolégico do VEV, foi inversamente proporcional a densidade astrocitaria.
Perry et al. (1993) e Kettenman & Ranson (1995) constataram que a microgliose
reativa pode ser estimulada por processos degenerativos que cursam com
morte celular (neurbnios) e com a producdo de citocinas ou de quimiocinas,
entre outros. Kettenman & Ranson (1995) também relataram que a %crecdo de
IL-6 pode estimular astrécitos a liberar CsFs e com isso estimular a proliferacéo
microglial e a fagocitose.

A diversidade morfologica da microglia quando ativada ou em repouso,
sugere que estas transformacdes microgliais sdo acompanhadas por mudancas
no fendtipo celular e na producdo e secrecdo de citocinas (KETTENMANN &
RANSON, 1995, LOKENSGARD et al, 2000). Neste modelo viral, foi possivel
observar a morfologia microglial variando de ramificada a arredondada, de
acordo com seu estado de ativacdo. Rezaie et al. (2002) constataram que 0s
astrécitos direcionam a transformacdo morfolégica e a motilidade da microglia,

in vitro, pela expressao das quimiocinas MIP-1a e MCP-1.
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Kettenmann & Ranson (1995) afirmaram que a microglia pode levar a danos
neurotoxicos, devido a liberacdo de neurotoxinas. A interacdo entre a microglia e
0S astrocitos (in vitro) pode regular a sobrevivencia neuronal. Ou seja, a
competicdo entre estas células gliais, por mecanismos secretérios opostos, deve
influenciar in  vivo na viabilidade tecidual. Produtos liberados por células
inflamatérias também podem contribuir para a neurotoxicidade. Streit & Kincaid-
Colton (1995) descreveram que o SNC, aparentemente, mantém a microglia sob
rigido controle, forcando-a a secretar quantidades minimas de produtos que
poderiam ser neurotoxicos. Nesse estudo observou-se uma concentragdo maior
desta célula nos animais com maior tempo de infeccdo e consequientemente
com necrose mais grave, sugerindo que além do efeito nocivo do VEV, talvez a
microglia possa estar liberando produtos inflamatorios de forma exacerbada, tais
como o6xido nitrico e formas livres de oxigénio, causando lesdo neuronal grave.
Esse fato foi citado por Bajetto et al. (2001) em neuropatias trauméticas.

Koszinowski et al. (1991) afirmaram que a liberacdo local de citocinas, por
linfécitos T, pode contribuir para a eliminacéo seletiva de agentes virais por meio
de um efeito antiviral direto (citdlise), via linfocitos T CD4" e CD8" e, por uma
combinacdo de efeitos indiretos relacionados a células efetoras especificas ou
inespecificas da resposta imune. A liberacdo local de IFN-g que tem potente
efeito sobre a regulacéo da expressao de genes do MHC classe Il, aumenta a
apresentacdo de antigenos e induz a um estado antiviral em células adjacentes
ao sitio de injuria. Huneycutt et al. (1993) observaram que os linfécitos T sdo
essenciais em limitar a replicacdo e a disseminacdo do VEV para o cérebro e
em promover a recuperacao do quadro neuroldgico.

Kettenman & Ranson (1995) constataram que a interacdo entre 0s astrocitos
e os linfocitos € bidirecional, isto é, os astrécitos apresentam antigenos para
linfocitos e estes liberam citocinas soliveis que induzem a expressao de
moléculas do MHC e de adesédo e a proliferacdo glial. Por este fato, sugere-se
gue neste modelo de encefalite pelo VEV, exista a liberacdo de citocinas pro-

inflamatérias (IFN-g e TNF-a), que possuem efeitos antivirais e podem ativar

células gliais residentes a produzir citocinas e quimiocinas, capazes de exercer
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efeitos quimiotaticos sobre as populagdes de leucdcitos, que irdo migrar até o
SNC, em resposta a encefalite viral. Machado (1999) observou que IFN-g e TNF-
a sao citocinas importantes na eliminacdo do virus do SNC, porém podem
apresentar  efeitos  deletérios ao  neurdpilo, agravando 0  quadro
neurodegenerativo induzido pelo VEV.

