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ABSTRACT.- Lemos K.R. & Alessi A.C. 1999. [Glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
immunoreactive astrocytes in the Central Nervous System of normal horses and horses 
with leukoencephalomalacia.) Astrócitos imunorreativos à proteína glial fibrilar ácida (GFAP) 
em sistema nervoso central de equinos normais e de equinos com leucoencefalomalácia. 
Pesquisa Veterinária Brasileira 19(3/4):104-108. Depto Patologia Veterinária, Faculdade de Ciências 
Agrárias e Veterinárias, Unesp, Rod. Carlos Tonanni Km 5, Jaboticabal, SP 14870-000, Brazil. 

The glial fibrillary acidic protein (GFAP), subunit ofthe intermediary filaments ofthe cellular 
cytoskeleton, exists in the cytoplasm of astrocytes. lmmunohistochemistry utilizing primary 
antibodies anti-GFAP is generally chosen to identify astrocytes in the central nervous system 
(CNS), allowing also to verify their hypertrophy. Severa[ studies show the distribution, 
morphology and cytoarchitecture ofthe astrocytes in several areas ofthe CNS ofhumans and 
laboratory animais. However, in domestic animais, especially in horses, little information is 
available. ln the present study the density ánd morphology of GFAP-immunoreactive astrocytes 
in the white matter of the cerebral cortex of horses with leukoencephalomalacia (LEM) has 
been compared with such aspects in normal horses. ln animais with LEM hypertrophic 
astrocytes in areas dose to the Iesions were observed. There was enlargement ofthe perikarion, 
nucleus and the cytoplasmic extension. The astrocytes were reduced in number and the 
immunoreactivity was increased. ln the normal animais constant distribution of 
immunoreactive cells characteristic of fibrous astrocytes was seen. Vascular changes in the 
animais with LEM, as for example degeneration ofvascular endothelium, were also observed 
and could be correlated with the astrocytic alterations. 

INDEX TERMS: Astrocytes, GFAP, horse, leukoencephalomalacia. 

RESUMO.- A proteína glial fibrilar ácida (GFAP), subunidade 
dos filamentos intermediários do citoesqueleto celular, está 
presente no citoplasma de astrócitos. Técnicas imunohistoquí
micas com anticorpos primários anti-GFAP são geralmente 
empregadas para identificar astrócitos no sistema nervoso, 
permitindo verificar também sua hipertrofia. Vários estudos 
mostram a distribuição, á morfologia e a citoarquitetura de 
astrócitos em várias regiões do SNC do homem e de animais 
de laboratório~ No entanto, em animais domésticos e, espe
cialmente em equinos, poucas informações estão disponíveis. 
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No presente trabalho, verificou-se a densidade e a morfologia 
de astrócitos imunorreativos à GFAP na substância branca da 
córtex cerebral de equinos com leucoencefalomalácia (LEM) 
comparando-se esses aspectos com o de equinos normais. 
Animais com LEM apresentaram hipertrofia de astrócitos em 
áreas próximas às lesões, representada pelo aumento do cor
po celular, do núcleo e dos prolongamentos citoplasmáticos. 
O número de astrócitos apresentou-se reduzido e a imunorrea
tividade foi mais acentuada. Nos animais normais, verificou
se distribuição constante de astrócitos imunorreagentes com 
características de fibrosos. Alterações vasculares nos animais 
com LEM, como por exemplo degeneração de endotélio 
vascular, também foram observadas, podendo estar associa
das às alterações astrocíticas. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Astrócito, GFAP, equino, Ieucoencefalo
malácia. 
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INTRODUÇÃO 
Os recentes avanços em técnicas de cultivo celular e também 
o aprimoramento de técnicas que permitem identificação mais 
específica de astrócitos, resultaram em um aumento signifi
cativo no conhecimento sobre essa importante célula da 
macroglia. Estudos sobre o desenvolvimento embrionário, 
morfologia, funções e participação de astrócitos em proces
sos patológicos têm sido frequentes ultimamente (Montgo
mery 1994). 

