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Em 1993 fui convidada pelo Professor Doutor Manuel Paula Barbosa para participar
num Projecto de Investigagdo dirigido ao estudo das alterag¢des da formagdo do hipocampo
na SIDA, a decorrer no Instituto de Anatomia da Faculdade de Medicina do Porto, projecto
multidisciplinar que congregava investigadores de outros Servigos da Faculdade de Medicina
do Porto e da Universidade de Freiburg. O tema interessava-me sobremaneira, uma vez que
as doengas infecciosas, inflamatérias e imunoldgicas do sistema nervoso central constituiam,
desde ha bastante tempo, uma drea clinica da minha preferéncia. Além disso, era possivel
incluir também o estudo do liquido céfalo-raquidiano de doentes seropositivos, cujos
primeiros resultados havia ja comunicado em reunides cientificas de Neurologia.

Algum tempo depois, no dmbito desse projecto, tornou-se exequivel delinear o fio
condutor desta disserta¢do de doutoramento, que o Professor Doutor Manuel Paula Barbosa
aceitou de bom-grado orientar, depositando em mim uma confianga inexcedivel, que creio ter
sido baseada em caracteristicas de quem, ha tantos anos, fora sua aluna. Como se
compreende, a realizagdo de um trabalho desta envergadura foi possivel apenas a custa do
empenho e da critica estimulante que o Professor Doutor Manuel Paula Barbosa exerceu no
dia-a-dia, orientando e corrigindo com rigor todos os passos. Daqui decorre que as minhas
primeiras palavras de agradecimento a ele se destinem, tanto mais que me possibilitou
concretizar a aspirag¢do de me candidatar ao grau de Doutor pela Faculdade de Medicina do
Porto, onde me formei, o que considero ter sido mais uma inegdvel demonstragdo de sincera
amizade.

No Instituto de Anatomia desenrolaram-se quase todos os procedimentos desta tese,
fundamentalmente os de ordem estereoldgica. A aprendizagem das metodolologias mais
adequadas, a interpretagdo judiciosa dos resultados, a correc¢do do manuscrito e a resposta
a imimeras diuvidas, foram marcos importantes e imprescindiveis para o desenvolvimento
desta dissertagdo que devo a Professora Doutora Maria Dulce Madeira, a quem quero
expressar a minha estima, salientando ainda que, a partir deste convivio, nasceu uma nova
amizade.

Ao Professor Doutor Carlos Ruela manifesto também o meu reconhecimento pela
colheita cuidadosa do material utilizado nesta dissertagdo, bem como pela ajuda no seu
processamento inicial, fase indispensdvel para levar este estudo a bom termo. A sua
colaboracdo na elabora¢do de posters, nos quais divulguei alguns dos resultados
preliminares obtidos, é também digna do meu maior aprego.

Cabe-me igualmente agradecer ao Professor Doutor José Paulo Andrade toda a
afavel colaboragdo que me prestou, mais especificamente a orienta¢do e a supervisdo do
estudo de material impregnado pelo método de Golgi.



Ao Dr. Nuno Sousa agradeco, ndo so a iniciagdo nos primeiros passos da
metodologia a empregar, mas também a assisténcia amiga a elabora¢do da documentagdo
iconogrdfica da tese.

Finalmente, no que ao Instituto de Anatomia se refere, cabe-me testemunhar a todos
0s seus elementos sentimentos de profunda gratiddo pela generosidade e deferéncia com que
sempre me trataram. E justo, no entanto, salientar o Sr. Artur Pereira, a quem devo as
inumeras sec¢bes de material incluido em metacrilato, a D. Ana Carolina, a quem devo o
processamento do material pelo método de Golgi e o Sr. Alberto Alfaia pelo modo como
levou a cabo o trabalho iconogrdfico.

Esta tese foi efectuada tendo como base material proveniente de doentes
seropositivos, ou seja, de doentes que ndo estiveram a meu cargo, mas sim foram assistidos
no Servico de Doengas Infecciosas da Faculdade de Medicina do Porto e do Hospital de Sdo
Jodo. Desta forma, devo aqui agradecer reconhecidamente a possibilidade de realizag¢do
deste estudo ao Professor Doutor Henrique Lecour. Na pessoa do Dr. Anténio Mota-
Miranda, a quem fico muito grata pelo auxilio que me prestou quer na recolha dos dados
clinicos quer no apoio bibliogrdfico, torno este agradecimento extensivo aos médicos
assistentes dos doentes.

Expresso também o meu agradecimento ao Professor Doutor Vicente Gongalves,
entdo elemento do Servigo de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina do Porto e
Hospital de Sdo Jodo e ulteriormente Director do Servigo de Anatomia Patoldgica do Centro
Hospitalar de Vila Nova de Gaia, a realiza¢do do estudo neuropatoldgico de rotina e do
estudo imuno-histoquimico destes casos.

De igual modo, agradego ao Professor Doutor Benedict Volk, Director do
Departamento de Neuropatologia da Universidade de Freiburg, a cedéncia de material
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Agradego ainda ao Professor Doutor José Eduardo Pinto da Costa, Director do
Instituto de Medicina Legal do Porto, a autorizagdo concedida para efectuar o estdgio que
permitiu estudar material utilizado como controlo.

Um capitulo significativo desta dissertacdo é dedicada ao estudo do liquido céfalo-
raquidiano de doentes seropositivos, que decorreu no Laboratério de LCR do Servigo de
Neurologia e de Neurocirurgia da Faculdade de Medicina do Porto e Hospital de S. Jodo.
Este Laboratério, fundado hd muitos anos pelo Professor Doutor Celso Cruz, foi todavia
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com a maior exigéncia editorial.
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INTRODUCAO



Pouco tempo depois das primeiras descrigbes do Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) publicadas em 1981 (46, 47), doenga transmissivel provocada por um
retrovirus designado por virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (12, 124), comegou a ser
notéria a frequéncia de doentes infectados que apresentavam alteragdes do foro neurologico
(126, 264, 367). Os estudos epidemiolégicos, publicados mais tarde, mostraram que as
complicagdes neurologicas ocorriam em cerca de 50 a 60% dos doentes com SIDA (17, 18,
34, 120, 155, 167, 169, 182, 197, 243, 249, 264, 367, 391) e eram mesmo o sinal de
apresentagdo da afecgo em 7 a 20% dos casos (17, 18, 43, 120, 155, 182, 197, 199, 264).
Mais ainda, verificou-se que o leque de doentes seropositivos para o VIH (VIH+) com
envolvimento neurolégico era muito mais vasto do que a clinica permitiria supor, j4 que foram
descritas alteragSes neuropatoldgicas no exame necrépsico em cerca de 95% dos doentes
infectados (13, 143); isto é, mesmo na auséncia de sintomas ou sinais clinicos de indole
neurol6gica, o atingimento do sistema nervoso na infecgfio pelo virus VIH pode considerar-se
um dado constante.

O espectro de manifestagdes neurologicas associadas 4 SIDA € muito variado € a sua
histéria natural depende da fase da infec¢Bo. Assim, durante a infecgdo aguda por VIH,
designada também por fase priméria, podem ocorrer quadros geralmente auto-limitados, de
meningite asséptica (154), encefalopatia aguda (42), mielopatia (78) ou neuropatia (291); mais
tarde, quando existe ja ligeira disfungdo imunitaria, estdo descritos quadros de meningite
asséptica assintomaticos, polirradiculonevrites desmielinizantes, radiculopatias por herpes
zoster € miopatias (168). Nos doentes com imunodeficiéncia moderada ou grave surgem
alteragdes cognitivas, quadros demenciais, mielopatias, neuropatias sensitivas, miopatias,
infeccdes neurolégicas por agentes oportunistas e neoplasias raras do sistema nervoso (169,
243, 290). Como se verifica, o envolvimento neurologico pelo VIH € precoce e pode
manifestar-se clinicamente em qualquer fase apds a infecgéio pelo virus (146), embora a sua
frequéncia aumente & medida que se agrava a imunodeficiéncia. Para além disso, de um ponto
de vista etiopatogénico, as complicagdes neurolégicas podem ser provocadas por acgdo directa

do proprio virus VIH - encefalite, mielopatia vacuolar ¢ polineuropatia sensitiva axonal (245) -
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ou, pelo contririo, podem ser indirectas, isto €, secundarias & imunossupressdo, como as
neoplasias (288) e as bem conhecidas infecgdes oportunistas - toxoplasmose cerebral (197,
218), meningite criptococica (426), leucoencefalopatia multifocal progressiva (375) e infec¢do
por virus do grupo herpes (302). S&o ainda de referir outros quadros menos vulgares, mas néo
menos importantes, de base autoimune, como acidentes vasculares cerebrais devidos a
vasculites e sindromes antifosfolipideos, polineuropatias idiopaticas agudas e cronicas, doengas
musculares de tipo miasténico e até quadros deficitdrios com evolugdo surto/remissdo
semelhantes & esclerose multipla (19, 161). Também a terapéutica retrovirica, utilizada em
doses altas e em regime de associagdo, pode causar complicagGes neurolégicas como a
miopatia mitocondrial induzida pela azidotimidina (69) e as neuropatias toxicas da didanosina,
zalcitibina e stavudina (362, 363). Verificou-se ainda que podem coexistir no mesmo doente

quadros neurologicos de diferente etiologia (68).

