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COMUNICACION

Descripcion inmunohistoquimica de la encefalitis en bovinos brasileiios naturalmente
infectados con el herpesvirus bovino tipo 5 (HVB-5)*

Immunohistochemical description of encephalitis in Brazilian cattle naturally
infected with bovine herpes virus type 5 (BoHV-5)
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RS-Universidad Federal de Pelotas, Brasil.

“Departamento de Patologia Veterinaria, Faculdade de Ciencias Agrarias y Veterinarias, Universidad Estadual Paulista, Brasil.

SUMMARY

Twelve cases of viral meningoencephalitis in Brazilian cattle were submitted to immunohistochemical analysis for inflammatory response description.
All the cases showed severe neurological signs followed by death. Mild to moderate histological inflammatory changes in the brain and cerebellum
characterized the neurological infection showing meningitis, mononuclear perivascular cuffing, gliosis, haemorrhage, and macrophages (gitter cells)
accompanying great areas of malacia. None of the cases showed intranuclear inclusion bodies. However, in five of them it was possible to isolate
the BoHV-5. In order to collect data to allow the description of the inflammatory response in these cases, brain samples from all of the cases were
analyzed by immunohistochemistry using polyclonal antibodies against CD3 to detect T cells, and against GFAP to detect astrocytes. On the other hand,
monoclonal antibodies were used against BLA to detect B cells and, against MAC 387 to detect macrophages. The results indicate different degrees
of prominent astrocytic response, and at the same time, T lymphocytes constituted a high percentage of the mononuclear cells which characterized the
inflammatory response.
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INTRODUCCION

La encefalitis bovina causada por el HVB-5 fue descrita
por primera vez en 1962 cuando se aisl6 el virus a partir de
un brote de la enfermedad que dejo varios terneros muertos
en Australia (Lemos y col 2002). En primera instancia, el
virus fue considerado idéntico al que causa la Rinotraqueitis
Infecciosa Bovina (IBR), sin embargo, algunos brotes de
la enfermedad se presentaron exclusivamente con signos
neurolégicos y se sospechd, entonces, de una variante de
ese mismo agente con caracteristicas de neuropatogenicidad
(Morettiy col 1964, Watt y col 1981, Weiblen y col 1989).
En 1986, mediante discriminacién por técnicas moleculares
fue denominado herpesvirus bovino tipo 1.3 (Studdert
1989) y en 1992 el Comité Internacional de Taxonomia
Viral lo denominé HVB-5 (Roizman 1992).
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Clinicamente esta entidad puede confundirse con
enfermedades como la rabia, la pseudorrabia, la polioen-
cefalomalacia por deficiencia de tiamina, la intoxicacion
por plomo y la intoxicacién por sal, entre otras (Sanches
y col 2000, Lemos y col 2002, Spilki y col 2003).