Astrócitos são importantes por fornecerem suporte nu
tricional e estrutural para neurônios, por participarem funci
onalmente da barreira hemato-encefálica (Bignani 1991) e por 
participarem de outras funções propostas tais como 
detoxificação, fagocitose, funções imunes e outras (revisado 
por Montgomery 1994). 

Em processos patológicos, os astrócitos respondem pron
tamente, e, por outro lado, alterações celulares em astrócitos 
são indicadores confiáveis de lesão do sistema nervoso cen
tral (SNC) (Lantos 1990, Malhotra et ai. 1990). 

A identificação histológica de astrócitos normais ou em 
situação patológica tem sido feita através de método imuno
istoquímico que detecta antígenos da proteína glial fibrilar 
ácida (GFAP), componente dos filamentos de tamanho inter
mediário do citoesqueleto celular, presente nos astrócitos e 
em algumas outras células (Eng & Ghirnikar 1994, Cullen 
1997). A expressão de GFAP, por si só, deve ser considerada 
nas diferentes situações (Eng & Ghirnikar 1994). Por exem
plo, em certas lesões a imunorreatividade a essa proteína é 
maior devido à melhor preservação frente aos fixadores 
(Cullen 1997). 

A distribuição de astrócitos imunorreativos à GFAP em 
SNC têm sido estudada em diversas situações. Kálman & Hajós 
(1989) e Hajós & Kálman (1989) realizaram um minucioso 
mapeamento de astrócitos imunorreativos à GFAP em ratos 
normais. Estudos semelhantes foram realizados em marmotas 
(McDermott & Lantos 1989), ovinos 0effrey et ai. 1990), em 
codornas japonesas (Cameron-Curry 1991 ), em equinos com 
mielopatia compressiva (Yovich et ai. 1991) e em bovinos 
normais ou com raiva (Machado & Alessi 1997). Em outras 
situações experimentais e também no homem, em alguns 
processos patológicos, o estudo da distribuição e da morfolo
gia de astrócitos imunorreativos à GFAP têm se mostrado útil 
ao diagnóstico e tem contribuído para o conhecimento da 
importância da astrogliose (Eng & Ghirnikar 1994). Por outro 
lado, a função da GFAP em astrócitos não é clara. Camundon
gos geneticamente transformados para ausência de GFAP, cres
cem e se reproduzem normalmente (Pekny 1995). 

A literatura veterinária é pobre em informações sobre a 
participação de astrócitos na patogênese de doenças natu
rais do SNC que afetam as diversas espécies animais 
(Montgomery 1994). Assim, o presente trabalho, teve como 
objetivo investigar a distribuição de astrócitos imunorreativos 
à GFAP na substância branca da cortex cerebral de equinos 
normais e também de equinos com leucoencefalomalácia 
(LEM) causada por ingestão de alimento contaminado com 
micotoxina. 

MATERIAL E MÉTODOS 
Animais 

Os encéfalos de oito equinos normais adultos (Grupo N), machos 
e fêmeas, sem raça definida, foram obtidos junto ao Frigorífico de 
Equinos, em Araguari, MG). Os animais foram dessensibilizados por 
concussão e a sangria foi feita pela seção dos vasos cervicais. 

Oito equinos adultos com LEM (Grupo L), machos e fêmeas, de 
diferentes raças puras ou cruzadas, foram obtidos no Departamento 
de Patologia Veterinária da Faculdade de Ciências Agrárias e 
Veterinárias, Universidade Estadual Paulista, durante o período de 
agosto de 1992 a outubro de 1994, de animais provenientes de várias 
regiões dos Estados de São Paulo e de Minas Gerais, onde ocorrera 
surtos da enfermidade. Em todos os casos, a contaminação foi com 
milho mofado. O diagnóstico foi confirmado com base em dados 
epidemiológicos, clínicos e anatomopatológicos (Riet-Correa et ai. 
1982). 