Das diferentes complicagdes neurologicas da SIDA merece destaque a mais frequente,
especifica deste sindrome, e que, desde 1987, ¢ considerada uma das condigdes que definem a
existéncia de SIDA em individuos seropositivos: a deméncia associada a SIDA (49). Esta
forma de deméncia foi descrita inicialmente por Snider e colaboradores (367) como uma
encefalite subaguda com manifestagdes demenciais marcadas. Posteriormente foram-lhe
atribuidas diversas designa¢des como encefalopatia da SIDA (345), complexo demencial
associado ao VIH-1 ou“AIDS dementia complex” (ADC) (264) e encefalopatia por VIH-1
(120).

Price e colaboradores (264, 294, 296, 297) publicaram belissimas revisdes clinicas do
ADC onde caracterizaram pormenorizadamente os sintomas mais comuns desta afecgfio e o
seu perfil neurologico: disfungSo cognitiva, em particular os lapsos mnésicos, perda de
concentragfio € lentificagdo do pensamento. Associam-se-lhe em cerca de metade dos casos
sintomas de disfungfio motora como perdas de equilibrio, paresias, tremor e, ainda, se bem que
menos frequentemente, alteragdes do comportamento, como apatia, afastamento social,
depressdo, alteragdes da personalidade e até quadros psicéticos. J4 a ataxia, hipertonia,
incontinéncia esfincteriana, mioclonias e convulsdes sdo sintomas de aparecimento mais tardio.
Na fase inicial a deméncia pode ser muito subtil o que dificulta o seu diagndstico como sintoma
de apresentagdio da SIDA, mas, nos casos mais avan¢ados hda uma deméncia grave com
alteragdes do estado de consciéncia, mutismo acinético, estupor ou coma (262-264). A

deméncia por VIH diagnostica-se pela presenga de um quadro demencial progressivo em
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doentes seropositivos nos quais os exames ndo demonstraram outra etiologia ou, noutros
casos, de forma retrospectiva, através dos achados de autopsia do sistema nervoso central
(SNC), onde se observam alteragdes difusas da substincia branca, células multinucleadas e
infiltrados macrofégicos; o virus pode ser isolado a partir quer do sangue quer do tecido
nervoso central e periférico e do liquido céfalo-raquidiano (LCR) (25, 153, 195, 300, 345). Os
exames imagiolégicos, como a tomografia computorizada e a ressonfncia magnética cerebrais,
mostram em regra atrofia cerebral difusa, rarefacgio da substdncia branca e lesdes
hiperintensas (198, 414). A analise do LCR revela, na maioria dos casos, ligeira pleocitose
linfocitdria, aumento das proteinas totais e da imunoglobulina G (IgG) (246), bem como
bandas oligoclonais de IgG, sintese intratecal de IgG anti-VIH-1 (397) e aumento de
marcadores de activagiio imunitaria como a ;-microglobulina (248).

Classicamente considera-se que a deméncia da SIDA tem caracteristicas clinicas e
neuropatologicas que a identificam com o grupo das deméncias subcorticais (65, 264, 300,
413). Todavia, ¢ ao contrério do que inicialmente se considerava (294), ndo parece haver
correlagdio significativa entre a clinica e as alteragdes neuropatologicas da encefalite por VIH
(168). Com efeito, as estimativas mais elevadas da prevaléncia da deméncia da SIDA em
estudos de aut6psia relativamente aos de ordem clinica, evidenciam com toda a clareza que a
disfungfio cognitiva & frequentemente subclinica, sendo de presumir que passe despercebida
pela ocorréncia de sintomas de outras doengas sistémicas mais graves. No entanto, permanece
em aberto se as alteragSes cognitivas, que se admite ocorram em 25 a 40 % dos doentes VIH+,
irdo inevitavelmente evoluir para quadros demenciais (68), bem como se o processo
encefalitico provocado pelo VIH € a causa directa do processo demencial (99, 100).

Deste modo, para além dos casos mais cldssicos e mais restritos de encefalite por VIH
caracterizada pela clinica e pelas alterages neuropatolégicas que marcam a presenga do virus
no cérebro, ha todo um espectro de doentes com algum grau de compromisso cognitivo, por
vezes subclinico, mas sem demonstragfio subsequente de encefalite. Tal facto foi reconhecido
pelo Grupo de Trabalho sobre SIDA da Academia Americana de Neurologia que, em 1991,
publicou o relatério de nomenclatura das manifestagdes neurologicas da infecgéo pelo VIH-1
(6). Sdo ai definidos critérios consensuais de diagnostico da deméncia associada a SIDA,
denominada a partir dessa data complexo cognitivo/motor associado ao VIH-1, designagdo
que até hoje se mantém. A expressdo mais grave desta afeccdo e que corresponde a forma

classica de ADC, inclui as alteragBes cognitivas acompanhadas por perturbagdes motoras e/ou



do comportamento, havendo uma forma menos grave, com menor impacto nas actividades da
vida didria, designada por doenca cognitiva/motora minor, tal como a anterior também
associada ao VIH-1 (6).

Passados que foram em revista os principais aspectos clinicos dos quadros
neurologicos associados a SIDA, em particular o ADC, tem absoluta pertinéncia tentar
desvendar as alteragdes neuronais, nomeadamente de indole morfologica, que estardo na base
desta to peculiar forma de deméncia. Por outras palavras, analisar detalhadamente que
alteragdes estruturais estardo subjacentes a disfun¢@o neurolégica da deméncia da SIDA.

A este respeito, salientam-se, de entre as numerosas e pormenorizadas descrigdes das
alteracdes neuropatoldgicas da SIDA, os estudos dirigidos a avaliacdo da atrofia cerebral (275)
e a quantificaco das populagdes neuronais incidindo fundamentalmente no neocértex (99,
101, 179, 276, 338, 403, 416), cujos resultados, publicados na literatura, sdo contudo dispares.
Com efeito, diversos autores referem a presen¢a de morte neuronal no neocértex de grau
varidvel, entre 18% e 50%, de maior magnitude nos cortices frontal e visual (99, 101, 179,
403, 416), mesmo na auséncia de sintomatologia neurolégica, enquanto outros (338), ndo
encontraram qualquer morte neuronal no neocortex. No entanto a grande maioria dos
trabalhos referidos tem como base densidades numéricas (99, 101, 179, 338, 403, 416), ou
seja, numeros obtidos por unidade de volume, pardmetro estereologico que, tal como foi
calculado, tem um apreciavel “bias”, sendo ainda de referir que os critérios de distingfo entre
neurénios e células gliais foram por vezes pouco seguros (179, 416). Acresce que também nio
ha, entre esses estudos, unanimidade de critérios quanto a triagem de doentes a serem
incluidos. Na realidade encontram-se doentes quer com os mais diversos tipos de quadros
neuroldgicos (179, 338, 403) quer com encefalites por VIH ou simples lesGes cerebrais
minimas s6 comprovadas por exame anatomo-patologico (99, 101, 416). Ora, como se
compreende, esta disparidade da amostra dificulta a comparago entre os resultados existentes.

Estudos estereol6gicos mais recentes, em que foram determinados niimeros totais de
neurénios, mostram existir perda neuronal de 27% no neocdrtex de doentes com SIDA, dados
estes obtidos em doentes sem quadros neurologicos secundarios (276). Em jeito de resumo,
decorre da apreciagio destes trabalhos uma evidéncia clara a favor da existéncia de morte
neuronal no neocortex de doentes com SIDA (99, 101, 179, 276, 403, 416), cuja grandeza se
pode considerar aprecidvel, mesmo na auséncia de complica¢des neurolégicas secundérias a

infeccdo (99, 101, 276, 416).



Surpreendentemente, e contrastando com as discrepancias apontadas relativamente a
morte neuronal no neocortex de doentes com SIDA, existe uma consideravel unanimidade de
pontos de vista quanto as alteragBes neocorticais do neurdpilo (axonais, dendriticas e
sinapticas) (177, 238, 240, 416). Masliah e colaboradores (240), recorrendo ao método de
Golgi, descreveram lesdes neuriticas das células piramidais frontais, bem como nos
interneurénios da mesma regido com auxilio de técnicas imuno-citoquimicas (239); Wiley e
colaboradores (416) encontraram em estudos de microscopia electronica diminui¢do da

densidade sinaptica e vacuolizagio dos dendritos no neocortex de doentes VIH+.

Mas, como anteriormente se referiu, importa pesquisar de modo exaustivo as bases
anatomicas da deméncia da SIDA, pelo que, os estudos especificos da formag@o do hipocampo
nesta afec¢do se revelam absolutamente indispensaveis, tendo em linha de conta o papel de
relevo que o circuito trissinaptico excitatorio unidireccional dessa regido cerebral desempenha
em algumas fungdes cognitivas como a aprendizagem e a memoria (71, 171, 214, 274, 346,
372). Assim sendo, ao analisar a literatura referente ao estudo da formagio do hipocampo na
SIDA, verificou-se que as publicagdes sdo escassas e ndo s30 consensuais quanto a existéncia
de perda neuronal (239, 316, 370). Spargo e colaboradores (370) em estudos comparativos
baseados em densidades numéricas, entre a deméncia associada ao VIH e a associada a doenga
de Huntington, ndo encontraram morte neuronal na SIDA ao invés do que descrevem na
doeng¢a de Huntington; outro estudo de base imuno-histoquimica ¢ morfométrica descreve
diminui¢do selectiva de neurénios parvalbumina positivos na regido CA3 do hipocampo (239).
Reyes e colaboradores (316) estudaram com técnicas imuno-citoquimicas a formagdo do
hipocampo de doentes com SIDA e encontraram maior abundéncia de células microgliais
positivas para a proteina do invélucro virico gp-41 no subiculo. Porém, ndo existem estudos
dirigidos as arborizagdes dendriticas dos neurdnios hipocampais na SIDA, o que surpreende
dada a sua importéncia a nivel da conectividade hipocampal.