El HVB-5 ha sido reportado en Europa (Barenfus y
col 1963, Bartha y col 1969), Canada (Beck 1975), Norte
(d’Offay y col 1993) y Sur América (Carrillo y col 1983,
Colodel y col 2002, Pérez y col 2002); sin embargo, algunos
autores consideran mds importante la presentacion de esta
enfermedad en el hemisferio Sur (Australia, Argentina y
Brasil) (Riet-Correa y col 1989, Halfen y col 2000, Lemos y
col 2002). Es una enfermedad esporadica que afecta terneros,
la morbilidad puede llegar al 50% aunque usualmente no
es tan alta. Los signos neuroldgicos incluyen depresion,
anorexia, separacion del rebafio, secrecion serosa ocular
y nasal, sialorrea leve, tremores musculares mas evidentes
en la cabeza y el cuello, hiperestesia al tacto o al sonido,
seguido por pérdida de los reflejos sensoriales principal-
mente el visual, describiéndose también la afecciéon de
los reflejos auditivos y cutdneos (Vasconcelos y col 1993,
Salvador y col 1998, Lemos y col 2002). Se observa también
andar en circulo, ataxia, choque con obstaculos, trismo,
disminucién del tono lingual, dificultad para la aprehension
del alimento y la deglucién de agua, nistagmo, bruxismo,
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catatonia, posicién en dectibito prolongado con dificultad
para regresar a la normalidad y finalmente postracién en
dectibito ventral, dectibito lateral, movimientos de pedaleo
y muerte (Beltrao y col 2000, Colodel y col 2002, Pérez y
col 2002). La muerte ocurre cuatro o cinco dias después de
la aparicién de los signos clinicos (Méndez y col 1987).
La encefalitis por herpesvirus involucra de manera muy
frecuente a la sustancia gris de la corteza cerebral, aunque
también puede afectar a la sustancia blanca, existiendo en
cualquier caso una amplia necrosis neuronal y en general
malacia (Jubb y col 1993, Colodel y col 2002, Lemos y
col 2002). Aunque macroscépicamente no siempre hay
lesiones en el sistema nervioso central, se puede observar
achatamiento de las circunvoluciones cerebrales y malacia
cortical caracterizada por dreas multifocales irregulares,
generalmente de color amarillento y superficie deprimida,
al corte se aprecia de aspecto finamente granular y a veces
asociadas con hemorragias, principalmente submenin-
geas (Colodel y col 2002, Lemos y col 2002, Pérez y col
2002). Microscépicamente las lesiones corresponden a
una meningoencefalitis necrosante aguda, no supurativa,
ampliamente distribuida, que puede variar de grado leve
a intenso. La lesion se caracteriza por necrosis neuronal,
gliosis, ruptura del neuropilo y manguitos perivasculares
mononucleares principalmente de linfocitos, macréfagos
denominados Células gitter y ocasionalmente neutrofi-
los en la sustancia gris del encéfalo (Jones y col 1997,
Salvador y col 1998, Silva y col 1999). Se ha reportado
también una leptomeningitis linfohistiocitica con intensos
manguitos perivasculares y gliosis focal o difusa. Las
lesiones son conclusivas por los severos cambios necrd-
ticos, los cuales son particularmente prominentes en los
hemisferios cerebrales. La encefalitis muestra una especi-
ficidad; la presencia de cuerpos de inclusion eosinofilicos
intranucleares en astrocitos y neuronas, los que pueden ser
correlacionados con diferentes grados de infeccidn segin
la cantidad encontrada (Salvador y col 1998, Colodel y
col 2002, Lemos y col 2002).

Para estudiar la patogénesis de la encefalitis causada por
el HVB-5, se han utilizado como modelos experimentales,
conejos (Meyer y col 1996, Beltrao y col 2000), ovejas (Silva
y col 1998, 1999) e incluso bovinos (Pérez y col 2002).
Después de la inoculacién intranasal el HVB-5 invade el
cerebro por la via del nervio olfatorio resultando en signos
neurolégicos agudos comparables a los que se han visto en
los terneros (Chowdhury y col 2000, 2002). Respecto a la
via de inoculacién, es mds importante la via olfatoria que
la conjuntival, aunque esta tltima también debe tenerse en
cuenta (Beltrdo y col 2000). Luego de inocular conejos por
via intranasal se observé enfermedad neurolégica aguda
y muerte, encontrando el HVB-5 en el bulbo olfatorio, la
corteza olfatoria, el ganglio trigémino, puente y corteza
cerebral (Beltrdo y col 2000). En otro experimento similar
hubo pocas neuronas infectadas en el ganglio trigémino
y ninguna invasién viral desde el puente hasta el nicleo
trigémino espinal (Chowdhury y col 2000).
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El propdsito de la presente investigacion fue el de
caracterizar la respuesta inflamatoria en el sistema ner-
vioso central de bovinos naturalmente infectados con el
herpesvirus bovino 5 (HVB-5) mediante la técnica de
inmunohistoquimica utilizando anticuerpos mono y poli-
clonales para astrocitos, linfocitos y macréfagos.