Processamento do material 
Os encéfalos foram fixados em solução de formo! a 10%, 

tamponado com fosfatos, pH 7,2, durante oito dias. 
Fragmentos de córtex cerebral de equinos dos dois grupos foram 

incluídos em parafina. Cortes de 4 a 5 mm de espessura foram 
montados em lâminas de vidro que recebiam, previamente, uma fina 
camada de Poly-L-lisina (Sigma P-1399), diluído a 0,01%, em forma 
de um esfregaço. 

Imunohistoquímica 
Cortes desparafinados foram reidratados e incubados com 

metanol (50%) acrescido de peróxido de hidrogênio a 3%, para inibição 
da peroxidase endógena. Em sequência,' cortes foram lavados em 
PBS e incubados com tripsina O, 1% diluída em PBS, durante 25 
minutos, a 37ºC. As lâminas foram então lavadas em PBS e incubadas 
com anticorpo policlonal anti-GFAP (DAKO Z-334), diluído a 1 :300, 
durante um pernoite, em geladeira. Soro de coelho normal foi 
utilizado como controle negativo. Em seguida foram lavadas em PBS, 
incubadas com anticorpo de ligação (ovino anti-lgG de coelho; SIGMA 
R-6503) diluído a 1 :25, durante 30 minutos, lavadas novamente e 
incubadas com complexo PAP (SIGMA P-2026) 1 :200, durante 30 
minutos. No próximo passo, lâminas foram lavadas em PBS e 
incubadas com diaminobenzidina (SIGMA D-9015) 0,03% acrescido 
de peróxido de hidrogênio 0,03%, por um período de 5 a 8 minutos, 
sob controle microscópico da intensidade da reação cromógena. 
Depois, as lâminas foram lavadas em água corrente, desidratadas 
em álcool e montadas com lamínula. 

Morfometria 
Utilizou-se o Sistema Analisador de Imagens Vídeo Plan (Kontron 

Elektronik/Zeiss) em microscópio óptico binocular com objetiva de 
40x. 

Foram medidos manualmente, contornando-se com o mouse, a 
área do corpo celular e o comprimento dos três maiores prolonga
mentos citoplasmáticos de 12 células imunorreativas por animal, 
localizadas em regiões próximas às lesões nos equinos com LEM e 
regiões correspondentes nos equinos normais. 

Densitometria 
A densidade de astrócitos imunorreativos à GFAP (célula/área) 

foi mensurada utilizando-se uma lente ocular integradora com uma 
área de 1,21 mm2, em conjunto com lente objetiva de 25x. Obtiveram
se doze leituras de cada animal, nos oito animais de cada grupo N e 
L. Calculou-se a média aritmética de cada grupo e seu respectivo 
desvio padrão. 
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RESULTADOS 
A técnica imunoistoquímica empregada, uti lizando comple
xo PAP, identificou com sucesso os elementos estruturais com 
antígeno GFAP, principalmente astrócitos . A morfologia ca
racterística dos astrócitos foi facilmente visualizada, devido 
à coloração marrom de seu citoplasma, resultado positivo da 
imunoistoquímica, contrastante com o roxo azulado cio seu 
núcleo, corado pela hematoxilina. 

A análise da substância branca da córtex cerebral dos ani
mais normais, mostrou presença constante de astrócitos 
imunorreativos com características de fibrosos (Fig. 1 e 2) . 
Pelo método densitométrico empregado, obteve-se o valor 
de 11 ,7 células por mm2. A área celular média foi de 23,6 
1111112, com núcleo medindo em média 11 ,6 1111112. O maior e o 
menor diâmetros médios foram de 5,2 e 3 , 1 111111, respectiva
mente (Quadro 1 ). Esses núcleos eram aparentemente pe
quenos, algumas vezes mostravam nucléolos . Outras vezes, 
a coloração intensa do citoplasma e o posicionamento impe
dia a visualização do núcleo. Os prolongamentos se apresen
taram finos com ramificações delicadas. A média de compri
mentos dos três maiores prolongamentos foi de 41,0 111111. 