Esta escassez de estudos estereolégicos da formagdio do hipocampo na infecg¢do por
VIH contrasta com os numerosos estudos efectuados noutras demeéncias primdrias como a
doenga de Alzheimer, afec¢io que nesta dissertagéio serd denominada indiferentemente doenga
ou deméncia de Alzheimer, onde foram descritas marcadas alteragdes neuropatologicas nesta
zona do cortex. Refiram-se, a titulo de exemplo, os trabalhos de Hyman e colaboradores (162)
que encontraram patologia celular especifica no subiculo e nas camadas II e IV do cértex
entorrinal na deméncia de Alzheimer, de Damasio (71) que demonstrou ser o corte das
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conexdes hipocampais para o cortex entorrinal uma das causas das alteracdes demenciais no
Alzheimer, de West e colaboradores (410) que descreveram perda celular em CAl, e os de
Simic ¢ colaboradores (361) que evidenciaram perda de células na camada de células

granulares da fascia denteada e no subiculo.

Em 1993 surgiu a possibilidade de efectuar no Instituto de Anatomia da Faculdade de
Medicina do Porto (F.M.P.), em colaboragdo com o Servico de Doengas Infecciosas e o
Servico de Anatomia Patologica da mesma institui¢dio e do Hospital de Sdo Jodo (H.S.J.) e
ainda com o Departamento de Neuropatologia da Universidade de Freiburg, um estudo
centrado na formagdo do hipocampo de doentes com SIDA, recorrendo a técnicas
estereologicas modernas, inteiramente unbiased, que permitem determinar com rigor volumes
e nimeros totais de células e consequentemente apreciar se hd morte neuronal. Essas técnicas,
como o disector Optico (140, 141, 408) e o fractionator (140, 409), sdo fruto dos enormes
avangos que a estereologia sofreu na dltima década, acompanhados muito de perto pelos
investigadores do Instituto de Anatomia que os aplicaram de modo extremamente frutuoso
como 0 comprovam os resultados com eles obtidos.

Resumidamente, refira-se que no periodo inicial da designada estereologia moderna
(64), se calculavam apenas densidades numéricas, isto €, nimero de neurénios por unidade de
volume de uma determinada regiio do SNC. No entanto, a densidade numérica é um
pardmetro pouco fidvel, podendo levar a erros significativos, como o que Gundersen (141)
designou por “reference trap” e que se baseia no seguinte: se se determinar o niimero de
neuronios por unidade de volume de uma determinada estrutura cerebral que tenha sofrido
atrofia, esse valor vira falsamente elevado devido ao “packing” celular; no entanto, ao calcular-
se 0 seu numero total, verificar-se-4 uma redugiio do seu nimero, logo, o oposto do
previamente calculado. Isto €, a quantificagfio das estruturas tem de obedecer a metodologias
rigorosas, sob pena de se induzirem erros com consequente distor¢do de resultados e falsas
interpretagdes. Posteriormente, passaram a efectuar-se determina¢des de nimeros totais de
neurdnios de uma dada regifio, multiplicando a densidade numérica pelo valor do volume
corrigido pelo factor de retracgéo tecidular. Actualmente, utilizando o disector 6éptico e o
Jractionator, € possivel determinar numeros totais de neuronios sem prévia determinacio de
volumes, recorrendo a uma técnica de amostragem simultaneamente aleatéria e sistematica,
desenrolada em cadeia hierarquizada. Com esta metodologia calcula-se primeiro o nimero de
neurénios numa fracgdo de um corte histolégico aplicando o disector optico, em seguida
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determina-se o numero total dessas células no corte e dai, em virtude dos procedimentos
sistematicos com que se efectuou a recolha do material, € possivel obter o numero total de
neuronios. Deve ainda salientar-se que do ponto de vista citoarquitectonico a formagéo do
hipocampo ¢ justamente uma estrutura bem adaptada a execugdio de trabalhos estereologicos
de grande qualidade devido ao seu padrdio trilaminar e ao facto de os seus neuronios se
distribuirem por camadas com limites bem definidos, em regra de facil identificagdo. Todavia,
0 que atras se disse nfio significa que as determinagdes volumétricas das estruturas deixassem
de ter interesse. Bem pelo contririo, também estas passaram a ser determinadas em termos
absolutos e com recurso ao principio de Cavalieri (45). Este principio matematico descrito no
século XVII, segundo o qual o volume de um objecto pode ser estimado a partir de secgdes
paralelas separadas por uma distdncia conhecida, se adequadamente aplicado, € inteiramente
unbiased, nomeadamente se se tiver em conta factores de retracgfo tecidular. Com efeito, a
determinagdo dos volumes das diferentes camadas da formago do hipocampo através desse
método revelou-se de grande utilidade na avaliagio da eventual existéncia de atrofia parcelar e
global. Acresce ainda que, no que se refere as camadas ndo celulares da formagdo do
hipocampo, permitiu inferir sobre o estado do neurdpilo.

Além disso, foi também possivel estudar o neuropilo da formagdo do hipocampo
langando mio do método de Golgi. Sendo um método centendrio, mantém-se pleno de
interesse por possibilitar a visualizagio da totalidade do neurénio e, logo, permitir a analise
detalhada do neurdpilo, facultando a defini¢do da forma e arranjo espacial das arborizagdes
dendriticas e axonais de diferentes tipos de neurénios e consequentemente, dos padrdes de
conectividade neuronal (26). O emprego do método de Golgi tem dado provas de grande
eficicia em material humano e experimental de que séio exemplos bem marcantes 0s numerosos
trabalhos realizados no Instituto de Anatomia (10, 39, 40, 281-285, 378-380). Como se
referiu, existem estudos baseados no método de Golgi realizados no cortex frontal de doentes
com SIDA (240) que apontam para a possibilidade de a deméncia ocorrer como consequéncia
da redugfo marcada da superficie receptora neuronal do neocoértex, mas ndo os ha na formagéo
do hipocampo. Ora, realgando uma vez mais o papel da formagéo do hipocampo nas fungdes
cognitivas (71, 171, 214, 274, 346, 372), pretendeu-se, ao lan¢ar méo desta metodologia,
aquilatar do estado dos seus circuitos neuronais e assim se poder inferir da sua funcionalidade
nos doentes com SIDA.

Deve também acrescentar-se que se entendeu ser util complementar o estudo

quantitativo da formagdo do hipocampo na SIDA com técnicas que visassem uma apreciacéo
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de caracter qualitativo. Neste particular, procedeu-se a realizagdo de técnicas imuno-
histoquimicas, principalmente dirigidas a evidenciar a presenca de degenerescéncia neuronal
(ubiquitina) e gliose (GFAP), para além de, como € ébvio, se ter previamente efectuado o

estudo neuropatologico de rotina necessério ao diagndstico necropsico.

Por tltimo, foi outro objectivo desta dissertagdo, e fazendo jus ao caracter
simultaneamente linfotropico e neurotrépico do VIH (61, 100), abrir uma janela para
observagio do comportamento neuroimunologico destes doentes, Orgdo classicamente
considerado santuario do sistema imune e possivel reservatério de virus nas infecg¢des por virus
lentos (153, 155). Ora, quando se pretende abrir uma janela para observar a reacgdo do sistema
nervoso do hospedeiro face a infecgfio virica, faz-se uma pungéio lombar e estuda-se o LCR.

Com efeito, se numa fase inicial o LCR era apenas encarado como um meio auxiliar de
diagnostico, mais tarde verificou-se que muitas outras informagdes se podiam colher,
nomeadamente no que se refere 4 progresso e resposta terapéutica da encefalopatia por VIH.
Na verdade, a infecgfio pelo VIH compromete quer o sistema imunitério sistémico periférico,
quer as fungdes imunologicas de determinadas células do SNC como os mondcitos,
macrofagos, astrocitos, oligodendrécitos e microgliteitos, alteragdes que estdo na base da sua
incapacidade de resposta apropriada as infecgdes (161). Por outro lado, ocorrem também
alteragdes autoimunes durante o curso da infecgdo por VIH, elas proprias causadoras de
doengas neurovasculares e neuromusculares ja referidas. E ainda de toda a justica realgar que o
estudo do LCR na SIDA tem oferecido contributos de diversa ordem muitissimo importantes,
ndo sé para o estudo directo dos doentes, por exemplo em caso de suspeita de complicagdes
infecciosas do sistema nervoso onde é um meio de diagnodstico por exceléncia (66, 110, 187,
220, 255, 268, 293, 402, 412), mas também para a compreensio da patogenia da doenga (62,
133, 134, 157, 195, 364).