MATERIAL'Y METODOS

El estudio fue realizado en el Laboratorio de
Neuropatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Veterinarias de la Universidad del Estado de Sao Paulo
(FCAV-UNESP), a partir de material fijado en formalina
tamponada y conservado en bloques de parafina, co-
rrespondiente a casos de diferentes brotes de encefalitis
bovina ocurridos entre los afios 2001 y 2002. Se colec-
taron un total de doce muestras de cerebro de bovino,
diagnosticadas cinco de ellas en nuestro Laboratorio,
dos en el Laboratorio de Patologia de la Universidad
Federal de Mato Grosso do Sul y cinco en el Laboratorio
de Patologfa de la Universidad Federal de Pelotas. Los
casos correspondieron a bovinos de la raza Nelore o sus
cruzas, con edad promedio de 13 meses y en su mayoria
machos. Todos los casos presentaron sintomas clinicos
inespecificos de enfermedad neuroldgica, caracterizada
por ataxia, nistagmo, bruxismo, tremor muscular, marcha
en circulos, opistétonos, dectibito lateral, convulsiones
y pedaleo. Los animales finalmente murieron o fueron
remitidos a los laboratorios de patologia de las diferentes
universidades, para eutanasia y necropsia.

Teniendo en cuenta el aislamiento viral en cinco
casos, la negatividad para rabia en otros dos y la eviden-
cia histopatoldgica de infeccién con el HVB-5 en todos
los cerebros estudiados, se concluyé que los animales
evaluados fueron naturalmente infectados con el HVB-5.
Los casos que tenian aislamiento viral procedieron de la
Universidad Federal de Pelotas y los casos con diagndstico
negativo para rabia fueron evaluados en el Instituto Pasteur
de Sao Paulo, mediante prueba de inmunofluorescencia y
prueba biolégica. Las muestras permanecieron por 24 o
mads horas en formalina tamponada al 10% para su fijacion
y luego fueron incluidas en parafina, siendo conservadas
en bloques hasta el momento de su uso.

El criterio diagndstico incluyé la observacién mi-
croscopica de algunas alteraciones en el cerebro como
meningoencefalitis, polioencefalomalacia, manguitos
perivasculares y presencia de células gitter, hallazgos
considerados sugestivos de la infecciéon por HVB-5. En
ninguno de los casos se observaron cuerpos de inclusién
intracelulares en astrocitos o neuronas.

Evaluaciones inmunohistoquimicas en el sistema nervioso
central. La técnica de inmunohistoquimica (Avidina—Biotina—
Peroxidasa) para la deteccion de células inflamatorias en
el sistema nervioso fue estandarizada en el Laboratorio de
Neuropatologia de la FCAV-UNESP (Machado y Alessi
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Cuadro 1. Relacién de anticuerpos utilizados para detectar linfocitos, astrocitos y macréfagos en cerebro de bovinos con encefalitis

por HVB-5.

List of antibodies used for detecting lymphocytes, astrocytes and macrophages in bovine brains with encephalitis produced by BoHV-5.

Reactlva(:lf)fl/ Anticuerpos Dilucién / Anticuerpos Dilucién/
Recuperacién L . . .
Antiodni Primarios Tiempo Secundarios Tiempo
ntigénica
Pronasa! Anti-GFAP#2 Cabra anti-conejo © 1:200
12-18 hs 45 min
. Anti-Linea
2 X .
I(\)/Illlzr(égniasorg Mieloide/histiocitos 12-18 hs Cabra anti-raton f 4]5' zrgon
vap Clon-MAC 3875 '
Antilinfocito B 4 . 1:200
3 _ratén
Olla de vapor NCL-BLA 36 5 12-18 hs Cabra anti-ratén 45 min
Pronasa! Antilinfocito T CD, *4d Cabra anti-conejo © 1:300
3 45 min

(1) Recuperacién enzimdtica 15 minutos®.

(2) Potencia 720W, 2 x 5 minutos (solucion de citrato pH 6.0).
(3) Stem cock, 20 minutos (solucién de citrato pH 6.0).

(4) Anticuerpo policlonal.

(5) Anticuerpo monoclonal.