Nesta pesquisa, a quimiocina MIP-la foi positva em todos 0S grupos
testados, com menor intensidade imunoistoquimica nos camundongos dos
grupos 6 e 7. Células com morfologia diferente expressaram esta quimiocina
nos grupos controle e infectados. Tipos celulares com morfologia de neurdnios,
astrécitos e microglia apresentaram imunomarcacdo para MIP-la. A menor
intensidade de imunomarcacdo para MIP-la nos grupos G6 e G7 (B6) pode
estar associada ao fato de ser uma linhagem isogénica de camundongos,
guando comparada com G3 (Swiss). Entretanto deve-se destacar também que
0s animais do grupo G6 eram depletados geneticamente para IL-4 e tiveram
lesbes mais graves que G7 e G3 respectivamente. Outro fato seria que a
auséncia de IL-4 pode estar influenciando no tipo de resposta imune destes
animais. Sabe-se que IL-4 e IL-10 atuam simultaneamente no controle dos
efeitos nocivos das citocinas pro-inflamatérias. Talvez, nos animais do grupo
G6, esteja ocorrendo predominio de citocinas pré-inflamatérias, tais como TNF-
a e IFN-g que poderiam estar contribuindo para o agravamento das lesbes
cerebrais, juntamente com a microglia e o VEV.

Nagai et al. (2001) afirmaram que a microglia estimulada, in vitro, pode
expressar as quimiocinas MIP-1a, MCP-1 e IL-8. A expressdao de MIP-la em
neurbnios foi descrita por Lavi et al. (1998) e por Bajetto et al. (2001). Segundo
estes Ultimos autores, esta quimiocina também pode influenciar a atividade
migratoria de astrécitos, mesmo em concentragdes minimas.

Jardim (2003) verificou, por meio da técnica de RT-PCR, que MIP-1a tem
uma expressao constitutiva no SNC de camundongos saudaveis. Essa
expressao aumenta significativamente nos animais que receberam o VEV, via

intranasal e estdo no pico da infec¢do. A quimiocina MIP-1b foi pré-inflamatoria,

pois sua expressao ocorreu somente no pico da infecgéo.
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Neste  estudo foram  observadas intensidades  diferentes de
imunomarcacdo para essa quimiocina em neurdnios. A marcacdo foi mais forte
em células mais preservadas e mais fraca em células com aspecto degenerado.
Acredita-se que talvez a expresséo de MIP-la nestas células lesadas seja
menor, provavelmente pelo processo de morte neuronal em andamento. Outra
possibilidade seria que esses neurdnios estivessem infectados pelo VEV e
estivessem expressando uma forma viral de MIP-la. O mesmo tipo de
imunomarcacdo foi vista em neurdnios do tronco cerebral, dos grupos
infectados, quando utiizou-se o anticorpo anti-VEV, caracterizando a presenca
do virus nestas células degeneradas. Lusso (2000) e Dairaghi et al. (1997)
descreveram mecanismos de evasdo imune de alguns virus, onde a produgdo
de guimiocinas e seus receptores é codificada por esses agentes, facilitando a
sobrevivéncia e a difusdo destes no tecido infectado. Martinéz & Pando (1999)
afirmaram que MIP-1a é muito importante no processo inflamatério causado por
alguns virus, por exercer acdo quimioatraente sobre os linfécitos e o0s
mondcitos.

Nessa pesquisa, a densidade de células positivas para MIP-la, no tronco
cerebral dos camundongos dos grupos controle (G4 e G5) ou infectados (G3),
apresentou a maior média para o grupo G3. Entretanto, este grupo ndo diferiu
estatisticamente do grupo G4, mas ambos diferiram de G5. A densidade de
células que expressou essa quimiocina foi muito proxima entre G3 e G4,
possivelmente a necrose observada no tronco cerebral dos animais G3 levou a
reducdo das células que expressam MIP-1a nessa regido do cérebro.