Neste particular, destacam-se os estudos de grande impacto cientifico que permitiram
isolar o VIH do LCR, mesmo em seropositivos assintomaticos (157, 195), os quais, a par da
demonstracdio por Shaw e colaboradores (345) da existéncia de virus HTLV-III em cérebros
de doentes com encefalopatia da SIDA, foram de uma importancia inultrapassvel no langar da
hipotese, que se veio a verificar certa, de o virus poder infectar outras células para além dos
linfocitos T, causar sindromes neuroldgicos, ou seja, ser neurotropico. Mais tarde, Goudsmit e
colaboradores (133) descreveram o aparecimento do antigénio do VIH no LCR e Conrad e
colaboradores (62) em estudos de amplificagfio virica através da polymerase chain reaction
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(PCR), concluiram que o ARN do VIH-1 pode ser detectado no LCR na maioria de individuos
infectados, em todas as fases da doenga. Para além disso, outros autores tém procurado
pesquisar no LCR marcadores da deméncia da SIDA, como a 3,-microglobulina (29, 30, 91,
248), a neopterina (30) e o 4cido quinolinico (148, 149), os quais, ndo fora a sua pouca
especificidade (20, 29) e dificil interpretagdio (135), teriam uma altissima importancia clinica.
Por fim, destaca-se uma série de trabalhos sobre a avaliagdo da resposta imunitéria intratecal
do hospedeiro quer especifica como a sintese intratecal de anticorpos anti-VIH e de IgG (37,
55, 80, 90, 92, 122, 134, 213, 217, 314, 397) quer inespecifica (36, 89, 123, 157, 234, 235,
246, 315). O estudo inespecifico da activagdio intratecal na SIDA permite frequentemente
detectar um atingimento precoce, muitas vezes assintomdtico, do sistema nervoso (36, 157,
234, 246, 315) e é um precioso auxiliar da clinica.

Desta forma, decidiu-se incorporar neste trabalho os dados clinicos e laboratoriais
retrospectivos de uma série de doentes infectados por VIH, cujas amostras de LCR e de soro
tinham sido estudadas no Laboratério do Servigo de Neurologia e Neurocirurgia da F.M.P. ¢
H.S.J. para pesquisa de alteragdes imunitérias celulares e humorais. Recorreu-se, assim, a
métodos de rastreio especialmente dirigidos a detectar alteragdes celulares, nomeadamente
linfocitarias, disfuncdo da barreira hemato-encefélica, presenga de bandas oligoclonais de
globulina y e sintese intratecal de imunoglobulinas, nos quais se adquirira experiéncia ao longo
de mais de duas décadas. Estes pardmetros neuroimunolégicos tém particular interesse nas
doencas inflamatérias, infecciosas e desmielinizantes do sistema nervoso; com efeito, ¢ de
realcar que através do estudo cito-proteico do LCR se tem dado um contributo muitas vezes
essencial no estudo clinico de doentes com patologias neurologicas de cardcter imune, como
bem se constata nos trabalhos da linha de investigagdo amplamente desenvolvida pelo
Professor Doutor C. A. Silva (289, 320, 322, 352-360, 400).

Finalmente, e tendo em linha de conta os numerosos aspectos cripticos de que se
reveste a encefalopatia por VIH, pretende-se, com esta tese, contribuir para a sua clarificagdo
tentando-se encontrar resposta para questdes como as que adiante se colocam. Trata-se, sem
dtivida, de temas da maior pertinéncia, cuja elucidagio se entende ser ndo s6 necessaria como
premente. Com efeito, se ao neurologista por um lado inquieta o impacto que esta infec¢io por
um outro tipo de virus lento detém na clinica neurologica corrente (51), de que se destaca o

facto de ser o mais frequente factor causal de quadros demenciais em idades precoces (168),
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por outro, sente 0 mesmo a tentagfo de colocar a deméncia da SIDA a par do grupo das
deméncias primarias ¢ de a submeter ao mesmo tipo de estudos neuroanatémicos, com a
finalidade de poder apreciar se hi ou ndo congruéncia entre as alteragbes estruturais do
hipocampo descritas nesses grupos de quadros demenciais, que seja eventualmente indicadora

da existéncia de mecanismos subjacentes comuns.

E, por tudo o que disse, se colocam as seguintes interrogagdes:

1. Havera ou ndo base anatomica para as alteragdes neuropsiquidtricas dos doentes com

SIDA? Na afirmativa,

1.1. Havera lesdo hipocampal subjacente envolvendo perda celular? Isto &, existird

morte neuronal?

1.2. Ficardo as altera¢Ges confinadas aos neur6nios? Como se encontram os dendritos
atendendo ao papel que desempenham como superficie receptora destas células? Até

que ponto estardo afectados os circuitos neuronais?
2. Qual o estado imunitario do sistema nervoso nos doentes com SIDA? Serfio as altera¢Bes

imunoquimicas do LCR correlaciondveis com os achados estruturais € a progressdo inexoravel

dos sintomas clinicos?
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1. MATERIAL

1.1. Proveniéncia do material

O material necrdpsico utilizado proveio de 20 doentes falecidos apds infec¢do por VIH
e de 12 individuos sem historia de infecgdo por VIH. Destes, 10 casos tinham falecido apos
traumatismos fatais sem que, no entanto, tivesse havido envolvimento directo do cranio; os 2
restantes faleceram apos periodo de agonia por doenga natural.

Os encéfalos do primeiro dos grupos mencionados tiveram proveniéncias distintas: 9
pertenciam a doentes falecidos no Servigo de Doengas Infecciosas e autopsiados no Servigo de
Anatomia Patologica, entre 1992 e 1994, e 11 pertenciam a doentes autopsiados entre 1990 e
1993 no Departamento de Neuropatologia da Universidade de Freiburg.

Dez dos casos que constituem o grupo de controlo foram obtidos no Instituto de
Medicina Legal do Porto no decurso de um estdgio de Tanatologia ai efectuado entre 1993 e
1994. Os 2 restantes foram recolhidos no Servigo de Anatomia Patologica. Os dados clinicos e
anatomo-patolégicos relevantes para este trabalho foram disponibilizados pelos responsaveis
das Institui¢des e Servigos referidos.

O estudo imuno-histoquimico da formag@o do hipocampo foi realizado pelo Professor
Doutor V. Gongalves primeiro na qualidade de elemento do Servigo de Anatomia Patolégica
da F.M.P./H.S.J. e ulteriormente na de Director do Servigo de Anatomia Patolégica do Centro
Hospitalar de Vila Nova de Gaia.

As amostras de LCR e de sangue foram colhidas em 61 doentes. Destes, 57 estiveram
internados no Servigo de Doengas Infecciosas e 4 no Servico de Neurologia e Neurocirurgia,
no periodo compreendido entre 1985 e 1996. O estudo do LCR foi realizado no Laboratério

do Servi¢o de Neurologia e Neurocirurgia.
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1.2. Dados clinicos

1.2.1. Individuos nos quais se procedeu ao estudo da formacgdo do hipocampo

Os dados clinicos dos doentes infectados por VIH relevantes para este estudo foram
sistematicamente registados de acordo com um protocolo de estudo clinico que se elaborou em
colaborag¢do com o Dr. A. Mota-Miranda. Os dados dos doentes alemdes foram recolhidos a
partir dos registos existentes no Departamento de Neuropatologia da Universidade de
Freiburg. O diagnostico de SIDA baseou-se nos critérios definidos pelo CDC/OMS (Centers
for Diseases Control/Organizagdo Mundial de Satude).

Consideraram-se os seguintes elementos clinicos: idade, sexo, tipo de virus, doengas
sistémicas, somente as mais relevantes no contexto clinico, quadro neurologico/psiquidtrico e
duracdo da doenga - intervalo de tempo, em meses, decorrido desde o conhecimento da
seropositividade ou da primeira manifesta¢do da doenga, até a morte.

De acordo com o tipo de envolvimento neurolégico dividiram-se os doentes em 3
grupos: A, Bl e B2. O grupo A inclui 6 individuos VIH+ sem alteragdes neuropatologicas
atribuiveis a SIDA e em regra sem sintomatologia do foro neurolégico, isto €, sem aparente
envolvimento do sistema nervoso (Quadro I); o grupo Bl compreende 4 doentes com
envolvimento neurolégico directo por VIH, demonstrado através da observagéo
neuropatoldgica, isoladamente (caso 8) ou em associagio com infeccdes por agentes
oportunistas (Quadro II); o grupo B2 € constituido pelos restantes 10 doentes, todos eles com
atingimento neurologico secundério a infec¢des oportunistas ou neoplasias centrais (Quadro
IT). Apresentam-se ainda 3 historias clinicas resumidas que pretendem tipificar a evolugéo

clinica dos doentes de cada um dos grupos.

Quadro 1. Doentes com SIDA - Grupo A

N° Idade Sexo Doencas Sistémicas Quadro Neurolégico Duracio Neuropatologia
e Psiquidtrico
1 30 M Pneumonia, Assintomatico 36 Sem lesfes do SNC
pancitopenia
2 30 M Sarcoma de Kaposi Assintomatico 12 Sem lesdes do SNC
3 50 M Linfoma, pneumonia Assintomatico 22 Sem lesdes do SNC
por CMV
4 38 M Sarcoma de Kaposi Assintomatico 2 Sem lesdes do SNC
5 46 M Carcinoma laringeo Assintomatico 84 Sem leses do SNC
6 31 M Hemofilia A Psicose prévia 60 Sem lesdes do SNC

CMV, virus citomegélico; M, masculino
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A..B., doente do sexo masculino, de 30 anos, homossexual, seropositivo para VIH-1 desde 1992 e
assintomatico durante cerca de 1 ano. Em 1993 surgiram lesdes cutdneas dispersas pelo tronco,
abdémen e membros, de dimensdes varidveis e limites circinados e acastanhados que foram
biopsadas. O exame andtomo-patolégico revelou tratar-se de sarcoma de Kaposi. Em 1993 foi
internado por quadro respiratorio febril agudo e diarreia; as andlises revelavam anemia,
trombocitopenia; os exames microbioldgicos foram negativos. Iniciou entdo terapéutica
antibidtica de largo espectro por pneumonia alvéolo-intersticial bilateral. O seu estado clinico
deteriorou-se rapidamente com agravamento da insuficiéncia respiratéria, falecendo trés dias
depois. A autépsia revelou lesdes de sarcoma de Kaposi cutdneo, necrose tubular aguda, lesdes
nos drgdos linféticos tipicas de SIDA e pneumonia intersticial por agente ndo identificado.