1997, Lemos y Alessi 1999). Los anticuerpos primarios y
secundarios, la reactivacion antigénica y sus respectivos
tiempos y diluciones se resumen en el cuadro 1. Los cortes
tisulares fueron primero desparafinados y deshidratados
en concentraciones decrecientes de alcohol. Luego de un
bloqueo de la peroxidasa endégena! los cortes se bafiaron
en solucion tamponada de salina fosfato (PBS) y se incu-
baron por 30 minutos en una solucién de alblimina sérica
bovina en PBS 2,5%. Se realizaron tres incubaciones, cada
una de ellas seguida por dos lavados con PBS, la primera
con el anticuerpo primario especifico para cada antigeno
celular; la segunda con el anticuerpo secundario biotinilado
dirigido contra el primario y la tercera, con el complejo
Avidina-Biotina! diluido en PBS durante 30 minutos a
30 °C. La reaccién de la peroxidasa fue revelada por la
adicion del sustrato 3,3 diaminobenzidina. Finalmente, los
cortes fueron contratefiiddos con hematoxilina de Harris,
deshidratados en concentraciones crecientes de alcohol,
aclarados con xilol y montados con Bélsamo de Canada
para ser examinados al microscopio de luz.

Para facilitar el andlisis de la reaccién inflamatoria
evidenciada en el cerebro de los bovinos, se revisaron las
células presentes en la periferia de los vasos sanguineos
(manguitos perivasculares) y en la porcion restante del
fragmento tisular, clasificando la magnitud de la infla-
macién de manera cualitativa como leve (menos del 20%
de células), moderada (entre 21 y 60%) y severa (mas de
61% de la reaccion).

Para los astrocitos fueron establecidos dos patrones
de descripcion segtn el grado de participacién en la reac-
ci6n inflamatoria (reactividad) y el tamaiio de las células
(didmetro mayor, didmetro menor y drea celular). Las

2Dako Z0334 ¢ Dako E0432
b Dako M0747 fDako E0433
¢ Novocastra

4 Dako A0452

medidas de los astrocitos fueron hechas en un programa
de andlisis digital de imagenes?, capturando las imagenes
en el microscopio acondicionado con una cimara de video
(equipo existente en el Laboratorio de Inmunopatologia
de la FCAV-UNESP).

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la deteccion del antigeno CD3 en la superficie
celular, se encontré que los linfocitos T siempre estuvieron
presentes en un alto grado de infiltracién. En los manguitos
perivasculares, cinco casos (41,7%) presentaron infiltrados
moderados y siete casos (58,3%) infiltrados severos, mien-
tras que en sitios diferentes a los manguitos, diez casos
(83,3%) presentaron infiltrados severos y s6lo dos (16,7%)
tenian infiltrados moderados (cuadro 2 y figura 1a). Los
linfocitos B evidenciados por la deteccidn del antigeno
BLA se presentaron siempre en una menor proporcién del
infiltrado celular, tanto en los manguitos perivasculares
como en otros sitios. En los manguitos perivasculares, por
ejemplo, diez casos (83,3%) tenian una leve infiltracién
de estas células (cuadro 2 y figura 1b).

Los macréfagos se encontraron acompaiiando dreas
de malacia aunque no exclusivamente en esta locali-
zacién. En los manguitos perivasculares, diez casos
(83,3%) presentaron infiltrados leves, mientras que dos
casos (16,7%) fueron moderadamente infiltrados y s6lo
un caso presentd una reaccion severa de estas células
(cuadro 2 y figura Ic). Por otro lado, los astrocitos es-
tuvieron siempre en sitios diferentes de los manguitos
perivasculares encontrando que cinco casos (41,7%)
presentaron un grado moderado de infiltracién, mientras

I Bloqueador de peroxidasa DAKO®, Complejo Avidina Biotina
DAKO ®

2 Image Pro Plus 3.0-Microscopio Olympus BX50 con cdmara video
color Sony CCD Iris.
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Figura 1. a) Microfotografia de un manguito perivascular con inmunomarcacion para linfocitos T (CD3 policlonal). Nétese la gran
participacién de los linfocitos T en la respuesta inflamatoria alrededor del vaso sanguineo (vs) en la corteza cerebral de bovino natu-
ralmente infectado con BHV-5. (Barra=50 um) ABC, objetivo 60X. b) Manguito perivascular con inmunomarcacion para linfocitos
B (BLA monoclonal). Pueden notarse algunas células que hacen parte en la reaccién alrededor del vaso sanguineo (VS). (Barra=50
um) ABC, objetivo 60X. c) Cerebro bovino con inmunomarcacién para macréfagos (MAC monoclonal). Puede observarse presencia
de los macréfagos en el manguito perivascular y en el resto del 6rgano. (Barra=80 um) ABC, objetivo 40X. d) Inmunomarcacion para
los astrocitos (GFAP policlonal) en el cerebro de bovino naturalmente infectado con el BHV-5 en diferentes grados de reactividad.
(Barra=50 pm) ABC, objetivo 60X.