Lusso (2000) descreve que muitos tipos celulares produzem quimiocinas
pré-inflamatorias, mas o sinal inicial para esta producédo seria emitido por células
residentes do tecido injuriado, com amplificacdo da resposta por células
apresentadoras de antigeno e linfocitos T. Bajetto et al. (2001) afirmaram que
muitas vezes a expressdo de quimiocinas, seguida da chegada de leucdcitos

dentro do SNC, teria a funcdo de amplificar em vez de iniciar a resposta

inflamatoria nesse 6rgéao.
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A expressdo de MIP-1b foi mais significativa nos grupos infectados,
especialmente nos camundongos de G6 e G7. A morfologia das células que
expressaram esta quimiocina € muito semelhante a da microglia, tanto nas
areas necroticas quanto nos discretos focos com a forma ramificada. Esse
aspecto € sugestivo de que a microglia fagocitica expressaria MIP-1b, durante a
fagocitose, para atrair mais leucdcitos ao sitio da infeccdo. A forma ramificada e
com nucleo alongado, vista em areas distantes da lesdo viral, poderia sugerir a
expressao desta quimiocina por células microgliais ndo ativadas. Jardim (2003)
ndo observou a expressdo constituiva de MIP-1b nos grupos de camundongos
ndo infectados, mas a verificou nos grupos com 4 dias p.. (G2) e 5 a 6 dias p.i.
(G3), por meio da técnica de RT-PCR.

Bajetto et al. (2001) descreveram que MIP-1a, MIP-1b e MCP-1 foram
expressas, em niveis minimos, em cultura microglial ndo estimulada. A
producdo de MIP-la e MIP-1b aumentou em resposta ao estimulo por LPS, IFN-
ge lL-1b.

McManus et al. (1998) verificaram que as citocinas pro-inflamatorias
(TNF-a e IL-1b), produzidas por linfocitos Thl, podem induzir a expressdo de
MP-la e MIP-1b na microglia (in vitro). O mesmo fato foi observado por Nagai
et al. (2001) em cultura microglial de cérebros de embrido humano.

Liu & Lane (2001) observaram que no modelo de encefalite pelo virus da
hepatite do camundongo (MHV), houve expressdo, em astrécitos e microglia, de
a-quimiocinas (IP-10) nas éareas de replicacdo do virus, nos estagios precoces
da encefalite (dia um p.i.). No sexto dia p.. ocorreu a difusdo viral no cérebro e
houve um aumento na expressdao de quimiocinas por estas células, com
deteccdo de a (IP-10, MIG) e b-quimiocinas (MCP-1, MIP-1b, MIP-1a e Rantes).

Neste estudo, possivelmente também ocorreu um predominio de a-
quimiocinas na fase inicial da encefalite (2" e 4 dias p.i), pois houve predominio
de neutrdfilos no infiltrado inflamatério das meninges e das regides perivascular
e subependimaria. No grupo G3 (5 a 6 dias p..), apesar do predominio de
neutrdfilos, ja aparecem linfocitos no infiltrado inflamatdrio. Possivelmente se

houvesse evolugdo da encefalite (acima de 10 dias p..), o perfil de quimiocinas
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seria predominantemente da familia das b-quimiocinas, pois ja iria ocorrer um
numero maior de linfocitos no infiltrado inflamatorio do cérebro.