Quadro IL. Doentes com SIDA - Grupo Bl

Ne Idade Sexo Doencas Sistémicas Quadro Neurolégico Duragdio Neuropatologia
e Psiquidtrico
7 24 M Micobacteriose Alteragdes demenciais 16 Encefalite VIH-1,
PPC Meningite criptococica
8 32 F Linfoma Hodgkin Alteragbes demenciais 14 Encefalite VIH-1,
PSA, HSA
9 41 M Pneumonia Alteragdes demenciais 17 Encefalite VIH-1, miopatia
toxoplasmose cerebral
10 32 F Pneumonia Défices mnésico 18 Mielopatia VIH-1, miopatia
e motor toxoplasmose cerebral

HSA, hemorragia subaracnoideia; F, feminino; M, masculino; PPC, pneumonia por Pneumocystis carinii; PSA,

polineuropatia sensitiva axonal

C.D., doente do sexo masculino, de 40 anos, internado em 1988 no Servigo de Neurologia e
Neurocirurgia para estudo de “ataxia, diplopia e sindrome demencial rapidamente
progressivo”, com o diagndstico provisério de “quadro demencial associado a esclerose
miiltipla”. A familia referia que os sintomas iniciais, desequilibrio da marcha e visdo dupla, se
haviam instalado 2 meses antes, aos quais, recentemente, se tinham adicionado outras queixas:
alteragdes esfincterianas, défice da memdria para factos recentes, inibigdo psicomotora,
dificuldade de reconhecimento dos familiares e desorientagdo. No decurso do internamento estas
alteragdes agravaram-se progressivamente, surgindo depois sindrome meningeo, hipertermia e
infecgdo respiratoria. Tratava-se de um individuo até entdo sauddvel, sem historia prévia de
alteragdes neuroldgicas; era embarcadico da Marinha Mercante referindo contactos
heterossexuais multiplos na Guiné, Cabo Verde, Canadd e Estados Unidos. No exame
neuroldgico realizado com o doente acamado, vigil e colaborante em ordens verbais simples,
encontrou-se ligeira desorientagdo, lentificagdo psicomotora, discreta rigidez da nuca, diplopia
inconstante mas sem evidentes paresias oculares, auséncia de paresias dos membros, ligeira
hipotonia generalizada e incontinéncia esfincteriana. Os exames complementares de diagndstico
revelaram: TC cerebral - atrofia cortical; Electroencefalograma - tragados de baixa amplitude
sugerindo sofrimento cerebral difuso; Pungdo lombar - LCR limpido, normotenso, 12
células/mm’ com predominio de linfdcitos reactivos e plasmdcitos, aumento das proteinas totais
(125 mg/100 ml) com perfil electroforético transudativo; Doseamento de anticorpos anti-VIH
positivos para VIH-2. Foi transferido para o Servigo de Doengas Infecciosas, com o diagndstico
clinico de Deméncia associada @ SIDA. Nesse Servigo foi diagnosticada tuberculose pulmonar e
pneumonia por Pneumocystis Carinii. Faleceu 2 meses depois e o exame necrdpsico revelou
alteracdes tipicas de encefalite por VIH.
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Quadro III. Doentes com SIDA - Grupo B2

N° Idade Sexo  Doencas Sistémicas Quadro Neurolégico Duraciio Neuropatologia
e Psiquiatrico

11 50 M Tuberculose Alteragdes demenciais 6 Toxoplasmose cerebral
disseminada tardias
12 44 M Criptococose, Alteragdes demenciais 17 Meningite criptococica
Micobacteriose tardias
13 41 M Criptococose AlteragBes demenciais 8 Meningite criptococica
cefaleias, paraparesia
14 30 M Linfoma gastrico Alterages demenciais 2 Linfoma cerebral
hemiparesia
15 36 M Candidiase Alteragdes demenciais 57 Toxoplasmose cerebral
hemiparesia, cefaleias
16 36 M Pneumonia Alteragfes motoras 11 Encefalite e retinite
por CMV amaurose por CMV
17 31 M Endocardite Sindrome meningeo 36 Meningite linfocitaria
bacteriana, sepsis encefalite séptica
18 32 F Pneumonia, Altera¢des demenciais 24 Toxoplasmose e
tuberculose e motoras linfoma cerebrais
19 36 F Micobacteriose Alteracdes demenciais 48 Meningoencefalite
€ motoras por CMV
20 36 M Pneumonia Afasia, hemiparesia 3 Toxoplasmose cerebral

CMV, virus citomegalico; F, feminino; M, masculino

E.F., doente do sexo masculino, de 31 anos, toxicodependente por via iv., referindo diversos
contactos sexuais ndo protegidos com companheiras heroindmanas i.v., seropositivo para VIH-1
desde 1990 e assintomdtico durante 2 anos. Em 1992 apresentou candidiase orofaringea e no
ano seguinte apareceram alteragdes analiticas das fungdes hepdtica e renal. Em 1995 surgiu
agravamento do estado geral com acentuado emagrecimento, astenia, fosse com expectoracdo
mucosa, sindrome febril, cefaleias, queixas depressivas e diminuicdo da forca muscular dos
membros esquerdos, quadro que motivou o seu internamento. No exame fisico apresentava idade
aparente superior a real, facies emagrecida, gengivite, adenomegalias cervicais e hemiparesia
esquerda com paresia facial de tipo central. O doente fazia tratamento com azidotimidina desde
1990 e com fluconazol desde o aparecimenio de candidiase oral, e profilaxia da pneumonia por
Pneumocystis Carinii com pentamidina; fizera ainda durante alguns meses profilaxia da
tuberculose com isoniazida. Nos meses que precederam o seu internamento observou-se descida
progressiva dos linfocitos CD4' até 4/mm’. A TC cerebral revelou uma lesdo hipodensa
temporo-parietal direita, com efeito de massa e captagdo de contraste, sugestiva de
toxoplasmose e atrofia cortico-subcortical generalizada. O LCR continha 1 célula/mm’, com
citomorfologia normal, glicose 0,45 g/l, proteinas totais 27 mg/100 ml, perfil electroforético
normal, desaminase da adenosina 2,8 U/l, antigénio criptococico e exame cultural negativos.
Ndo houve melhoria com a terapéutica instituida - pirimetamina e sulfadiazina. O doente faleceu
2 meses depois do internamento e o exame necripsico mostrou encefalite por Toxoplasma
gondii.

Sdo ainda de salientar os seguintes factos:

1) Todos os doentes estavam infectados pelo virus VIH-1. Apesar de se julgar
interessante que o estudo da formagfo do hipocampo incluisse doentes infectados por VIH-2,
com o objectivo de levar a cabo um estudo comparativo entre os 2 tipos de virus, ndo foi

possivel constituir um grupo de doentes infectados por VIH-2.
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2) Infelizmente néo foi possivel realizar testes psicométricos para melhor avaliagdo e
quantificagiio das fungdes cognitivas. Assim, a defini¢io de “alteracSes demenciais” tem como
base os registos dos protocolos clinicos e inclui os défices da orientagdo, atengdo,
concentragdo, compreensio de material verbal e escrito, memoria recente € remota € a
lentificacio psicomotora, avaliados através das provas clinicamente exequiveis durante os
exames neurolégicos de rotina dos doentes. De qualquer forma, refira-se que alguma
homogeneidade existiu na avaliagdo das fungdes nervosas superiores, efectuada pelo
Neurologista destacado para apoiar o Servigo de Doengas Infecciosas. Quando estas alteragdes
se observaram apenas em fases terminais de evolugdo da doenga, sio especificadas como
“alteragdes demenciais tardias”.

3) Designou-se como encefalopatia por VIH a lesdo do SNC provocada pelo virus
VIH, independentemente de os doentes apresentarem apenas infecgdo sistémica ou ainda

qualquer tipo de complicagdo neurolégica.
Os restantes dados obtidos a partir dos relatérios necrépsicos dos doentes VIH+,
nomeadamente causa de morte, intervalo de tempo que mediou entre o 6bito e a aut6psia, peso

e altura corporais e peso do cérebro s3o apresentados no Quadro IV.

Quadro IV. Outros dados referentes aos doentes com SIDA

N° Causa de morte Intervalo Peso  Estatura Peso do
tempo (h) (kg)  (cm) cérebro (g)

1 Paragem cardiaca 36 - - 1330
2 Faléncia multissistémica 29 - - 1090
3 Hemorragia digestiva 17 65,5 182 1350
4 Insuficiéncia respiratoria 23 64 173 1280
5 Insuficiéncia respiratoria 24 68 190 1740
6 Broncopneumonia 27 51 172 1300
7 Insuficiéncia respiratéria 24 54 182 1480
8 Compressdo tronco cerebral 36 61 176 1500
9 Pneumonia 28 50 178 1500
10 Broncopneumonia 12 39 183 1360
11 Faléncia multissistémica 35 - - 1460
12 Faléncia multissistémica 26 - - 1370
13 Insuficiéncia respiratéria 36 - - 1430
14 Hematemese fulminante 26 - - -

15 Paragem cardiorespiratéria 30 - - 1450
16 Broncopneumonia 20 36 164 1430
17 Endocardite bacteriana 36 70 187 1500
18 Pneumonia 72 - - 1150
19 Insuficiéncia renal aguda 48 - - 1290
20 Faléncia multissistémica 16 - - 1270
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No Quadro V apresentam-se os dados dos individuos cujos encéfalos foram utilizados
para a constituigdo do grupo de controlo. Todos os individuos eram do sexo masculino € ndo
tinham histéria de infecgfio por VIH ou de factor de risco a ela predisponente. Nos casos 1 a
10 a morte ocorreu apds traumatismo sem envolvimento directo do crénio e pode ser
considerada como imediata. Nos casos 11 e 12 a morte ocorreu em consequéncia de doenga

natural.