a) Microphotograph of immunomarked T cell perivascular cuffing (polyclonal CD3). See the extensive T cell infiltration in the inflamma-
tory response around de blood vessel (BV) in the cortex of naturally infected bovines with BHV-5. (Barr=50 um) ABC, objective 60X. b) Perivascular
cuffing with B cell immunodetection (BLA monoclonal). Some cells can be noted in the reaction around the blood vessel (BV). (Barr=50 um) ABC,
objective 60X. ¢) Bovine brain with immunodetection for macrophages (MAC monoclonal). The macrophages can be seen in the perivascular cuffing
and also in the rest of the organ. (Barr=80 pm) ABC, objective 40X. d) Astrocytes immunodetection (GFAP policlonal) in the brain of bovines naturally
infected with BHV-5 in different reactive degrees. (Barr=50 pm) ABC, objective 60X.

que los otros siete (58,3%) tenian abundantes astrocitos
(infiltrado severo). Estas células presentaron dos grados
de actividad consideradas como reactivas (mdas grandes)
y no reactivas, siendo significativamente diferentes entre
ellas (a0 = 0,05). Los promedios de los didmetros corres-
pondieron a 10,08 um para el mayor, 6,41 um el menor y
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51,25 um? el 4rea, en el caso de los astrocitos reactivos
y 9,01 um para el mayor, 6,34 um el menor y 43,21 um?
el drea, en el caso de los astrocitos no reactivos (cuadro
2y figura 1d).

Larevision de literatura sobre encefalitis bovina revela
que éste es el primer trabajo encaminado a identificar la
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Cuadro 2. Inmunomarcacién de linfocitos, astrocitos y macréfagos de dos localizaciones diferentes en el cerebro de bovinos infectados
naturalmente con HVB-5, clasificadas en tres categorias del infiltrado celular.

Lymphocyte, astrocyte and macrophage immunomarking in two different areas of the brain of bovines naturally infected with BoHV-5,

classified in three categories according to its cell infiltration.

Localizacion del infiltrado inflamatorio

Tipo de Célula Manguito perivascular Otro sitio*
Leve Moderado Severo Leve Moderado Severo
Linfocito T 0/12 512 7/12 0/12 10/12 2/12
Linfocito B 10/12 2/12 0/12 11/12 1/12 0/12
Macréfago 10/12 2/12 0/12 9/12 2/12 1/12
Astrocito 0/12 0/12 0/12 0/12 5/12 7112

* Se refiere a porciones diferentes a los manguitos perivasculares evaluadas en las secciones de cerebro.

distribucién del infiltrado inflamatorio en el cerebro de
bovinos naturalmente infectados con herpesvirus. Gran
parte de los estudios realizados sobre la patogenia del
HVB-5 hasta el momento han permitido profundizar
en el conocimiento de los mecanismos moleculares que
utilizan el virus para ingresar en la célula hospedera y
de esta forma se ha podido identificar proteinas y glico-
proteinas fundamentales para el ingreso y propagacion
de los virus en el SNC (Chowdhury y col 2002). En otros
aspectos relacionados con la patogenia del HVB-5 se han
podido encontrar diferencias grandes con el HVB-1 en lo
que tiene que ver con su capacidad para invadir y causar
lesiones neuroldgicas (Meyer y col 1999). La respuesta
inmune en los casos de encefalitis herpética en bovinos
hasta el momento no ha sido investigada debido al des-
conocimiento de los tipos de células predominantes en
el infiltrado inflamatorio del cerebro de estos animales.
Los datos que aqui se describen sobre la predominancia
de los linfocitos T en la reaccion inflamatoria indican
que estas células desempefian un papel importante en la
defensa del cerebro de los bovinos afectados con HVB-5.
Es importante desarrollar investigaciones tendientes al
esclarecimiento del papel de estas células en la defensa
del organismo contra los herpesvirus que afectan el sis-
tema nervioso central. La presentacion de antigenos a los
linfocitos implica un reconocimiento de los mismos por
parte de c€lulas especializadas que los expresan en los
receptores de superficie de los linfocitos. Este proceso
es diferente para las células B y T, los linfocitos B s6lo
necesitan una unidn apropiada del epitope con la region
variable del anticuerpo, mientras que los linfocitos T
reconocen el antigeno en el contexto de una molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad (Gershwin y col
1995). El resultado final de la activacién de los linfocitos
B es la produccion de plasmocitos que secretan inmu-
noglobulinas. En este estudio, las células B estuvieron
discretamente presentes, tal vez por el caracter agudo de
la enfermedad (de acuerdo a los datos de mortalidad) o
porque la respuesta inmune en estos casos se encuentra
basicamente a cargo de las células T.