Processos citoplasmáticos de astrócitos localizados próximos 
a vasos sangüíneos projetavam-se em direção a esses e, ao 
redor dos vasos, a reação mostrava aglomerado de processos 
podais terminais . 
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Fig . 1. Astrócitos fibrosos com núcleo pequeno e processos 
citoplasmáticos finos e longos , na substância branca da córtex 
cerebral de equino normal. PAP, obj. 20 x. 

Fig . 2. Idem à anterior. PAP, obj. 40x. 

Fig. 3. Astrócitos com corpo celular e núcleo aumentados e proces
!iOS evidentes, na substância branca da córtex cerebral de equino 
com leucoencefalomalácia. PAP, obj . 40x . 
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Quadro 1. Morfometria e densitometria de astrócitos 
imunorreativos à GFAP na substância branca da có1tex cerebral de 

equinos clinicamente normais e de equinos com leucoencefalo
malácia , Jaboticabal (SP), 1995 

Área do corpo 2elular (µ111 2) 

Área nuclear (µ111 2) 

Maior diâmetro nuclear (µ 111) 
Menor diâmetro nuclear (µ111) 
Comprimento prolongainentos (p 111) 
Número de células/1111112 

Normal (n = 8) 

23,6 ±3.49 
11 ,6 ±3,8 1 
5.2 ± 0,97 
3. 1 ± 0,68 

41 ,0 ± 20.60 
11 ,7 ± 2,97 

LEM (n =8) 

55,0 
33,4 
8,6 
5.4 

55 ,6 
8,5 

±7,53 • 
± 13. 13 • 
± 1.99 · 
±1 .22 • 
± 21 ,22 ns 
± 2,20 • 

• p < 0,05 

Nos equinos com leucoencefalomalácia observou-se den
sidade de astrócitos de 9,5 células por 1111112 e média de área 
de corpo celular de 55,0 mm2 (Quadro 1 ). Esses astrócitos 
mostravam-se também intensamente corados em marrom, 
indicando forte imunorreativiclacle (Fig. 3, 4 e 5) . O núcleo 
tendia a se apresentar maior, acompanhando o aumento de 
volume celular. O nucléolo tornava-se mais visível (Fig. 6). A 
média da área nuclear nesse grupo foi de 73,4 1111112. As medi
das de maior e menor diâmetros também acompanharam a 
área nuclear, sendo de 8,6 e 5,4 111111, respectivamente. Os 
processos astrocíticos apresentavam-se mais espessos, no 
entanto, as suas ramificações não eram nítidas, principal-
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Fig. 4. Astrócitos com corpo celular e núcleo aumentados e proces
sos espessados, na substância branca da córtex cerebral de equino 
com leucoencefalomalácia. PAP, obj. 40x . 

Fig. 6. Astrócito (seta) com corpo cel ul ar e núcleo aum entados, 
nucléolo evidente e processos direcionados ao vaso sanguíneo, 
na substância branca da córtex cerebral de equino com leuco
encefalomalácia. PAP, obj. 40x. 

mente nas regiões onde ocorria necrose (Fig. 4). O compri
mento desses prolongamentos no grupo L foi maior (55,6 
111111) que o verificado nos equinos normais (41,0 111111). Outras 
alterações verificadas foram principalmente aquelas associa
das aos vasos sanguíneos, incluindo degeneração de células 
endoteliais (Fig. 7), edema (Fig. 5) e hemorragia perivascula
res. · 

DISCUSSAO 
Embora a distribuição e a morfo logia de astrócitos em dife
rentes espécies animais não apresente diferenças fundamen
tais quando em situação normal, em condições patológicas 
tem-se observado importantes alterações. Maior imunor
reativiclade pode ser previsível em vista de hipertrofia de 
astrócitos. No entanto , nem sempre se verifica aumento da 
quantidade de GFAP int racitoplasmático quando determina
do por métodos quantitativos (Eng et ai. 1992). Mas o estudo 
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Fig. 5. Astrócito hipertrofiado (seta) junto a vaso sanguíneo com 
edema periférico (*), na substância branca da córtex cerebral de 
equino com leucoencefalomalácia. PAP, obj . 40x . 