Quadro V. Dados referentes aos casos do grupo de controlo

N° Idade Causa de morte Intervalo Peso Estatura Peso do
tempo (h) (kg)  (cm) cérebro(g)
1 22 Traumatismo téraco-abdominal 23 68 160 1340
2 23 Traumatismo téraco-abdominal 42 78 158 1500
3 20 Traumatismo toracico 29 68 167 1450
4 21 Traumatismo téraco-abdominal 26 75 170 1675
§ 27 Traumatismo raquimedular 38 58 163 1405
6 54 Traumatismo toracico 24 51 172 1370
727 Traumatismo téraco-abdominal 36 78 174 1430
8 23 Traumatismo abdominal e crural 38 77 174 1485
9 49 Traumatismo toracico 40 89 180 1505
10 33 Traumatismo raquimedular 27 76 174 1425
11 38 Paramiloidose; paragem cardiaca 36 - - 1390
12 21 Colite ulcerosa; choque hemorragico 28 - E 1422

1.2.2. Individuos nos guais se procedeu ao estudo do liquido céfalo-raquidiano

Esta série é constituida por 61 doentes de ambos os sexos com idades compreendidas
entre 21 e 65 anos (média: 38 anos), nos quais se efectuou pungfio lombar para despiste de
doenga infecciosa do sistema nervoso (Quadros VI, VII e VIII). Considerou-se apenas uma
amostra de LCR por doente; nos casos em que se efectuaram pungdes lombares seriadas
incluiu-se sempre a primeira, geralmente realizada para diagnéstico. S6 foram incluidos os
casos em que se dispunba de informagio clinica bem como de resultados do LCR obtidos no
Laboratério do Servigo de Neurologia e Neurocirurgia. Consideraram-se os seguintes dados
clinicos: sexo e idade; tipo de virus; estadio clinico - de acordo com a classificagdo do
CDC/OMS; duragdo - periodo de tempo em meses, decorrido desde o conhecimento da
seropositividade ou do primeiro sintoma da infecgio e a colheita do LCR; fipo de
envolvimento neuroldgico - ausente, directo ou secundario, com distribuicdo dos doentes por
3 grupos como anteriormente apresentado (A, B1 e B2, respectivamente); quadro sistémico,
com base nos elementos da historia pregressa fornecidos na altura da colheita do LCR - no

grupo A; sintomas e quadro neurologico e psiquidtrico - nos grupos Bl e B2.
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Quadro VI. Doentes com SIDA - Grupo A

N° Sexo Idade VIH CDC Duragiio Quadro sistémico

1 M 50 2 IvVC2 24 TP, candidiase, PPC, criptosporidiose
2 F 27 1 IVC2 0 Sindrome privagdo alcodlica, ARC

3 M 50 1 IVC2 4 Tuberculose pulmonar, candidfase

4 M 28 1 IvC2 16 Pneumonia, candidiase, ARC

5 M 30 1 IVC2 6 Tuberculose ganglionar

6 F 50 1 IVCl 3 PPC, infecgdio por CMV, candidiase

7 M 40 1 IVD 24 Sarcoma de Kaposi

8 M 31 1 II 3 Adenopatias, candidiase

9 M 32 1 I11 1 Linfadenopatia generalizada persistente
10 F 31 1 IVC1 24 PPC, candidiase

11 M 28 1 IvC2 36 ARC

12 M 31 1 I 1 Sifilis

13 M 35 1 IVC1 0 Adenopatias, astenia

14 M 41 1 11l 2 Adenopatias, astenia

15 M 43 1 IvVC2 24 Candidiase, criptosporidiose, sindrome febril
16 M 44 1 VD 36 Linfoma de Hodgkin

17 F 65 2 IVCl1 1 Adenopatias, sindrome febril, TP

18 F 46 2 IVC2 5 ARC

19 M 36 1 IVCI 10 Tuberculose pulmonar, sindrome febril
20 M 22 1 IVCl 0 Hepatite, micobacteriose

21 M 29 1 IvC2 34 Pneumonia, herpes, TP

22 M 45 2 IvVCl1 53 PPC

23 M 30 1 IvC2 120 ARC

24 M 21 1 IVCl 11 Infecgdo por Parvovirus

25 M 42 1 IVvD 1 Astenia, anorexia, adenopatias

26 M 32 1 IVC2 0 Sifilis secundaria

ARC, AIDS related complex; CMV, virus citomegélico; F, feminino; M, masculino; PPC, pneumonia
por Pneumocystis carinii; TP, tuberculose pulmonar.

Quadro VIIL Doentes com SIDA - Grupo Bl

N° Sexo Idade VIH CDC Duraciio Sintomas neurolégicos e Quadro neurologico
psiquidtricos e psiquidtrico

27 M 50 2 IVA 7 Alt. mentais, cognitivas e Deméncia VIH
comportamentais

28 M 40 2 IVA 4 Alt. mentais, cognitivas e Deméncia VIH
comportamentais

29 M 57 2 I 2 Tetraparesia flacida Polirradiculonevrite

30 M 34 1 IVC1 36 Alt. mentais, depressio Demeéncia VIH

31 F 36 2 IVA 48 Deméncia Demeéncia VIH

32 M 29 1 IVB 0 Tetraparesia flacida Polirradiculonevrite

33 M 34 1 IvC2 22 Paraparesia espastica Mielopatia VIH

34 F 51 1 IVB 1 Neuropatia Neuropatia periférica

35 F 31 | IVC1 14 Tetraparesia distal Miopatia distal

36 M 33 1 IVD 6 Hemiparesia, disartria, crises ~ Deméncia VIH
convulsivas

37 M 25 1 IVC1 1 Tetraparesia, HIC, crises Neuropatia sensitivo-
convulsivas motora +Toxoplasmose

38 M 31 1 IVB 3 Alt. mentais minor Deméncia VIH

39 M 39 2 IVB 1 Deméncia Deméncia VIH

HIC, hipertensdo intracraniana; F, feminino; M, masculino
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Quadro VIII. Doentes com SIDA - Grupo B2

N Sexo Idade VIH CDC Duracdo Sintomas neurolégicos Quadro neurolégico
e psiquidtricos e psiquidtrico
40 M 35 HTLV-III IVCl 3 Alt. mentais e focais, SM Toxoplasmose + LMP
41 M 23 HTLV-IIT 1IVC2 9 Sindrome meningeo Meningite criptocdcica
42 M 37 2 IVC1 3 Alt. mentais, sinais focais  Toxoplasmose cerebral
43 M 40 1 IVCl 4 SM, sinais focais Micose SNC
4 M 26 I IVD 10 SM, sinais focais Toxoplasmose cerebral
45 M 57 I IVCI 20 Hemiparesia + mielite Toxoplasmose cerebral +
transversa mielite
46 M 45 1 IVC1 2 Sinais focais Toxoplasmose cerebral
47 M 55 1 IVB 1 Paraplegia, deméncia Encefalo-meningomielite
+ toxoplasmose
48 M 28 1 IVCl 1 Sinais focais Meningite tuberculosa +
toxoplasmose cerebral
49 E 33 1 IVCl1 47 Hipostesia, arreflexia Meningite criptocdcica +
membros inferiores neuropatia
50 M 31 1 IVC1 7 Cefaleias, estupor Meningite criptocécica
51 F 36 2 IVE 24 Hemiparesia Toxoplasmose cerebral
52 M 22 1 IVCl 6 Afasia, hemiparesia Toxoplasmose cerebral
crises convulsivas
53 M 46 2 IVC1 48 Sindrome meningeo Meningite criptocicica
54 M 4] I IVCl 1 Cefaleias, alt. mentais Meningite criptocdcica
55 M 36 1 IVC1 57 Alt. mentais, hemiparesia ~ Toxoplasmose cerebral
56 M 57 | IVCI 36 Cefaleias, SM Meningite criptococica
57 M 44 1 VD 10 Depresséo Meningite criptocdcica
58 M 28 1 IVCl 17 Cefaleias Meningite criptocdcica
59 F 23 1 11 L Assintomatico Neurossifilis
60 M 47 1 I 0 Assintomatico Neurossffilis
61 M 50 1 IVB 3 Monoparesia crural Neurossifilis

F, feminino; M, masculino; HTLV-III, designagdo do virus em 1985; LMP, leucoencefalopatia multifocal
progressiva; SM, sindrome meningeo. Os casos 54 e 55 correspondem respectivamente aos casos 13 e 15 da
casuistica de que se estudou a formagéo do hipocampo (ver Quadro III).

2. PROCESSAMENTO DO MATERIAL

As formagdes do hipocampo foram obtidas no decurso de autdpsias realizadas no
Servigo de Anatomia Patologica e no Instituto de Medicina Legal. Foram isoladas através da
disseccio dos hemisférios cerebrais direito e esquerdo. Porém, nem sempre foi possivel
disseca-las e utiliza-las bilateralmente porque em alguns casos havia lesdes que interessavam
um dos lados. Apés a colheita, o material foi fixado em formol a 4%. Na Alemanha, o material
foi obtido a partir de secgdes coronais, de aproximadamente 1 cm de espessura, de encéfalos ja
imersos em formol a 4%. A duragdio do periodo de fixagdo das formagdes do hipocampb

utilizadas oscilou entre trés meses e dois anos.
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Nos Servicos atras referidos decorreu o estudo neuropatologico que permitiu
identificar e caracterizar as alteragdes do sistema nervoso dos doentes VIH+ através de
observagdes realizadas em fragmentos de tecido nervoso que, apés fixagdo em formol e

inclusdo em parafina, foram processados segundo técnicas histolégicas de rotina.