En el caso de la encefalitis viral por el HVB-5, los
macréfagos denominados células gitter han sido repor-
tados como una caracteristica diagndstica dentro de la
reaccion inflamatoria (Riet-Correa y col 1989) y su fun-
cion es fagocitar y remover grandes cantidades de lipidos
caracteristicos del tejido nervioso, posteriormente estas
células desaparecen lentamente una vez que concluyen su
trabajo (Jubb y col 1993, Jones y col 1997). En el presente
estudio, los macréfagos estuvieron siempre acompaifiando
areas de malacia en diferentes grados de presentacion pre-
dominando las infiltraciones leves, hecho probablemente
explicado porque no todos los cortes histoldgicos tenfan
areas representativas de malacia, no obstante, la presencia
de estas células facilitd, junto con otras caracteristicas ya
mencionadas, el diagndstico de la encefalitis por HVB-5.
Las células gitter probablemente tienen un papel impor-
tante como células presentadoras de antigeno y también
en el proceso de fagocitosis de células afectadas por las
particulas virales (Gershwin y col 1995). En el presente
estudio, en lo que se refiere a la polioencefalomalacia,
se considerd un hallazgo frecuente en la mayoria de los
casos; sin embargo, el motivo por el cual se presenta este
tipo de lesién en el SNC de los bovinos afectados por el
HVB-5 no es conocido. Segtin los resultados de este estudio
en lo que tiene que ver con la distribucion de las células
inflamatorias, la malacia estuvo siempre acompafiada de
grandes cantidades de macréfagos y podria deberse en
alguna medida a la accién destructiva de estas células o sus
productos celulares (citocinas). Los macréfagos son capaces
de fagocitar y matar algunos agentes infecciosos; se sabe
que algunos macréfagos de bovinos producen radicales
de oxigeno para facilitar esa tarea (Pastoret 1998). Por lo
visto, deben realizarse futuras investigaciones para esta-
blecer si la necrosis neuronal se debe a un efecto citopatico
directo del virus sobre neuronas y células gliales o si es
causada por la accién de radicales libres y otros productos
celulares de macrdfagos y linfocitos que interactian en
la inflamacién del cerebro. No puede descartarse que se
trate de un mecanismo meramente vascular que lleva a una
hipoxia severa. Los macréfagos y linfocitos B no son las
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unicas células presentadoras de antigeno, los astrocitos
fueron las primeras células gliales de las cuales se sabe
que son capaces de expresar productos del complejo
mayor de histocompatibilidad clase II (poco después de
ser estimuladas con el interferén gama INF-y) y que las
citocinas proinflamatorias como el INF-y, el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-o) y la interleucina 1 (IL-1) son
capaces de disparar la expresion de moléculas de adhesién
(ICAM-1, LFA-3, VACM e VLA) sobre ellos (Ketternmann
y Ransom 1995). La astrocitosis que se encontrd en todos
los casos puede ser facilmente explicada porque de acuerdo
con Delman y Carithers (1996), este tipo de células se
incrementan ante un dafio celular. Ademas de eso, se sabe
que son las células gliales mas abundantes en el cerebro
de los mamiferos y su funcién es soportar y reparar las
neuronas dafiadas (Peterson y Remignton 2000). Seria
interesante conocer como estas células interactdan en el
transporte de las células sanguineas al sistema nervioso
central por la barrera hematoencefélica, en los casos de la
encefalitis herpética. En este estudio, los astrocitos siempre
estuvieron en sitios diferentes de los manguitos perivascu-
lares y se presentaron como reactivos y no reactivos. Los
astrocitos reactivos fueron significativamente mas grandes
que aquellos no reactivos; sin embargo, no fue posible
establecer si la reactividad de estas células tendria alguna
correlacién con el drea del cerebro afectada. Machado y
Alessi (1997) observaron diferentes grados de reactividad
de los astrocitos en el cerebro de bovinos naturalmente
infectados con el virus de la rabia y encontraron que esas
células fueron significativamente mas grandes que los
astrocitos del cerebro de bovinos normales. Nosotros en-
contramos que los linfocitos T y los astrocitos fueron las
células méas abundantes en la inflamacion del cerebro, lo
cual indica la importancia que debe tener esa cooperacion
celular en la respuesta inmune para la resolucién o para
el agravamiento del cuadro neurolégico.