Em sintese, poderia se propor que neste modelo de encefalite
experimental induzida pelo VEV, existe uma grande rede de comunicacéo
guimica entre as células nervosas. Possivelmente, 0s neurdnios quando
infectados pelo VEV, produzem citocinas e quimiocinas capazes de ativar 0s
astrocitos e também o endotélio vascular. Essa ativacdo resultaria na produgdo
de mais citocinas, quimiocinas e fatores de crescimentos (CsFs), que
favoreceriam a migracdo leucocitaria do l0men vascular até o neurdpilo e
meninges. A microglia, por sua vez, € ativada por astrécitos na fase inicial da
infeccdo e tem seu pico de ativacdo com a progresséo das lesbes degenerativas
do cérebro.

A reacdo inflamatdria mista, com predominancia de neutrofilos, apesar de

ter discreta intensidade, deve ter sido estimulada também por a-quimiocinas (IL-
8, GRO-a, dentre outras). Pesquisas futuras sdo necessarias para elucidar a
importancia de cada tipo de quimiocina, na evolucdo da encefalite. Isso poderia
ser feito pela quantificacdo das mesmas em cada fase da infeccdo viral. A
determinacdo de um perfil das principais quimiocinas que participam da
patogenia destas lesdes do SNC € essencial para a compreensdo destes
eventos imunolégicos complexos que ocorrem em resposta a um agente

infeccioso.
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. CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, foi possivel concluir que:

A microgliose reativa tornou-se evidente no pico da infecgdo pelo VEV (5°. ou
6°. dias p..), nas trés linhagens de camundongos, possivelmente pelo
estimulo dos neurdnios necréticos ou de fatores quimiotaticos e proliferativos
liberados no sitio da injuria;

A morfologia da microglia variou de acordo com seu estado de ativacao,
indicando a atividade imune e fagocitaria desta célula de acordo com o
estimulo;

Os astrocitos e os neurbnios foram as ceélulas mais sensiveis aos fatores
citotdxicos liberados durante a neuroinfeccdo. O VEV e a microglia sempre
estiveram associados aos focos de necrose destas células;

A densidade astrocitaria foi inversamente proporcional a densidade microglial
no pico da infeccao;

Apesar da presenca de MIP-la nos camundongos dos grupos controle e
infectados, parece que essa quimiocina ainda ndo € primordial nesta fase da
neurinfecgao pelo VEV.

A expressdo de MIP-1b esteve relacionada as células do infiltrado
inflamatério e a células presentes na periferia das éareas de necrose,
predominantemente no pico da infeccdo, sugerindo seu carater pré-
inflamatorio.

Os camundongos da linhagem B6 (C57BL/6 IL-4-/- e C57BL/6) foram mais
susceptiveis a infeccdo experimental pelo VEV, quando comparados com a

linhagem Swiss (G3).
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TABELA 1A. Médias gerais observadas, numero de informacdes (N) e
coeficientes de variacéo (CV) por grupo (1 a 7), para o didametro de astrocitos.

Grupo (N) Média *+ Desvio padrao CV (%)
()
1(832) 5,7024 + 0,9862 17,29
2 (733) 5,1060 + 0,8562 16,77
3(839) 5,8142 +0,9734 16,74
4 (860) 5,6723 +£0,7933 13,98
5 (797) 6,0905 + 0,7403 12,15
6 (799) 5,6010 + 0,7458 13,32
7 (400) 5,3665 + 0,8122 15,13

TABELA 2A. Médias gerais observadas, numero de informagdes (N) e
coeficientes de variacdo (CV) por area (Bulbo olfatério = BO, Hipocampo = HC,

Tronco cerebral = TC e Corpo caloso = CC), para o didametro de astrdcitos.

Area (N) Média + Desvio padréo CV (%)
()

BO (1130) 5,4739 + 0,8874 16,21

HC (1367) 5,7963 + 0,8825 15,22

TC (1379) 5,6895 + 00,8773 15,42

CC (1384) 5,6102 + 0,9205 16,41
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TABELA 3A. Médias gerais observadas e numero de informacdes (n), por grupo
(1 a 7) em cada area (Bulbo olfatério = BO, Hipocampo = HC, Tronco cerebral =
TC e Corpo caloso = CC), para o didametro de astrocitos.