2.1. Processamento para inclusdo em glicolmetacrilato

Nem todas as formagdes do hipocampo recolhidas foram usadas para os estudos
estereoldgicos. Tal facto deveu-se basicamente a duas razdes. Por um lado, nio foi possivel
reconstruir com precisdo algumas delas, passo indispensavel as metodologias a aplicar, o que
se ficou a dever quer a falta de uma ou mais sec¢des quer a presenga de lesdes; por outro, a
opegdo de apenas se estudarem individuos do sexo masculino atendendo ao ntimero escasso de
amostras obtidas em mulheres. Esteve na base desta decisio a existéncia de marcados
dimorfismos sexuais em diversos componentes da formagdo do hipocampo (222-225). Feita a
seleccdo do material com base nos critérios mencionados, processaram-se para inclusdo em
glicolmetacrilato 20 formagdes do hipocampo, provenientes de 10 individuos com SIDA
(nameros 1 - 4, 7 ¢ 11 - 15 dos quadros I, II e III respectivamente) e 10 dos individuos
utilizados como controlos (1 - 10 do Quadro V). Dada a existéncia de assimetrias
direito/esquerdo na organiza¢fo estrutural da formag@io do hipocampo (323), utilizaram-se
formagdes do hipocampo dos hemisférios direito e esquerdo em igual nimero, quer no material
proveniente dos doentes com SIDA quer no recolhido em controlos.

Depois de dissecadas (Fig. 1.A) e reconstruidas, as formagdes do hipocampo eram de
seguida colocadas num aparelho de corte, construido para o efeito, constituido por placas de
material acrilico de forma adaptada ao hipocampo humano e cuja principal caracteristica era
permitir a passagem de uma limina de corte a espagos uniformes ao longo de toda a extensdo
rostro-caudal da peca (Fig. 1.B). As formagdes do hipocampo eram colocadas com o seu eixo
longitudinal aproximadamente perpendicular ao plano coronal, segundo o qual se pretendia
secciona-las, mantendo-se nesta posi¢éo através da sua inclusdo em solugfo de agar a 7%.
Deste modo obtinham-se 12 a 14 secgdes coronais (Fig. 1.C), paralelas e seriadas, com 3,7 mm
de espessura. O conjunto das sec¢des espessas assim obtidas continha a totalidade da formagdo

do hipocampo, desde o seu pélo anterior até a circunvolugdo fasciolar.
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Cada secgfio era desidratada através de passagens sucessivas, com a duragdo de 60
minutos cada, em solugdes alcodlicas de concentragdes crescentes (70%, 90%, 95%) e, por
fim, em 4lcool absoluto. Terminada a desidratagdo, as sec¢des permaneciam imersas durante 6
dias numa solugdo composta por 100 ml de glicolmetacrilato (hidroxietilmetacrilato; Technovit
7100, Kulzer, Alemanha) e 1 g de peréxido de dibenzoilo que diariamente era substituida. Em
seguida as sec¢des eram colocadas de modo orientado em recipientes proprios, de tal modo
que a face rostral de cada corte se orientasse inferiormente. Eram, entdo, imersas num meio de
inclusdo constituido por 15 ml de solu¢@io de infiltragdo e 1 ml de dimetilsulfoxido, o que
permitia a polimerizagdo da resina em cerca de duas horas a temperatura ambiente. Apds a
inclusdio em glicolmetacrilato, cada uma das secgdes era retirada do seu recipiente e colocada
no suporte de um micrétomo rotativo Jung Multicut (Leica, Alemanha) equipado com faca de
tungstato de carbono. Eram, entfio, seccionadas no plano coronal a intervalos de 50 pm,
recolhendo-se de cada secgéio o primeiro corte em que a estrutura da formagéo do hipocampo
estivesse totalmente preservada. Obtinham-se, deste modo, para cada caso, conjuntos de 12 a
14 cortes coronais de 50 pm de espessura nominal. Os cortes eram depois montados em
laminas de vidro, secos em estufa a 60°C durante 24 horas e corados pelo método de Giemsa
modificado para material incluido em glicolmetacrilato (409). Por fim, eram cobertos com
lamelas de vidro utilizando Histomount como meio de montagem.

O material incluido em glicolmetacrilato foi utilizado para a determinagdo dos volumes
das principais subdivisdes da formag@io do hipocampo, bem como do numero total e volume

dos neurénios dessas subdivisGes.

2.2. Processamento para impregnagdo pelo método de Golgi

Das formagdes do hipocampo ndo utilizadas para os estudos estereolégicos, atras
descritos, colheram-se blocos que se processaram para impregnacdo pelo método rapido de
Golgi modificado, adaptado no Laboratério do Instituto de Anatomia, de forma a produzir
melhor impregnag@o em material de autopsia (306).

Resumidamente, apresentam-se os passos mais importantes desta variante de
impregnagdo Golgi. Os fragmentos da formagdo do hipocampo eram inicialmente fixados

durante 5 dias numa solugdo de 6smio a 0,2% e dicromato de potéssio a 2,4%; em seguida
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Fig. 1. A. Fotografia de uma formacdo do hipocampo do hemisfério direito, depois de dissecada, tal
como foi processada para estereologia. Reconhecem-se algumas das suas subdivises: FD, fiscia
denteada; HP, hipocampo; F, fimbria; Fo, féornix. Barra = 5 mm. B. Aparelho de corte utilizado para
obter secc¢des coronais seriadas da formagio do hipocampo. Observa-se a lamina com que se efectuaram
os cortes da referida estrutura. Conjunto de 15 secgoes seriadas (3,7 mm de espessura) da formagio do
hipocampo, dispostas em recipientes, nos quais se procedeu a grande parte do processamento
histoldgico.




eram imersos numa solugdo de dicromato de potéssio a 3%, onde permaneciam 24 horas ao
abrigo da luz, e depois eram transferidos para uma solugéio de nitrato de prata a 0,75% onde
permaneciam trés dias, sendo ulteriormente mudados para solugfio idéntica onde permaneciam
mais trés dias, sempre ao abrigo da luz. Terminada a impregnagéo, e apds rapidas passagens
por alcool absoluto e terpineol, os fragmentos eram parcialmente incluidos em bases de
parafina e colocados no suporte do micrétomo de deslizamento. Obtinham-se, assim, cortes
com espessura de 100 pm que, apds passagem por alcool absoluto, eram mergulhados
ordenadamente numa placa de Petri contendo terpineol. Finalmente eram montados em

lAminas, lavados com xilol e cobertos por uma camada de resina Dammar xilol.

2.3. Processamento para estudo imuno-histoquimico

Com o material de necropsia disponivel (fragmentos das formagdes do hipocampo ndo
processadas para inclusdo em glicolmetacrilato ou para estudo pelo método de Golgi),
proveniente de 15 casos com SIDA e dos 12 controlos, procedeu-se a pesquisa de alteragdes
neurodegenerativas através da utilizagdo de técnicas de imuno-histoquimica e, ainda, a
caracterizagio anatomo-patologica de outras alteracdes existentes.

Os fragmentos, fixados em formol, foram incluidos em parafina segundo o método
classico de processamento histopatolégico. A avaliagdo das lesSes foi feita em cortes corados
pela hemateina-eosina. Efectuaram-se, igualmente, coloragdes pelo método de Perls para
pesquisa de depdsitos de ferro e pelo método da hematoxilina 4cida fosfotungstica de Mallory
para estudo da glia. No estudo imuno-histoquimico, baseado em técnicas referidas na literatura
e que adiante se descrevem (56, 93, 180, 216, 236, 250, 384, 388), utilizaram-se imuno-soros
(DAKO) para a proteina acidica fibrilhar glial (GFAP, monoclonal), lisosima (policlonal),
ubiquitina (policlonal) e sinaptofisina (monoclonal), respectivamente nas dilui¢es de 1/50,
1/200, 1/100 e 1/10.

Os cortes eram recolhidos em laminas revestidas por gelatina. As peroxidases
end6genas eram inibidas com solugdo a 0,3% de peroxido de hidrogénio em metanol absoluto.
Para evidenciagdo dos antigénios, os cortes eram imersos em tampdo de citrato de sodio
0,01M, pH 6 e submetidos a um pré-tratamento em micro-ondas. O método de deteccio

utilizado foi o da estreptavidina conjugada com horseradish peroxidase, HRP (DAKO). Na
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revelagdo usou-se uma solugdo de tetracloreto de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) constituida
por 6 mg deste produto em 10 ml de TBS, & qual se adicionou-se 0,1 ml de peroxido de
hidrogénio a 3%, no acto de utilizagdo. Resumidamente, a técnica de imuno-histoquimica
compreendeu os seguintes passos:

A) Processamento em micro-ondas: os cortes de 3 pm colados em ldminas revestidas
por gelatina eram colocados em estufa a 58-60°C durante 30 a 40 minutos. Em seguida,
procedia-se a desparafinagdo em xilol, 3x5 minutos, a passagem em alcool absoluto, 3x5
minutos, a inibigdo das peroxidases com solugiio a 0,3 % de peréxido de hidrogénio em
metanol absoluto, durante 15 minutos, e a lavagem em Aagua corrente seguida de 4gua
destilada, durante 5 minutos. Depois procedia-se a recuperagdo antigénica pelo calor,
efectuando-se 3 ciclos de 5 minutos no micro-ondas a 700 W e em tampéo de citrato de sédio
0,01 M, pH 6. Apobs arrefecimento, mantinham-se os cortes no tampdo durante 15 a 20
minutos, que a seguir se lavavam em agua corrente e depois em agua destilada.