En lo que se refiere a las dreas del cerebro afectadas por
el HVB-5, seria interesante tener en cuenta el planeamiento
de estudios posteriores dirigidos a conocer la distribucién
del infiltrado inflamatorio en las diferentes partes del SNC,
afectadas en este tipo de encefalitis, permitiendo establecer
la dindmica de los cambios necréticos en esta enfermedad.
De igual forma, es necesario desarrollar estudios dirigidos
ala descripcién de la reaccién inflamatoria por BHV-5 en
animales de laboratorio, incluyendo las rutas de invasion,
la localizacién de las lesiones y la distribucién de las
células inflamatorias (linfocitos, macréfagos, astrocitos y
microglias) y de esta forma facilitar el entendimiento de la
funcién de cada una de ellas en la patogénesis de este tipo
de encefalitis y en la defensa del organismo para este tipo
de infecciones. Los fragmentos del cerebro utilizados en
este estudio correspondieron a dreas de la corteza cerebral,
incluyendo la regién del hipocampo (corteza parietal),
lugar preferido para el diagndstico de la infeccién con
el virus de la rabia (Lemos y col 2002). Por el hecho de
ser un estudio retrospectivo y las diferentes procedencias
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de los casos en esta investigacion, existieron diferencias
respecto a la forma de obtencién de las dreas de cerebro
siendo imposible la identificacién exacta de la localizacion
anatomica de ellos.

Finalmente, se espera que los resultados de este trabajo
induzcan la elaboracién de nuevas hipétesis que permitan
realizar investigaciones sobre la patogénesis en este tipo de
infecciones y también sobre diagnéstico y control de esta
enfermedad, posiblemente incorporando algtin antigeno de
deteccidn viral y/o inoculaciones que incluyan animales
axénicos o gnotobidticos.

RESUMEN

Doce casos de meningoencefalitis viral en ganado bovino brasilero
fueron sometidos a un andlisis inmunohistoquimico para describir
la respuesta inflamatoria. Todos los casos mostraron severos signos
neurolégicos seguidos por la muerte. Histolégicamente los cambios
inflamatorios en el cerebro y el cerebelo que caracterizaron la infeccién
neurolégica muestran meningitis, manguitos perivasculares mononucleares,
gliosis, hemorragias y macréfagos (células gitter) acompanando grandes
dreas de malacia. Ninguno de los casos mostré cuerpos de inclusién
intranucleares; sin embargo, en cinco de ellos fue posible el aislamiento
del HVB-5. Con el fin de recolectar datos que permitan describir la
respuesta inflamatoria en estos casos, muestras de cerebro de todos
los casos se analizaron por inmunohistoquimica usando anticuerpos
policlonales contra CD3 para detectar linfocitos T y contra GFAP para
detectar astrocitos. Por otro lado, se usaron anticuerpos monoclonales
contra BLA para detectar células B y MAC 387 para detectar macréfagos.
Los resultados indican que la respuesta inflamatoria se caracteriz6 por
linfocitos T en los infiltrados perivasculares y por los astrocitos en otras
partes del 6rgano. Los macréfagos (células gitter) estuvieron siempre
asociados a grandes dreas de malacia y los linfocitos B tuvieron una discreta
participacién sobre todo en los infiltrados celulares perivasculares. Estos
hallazgos facilitardn futuras investigaciones tendientes al entendimiento
de la patogénesis de este tipo de encefalitis.
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