Fig. 7. Vaso sanguíneo com células endoteliais aumentadas e pro
cessos astrocíticos ao redor (seta), na substância branca da córtex 
cerebral de equino com leucoencefa lomalácia. PAP, obj. 40x. 

de astrócitos imunorreativos fornece informações mais pre
cisas em relação ao seu estado funcional (Montgomery 1994). 
A melhoria das técnicas que desmascaram os determinantes 
antigênicos da GFAP com uso de enzimas, microondas ou tra
tamento térmico apresentam novas perspectivas quanto ao 
estudo dos astrócitos GFAP+ (Cullen 1997). Justificam-se por
tanto os estudos sobre a morfologia e a distribuição de 
astrócitos em condições normais e em condições patológi
cas nas diferentes espécies. 

No presente tra balho os equinos com LEM mostraram, 
basicamente, hipertrofia de astrócitos representada pelas 
maiores dimensões das estruturas celulares verificado tam
bém por outros autores, em outras lesões (Yovich 1991 , Ma
chado & Alessi 1997, Cullen 1997). Conforme mostra o Qua
dro 1, o número de células por área foi inferior nos equinos 
com LEM. A diminuição da densidade celular na substância 
branca da córtex pode estar relacionada a alterações meta-
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bólicas nas proteínas gliais à semelhança do verificado por 
Kimura & Budka (1986) na encefalopatia hepática do homem. 
No presente trabalho, pode-se supor que estariam associa
das ao curso concomitante da LEM com alterações hepáticas. 

Durante o estudo, observou-se que os vasos sanguíneos 
dos animais com LEM apresentavam-se especialmente lesa
dos, mostrando aparentes lesões de parede, acompanhadas 
de hemorragias e edema periféricos, alterações essas verifi
cadas também por Riet-Correa et ai. (1982). Nesses, havia 
astrócitos periféricos grandemente hipertrofiados (Fig. 5). 

Importante observação foi a de que astrócitos reativos 
foram encontrados em sítios extra-lesões, ou seja, não só fo
ram encontrados nas áreas com malácia, ou adjacentes, mas 
também em regiões cuja histologia, em cortes corados pela 
hematoxilina-eosina, não mostravam alterações. 

Em equinos normais, na substância branca da córtex, os 
astrócitos fibrosos apresentavam corpo celular de pequeno 
diâmetro, com prolongamentos finos e longos, semelhantes 
aos verificados em bovinos por Machado & Alessi (1997), no 
entanto com núcleo menor. A citometria empregada no pre
sente trabalho torna mais objetivo esse tipo de análi~e. 

Sabendo-se que a LEM surge após um período prolonga
do de exposição à micotoxina, sendo que, no entanto, os 
sintomas são de doença aguda, uma correlação entre o apa
recimento das lesões vasculares e sintomas clínicos merece 
ser pesquisada no futuro. 

Outro aspecto relevante observado, e que deve ser anali
sado através de. estudos experimentais, é o tempo entre o 
início do processo de ingestão da toxina e o aparecimento 
de alterações nos astrócitos, pois, como se sabe, para que 
ocorra o processo de intoxicação, a ingestão deve ser conti
nuada por aproximadamente um mês 0ubb & Huxtable 1993, 
Mayhew 1989), com aparecimento súbito dos sintomas. De 
fato, os casos incluídos no presente trabalho tiveram morte 
entre 04 e 18 horas após o aparecimento dos sintomas clíni
cos. Tendo em vista as graves alterações vasculares observa
das, pode-se atribuir ao edema e à hemorragia perivasculares 
e, talvez às lesões astrocíticas o súbito aparecimento de si
nais clínicos neurológicos. 

Em vista dos resultados obtidos neste trabalho, parece 
claro que, direta ou indiretamente, os astrócitos têm impor
tante participação na patogenia da LEM. Muitos pontos pre
cisam ser ainda esclarecidos, como abordado acima, mas para 
isso será de fundamental importância o desenvolvimento 
de um modelo experimental. 
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