Area ()
Grupo BO HC TC ccC

1 5,4245+0,8566 6,1133+0,9067 5,6023+0,9925 5,6943+1,0518
(205) (198) (227) (202)

2 5,0375+0,8429 5,1718+0,8022 5,2829+0,8073 4,9005+0,9177
(99) (212) (208) (214)

3 5,4022+1,0632 6,1112+0,9346 5,9397+0,9006 5,8252+0,8474
(213) (203) (199) (224)

4 5,3520+0,7103 5,8529+0,7653 5,8567+0,7894 5,6286+0,8011
(218) (218) (215) (209)

5 6,1085+0,7180 6,1232+0,7176 6,1525+0,7585 5,9843+0,7546
(159) (213) (210) (215)

6 5,7240+0,6856 5,6641+0,7983 5,2854+0,6854 5,7543+0,7014
(155) (219) (209) (216)

7 4,9251+0,7493 5,3413+0,6450 5,7425+0,7202 5,3343+0,9176
(81) (104) (111) (104)

TABELA 4A. Médias gerais observadas, numero de informacdes (N) e
coeficientes de variagdo (CV) por grupo (1 a 7), para a densidade de astrocitos.

Grupo (N) Média + Desvio padrao CV (%)
1 (480) 24,05 + 12,77 53,10
2 (390) 20,25 + 8,48 41,88
3 (465) 19,27 + 8,81 45,72
4 (467) 17,11 + 8,10 47,34
5 (447) 18,44 + 8,33 45,17
6 (421) 18,86 + 9,53 50,53

7 (214) 19,47 + 7,28 37,39




TABELA 5A. Meédias gerais observadas, numero de informacdes (N) e
coeficientes de variacdo (CV) por area (Bulbo olfatério = BO, Hipocampo = HC,
Tronco cerebral = TC e Corpo caloso = CC), para a densidade de astrocitos.

Area (N) Média + Desvio padrdo CV (%)
BO (611) 20,71 £10,45 50,46
HC (752) 21,12 £8,70 41,19
TC (750) 13,83 +5,76 41,65
CC (771) 23,12 + 10,27 44,42

TABELA 6A. Médias gerais observadas e numero de informacdes, entre
parénteses, por grupo (1 a 7) em cada area (Bulbo olfatério = BO, Hipocampo =

HC, Tronco cerebral = TC e Corpo caloso = CC), para a densidade de
astrocitos.
Area
Grupo BO HC TC CcC
1 26,37+13,17 25,94+11,85 14,32+7,28 29,57+12,42
(120) (120) (120) (120)
2 23,22+7,28 18,87+6,86 15,22+5,64 23,91%9,95
(60) (120) (90) (120)
3 16,55+9,27 20,81+7,18 16,50+6,93 22,87+9,93
(105) (120) (120) (120)
4 16,62+8,19 19,16+6,50 10,80+3,62 22,0618,54
(114) (117) (120) (116)
5 21,16+9,55 18,83+6,48 13,06+4,36 21,44%9,46
(87) (120) (120) (120)
6 21,61+9,09 23,35+10,26 12,85+4,65 19,10+9,83
(82) (104) (120) (115)
7 19,84+9,43 21,20+7,26 14,95+4,55 22,27+5,58
(43) (51) (60) (60)
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TABELA 7A. Médias gerais observadas, numero de informacdes (N) e
coeficientes de variacdo (CV) por grupo (1 a 7), para a densidade de células
positivas para a quimiocina MIP-1a.

Grupo (N) Média + Desvio padrao CV (%)
1 (119) 17,25 + 8,50 49,27
2 (119) 19,81 + 8,60 43,41
3(118) 22,91 + 8,92 38,93
4 (120) 22,75 + 8,64 37,97
5 (60) 10,45 + 5,03 48,13
6 (120) 10,47 + 4,89 46,70

7 (90) 12,67 £ 5,87 46,33
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