B) Processamento imuno-histoquimico: os cortes eram inicialmente lavados com
tampdo Tris HCL pH 7,6, em 3 passagens de 3 minutos cada. Em seguida eram incubados ou
em soro normal de coelho, no caso do soro primdrio monoclonal, ou em soro normal de
porco, no caso de soro primdrio policlonal, na dilui¢do de 1/5 em tampdo Tris HCl, durante 30
minutos. Seguia-se a incubagdo nos soros primarios, durante 30 minutos, e a lavagem com o
mesmo tampdo através de 3 passagens de 3 minutos cada. Aplicava-se entdo o anticorpo de
ligagdo, utilizando-se o anticorpo de coelho biotinilado, anti-imunoglobulina de ratinho, no
caso de soro primario monoclonal e anticorpo de porco biotinilado anti-imunoglobulina de
coelho, no caso de soro primario policlonal durante 30 minutos. Os cortes eram depois lavados
com tampdo Tris HCl, pH 7,6 em 3 passagens de 3 minutos cada. Em seguida, procedia-se a
passagem para o sistema de detec¢do (estreptavidina conjugada com HRP) durante 30
minutos, a 3 lavagens com o mesmo tampdo e a revelagdo com DAB, durante 5 a 10 minutos.
Apés novas lavagens com tampéo e passagem por agua destilada, os cortes eram contrastados
com hematoxilina de Mayer, durante 1 minuto, lavados em agua destilada, azulados com
amonia a 0,4% e, posteriormente, lavados em agua corrente e depois em agua destilada. Por
ultimo, eram desidratados, diafanizados e montados em ldminas gelatinadas.

A utilizagdo do soro para GFAP tinha por objectivo definir 4reas de gliose e o soro
para lisosima destinava-se a realgar macrofagos. O soro para ubiquitina (proteina ligada aos

lisosomas com participagdo em sistema enzimatico para eliminagdo de proteinas anormais,
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nomeadamente com expressio em doengas neurodegenerativas) foi utilizado para evidenciar
células com eventuais alteragdes degenerativas. O soro para sinaptofisina (proteina dos
granulos neuro-endodcrinos e das vesiculas sinapticas) destinava-se a evidenciar alteragdes a
nivel sindptico, mas, por motivos que se crém ter sido de ordem técnica, ndo se conseguiu

infelizmente obter qualquer marca¢fio com este soro.

3. ANALISES ESTEREOLOGICAS

3.1. Determinacdo de volumes

Para a determinagdo dos volumes das camadas dos diversos componentes da formagio
do hipocampo foi necessario proceder ao desenho do perfil de cada uma das camadas.
Utilizou-se, para o efeito, uma cdmara clara acoplada a um microscopio Optico e uma objectiva
3X (ampliagdo final de 24X). Delinearam-se as diversas camadas em todos os cortes
seleccionados, ou seja, num total de 12 a 14 cortes. Assim, na fascia denteada desenhou-se o
perfil da camada de células granulares, da camada molecular e do hilo (camada polimoérfica);
no hipocampo desenhou-se o perfil da camada de células piramidais, do stratum oriens e dos
strata lacunosum-moleculare e radiatum das subdivisdes CA3 e CAl.

Para melhor compreensdo da citoarquitectura das camadas da formag&o do hipocampo
remete-se o leitor para a Figura 2. Ai se podem observar fotografias de 3 cortes seriados de
uma formagdo do hipocampo, onde se indicam as principais subdivisdes e respectivos limites.

Para distinguir as diferentes camadas da formagéo do hipocampo teve-se em linha de
conta as caracteristicas da sua organizagfio citoarquitectonica, alvo de numerosas descrigdes
em diversas espécies animais incluindo o Homem (3, 23, 24, 202, 203, 406-408, 410, 424) ¢
que se descrevem sumariamente de seguida.

1) Camada de células granulares - camada fina e sinuosa com elevada densidade

celular. E ficil a sua identificagio em todas as secgdes dada a marcada intensidade da
coloragdo dos seus neurdénios e a auséncia de continuidade com as camadas celulares do
hipocampo. Na porg¢do medioseptotemporal da formacéio do hipocampo a camada de células
granulares apresenta configuragdo em ferradura, unindo-se as suas lAminas lateral e medial
posteriormente para formar a crista denteada (Fig. 2). A este nivel, é constituida por células de

citoplasma escasso e nucleos esféricos dispostas em 6 ou 7 fileiras compactas (Fig. 3.A e 3.B).
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Contudo, nos pélos da formagdo do hipocampo, onde o seu pregueamento € particularmente
acentuado, observam-se verdadeiras ilhas de células granulares de configuragdo muito variada,
dispersas entre outras camadas da formagfo do hipocampo. Nestas circunstancias as células
granulares sdo facilmente reconhecidas pela forma, densidade e intensidade de coloragéo.

2) Camada molecular da fdscia denteada - camada pobre em células que contém os

dendritos das células granulares e das células em cesto e polimérficas do hilo, bem como
terminais axonais de diversas origens, mas provenientes sobretudo do cortex entorrinal (4, 5).
Na porgdo lateral ¢ delimitada pela pia-mater e na por¢éo medial por uma linha imagindria que,
iniciando-se nos vértices lateral e medial da camada de células granulares, se dirige em arco,
paralelamente ao contorno externo dessa camada até & fissura hipocampal, no caso da sua
l4mina medial, e até & fissura fimbriodenteada, no caso da sua limina lateral. Essa linha era
tracada na zona de transi¢8o da fascia denteada para o stratum lacunosum-moleculare de CA3
e CAl, do qual se distinguia pela diferente orientagfio das fibras e intensidade de coloragéo.

3) Hilo da fdscia denteada - o hilo da fascia denteada foi delimitado pelo contorno

interno da camada de células granulares e por uma linha imaginiria que une os vértices dessa
camada, passando pela extremidade proximal da subdivisio CA3 do hipocampo (215) e que
corresponde ao campo CA4 de Lorente de N6 (215) (Fig. 2). As células hilares, polimérficas e
de tamanho variavel, distribuem-se de modo disperso por todo o hilo (Fig. 3.C e 3.D).

4) Camadas de células piramidais das subdivisdes CA3 e CAl do hipocampo - os
contornos das camadas de células piramidais das subdivisdes CA3 e CA1 do hipocampo foram
definidos de acordo com os critérios estabelecidos para o hipocampo humano por West e
Gundersen (408). Assim, a camada de células piramidais de CA3 corresponde
aproximadamente a porgdo da camada piramidal que Ramon e Cajal (305) definiu como “regio
inferior” e que engloba as regides CA3 e CA2 de Lorente de N6 (215). Deste modo, a camada
de células piramidais da regiio CA3 do hipocampo estende-se desde o hilo da circunvolugdo
denteada até ao limite distal de uma zona mais alargada, “de transi¢fio™, onde a densidade
celular e a dimenso dos corpos celulares sdo menores, a regido CA2 do hipocampo (Fig. 2).
Em CA3 as células dispéem-se de forma compacta em 4 a 5 fileiras e apresentam corpos
celulares de grandes dimensdes, alongados e intensamente corados; os seus nucleos sdo
ovoides e os nucléolos de grandes dimensdes (Fig. 3.E e 3.F).

A camada de células piramidais de CA1, correspondente a “regio superior” de Ramon e
Cajal (305), inicia-se na regido onde as grandes células piramidais de CA3 sdo substituidas

pelas pequenas pirdmides de CAl, com niicleos esferéides de menores dimensdes, citoplasma
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Fig. 2. A-C. Conjunto de microfotografias de 3 cortes coronais seriados da formagdo do hipocampo
corados pelo Giemsa. FD, fascia denteada; H, hilo; CA3, regido CA3 do hipocampo; CAl, regido CAl
do hipocampo. As zonas de transigido entre as diferentes subdivisdes estdo indicadas da seguinte forma:
ponta de seta, transicdo entre CA3 ¢ CAl; seta, transi¢iio entre CA1 e subiculo. Este conjunto de cortes
faz parte de uma série em que se procedeu as determinagdes volumétricas aplicando o Principio de
Cavalieri. Barra = 2 mm.







Fig. 3. A. Microfotografia da camada de células granulares da fascia denteada. O rectingulo representa
a area mostrada em maior ampliagdo em B. B. Células granulares em maior ampliacdo: intensamente
coradas, com citoplasma escasso e nicleos esféricos. C-D. Microfotografias de interneurénios hilares,
polimérficos e de tamanho variavel. E. Microfotografia da camada de células piramidais da regido CA3.
O rectiangulo representa a drea que se ampliou em F, permitindo observar com mais detalhe as células
piramidais de CA3, caracterizadas por apresentarem corpos celulares de grandes dimensdes, alongados
e intensamente corados e nucleos ovdides com grandes nucléolos. G. Microfotografia de cé-lulas
piramidais da regido CAl, cujos nicleos ¢ corpos celulares apresentam menores dimensdes que os das
pirdmides de CA3, a par de coloragio menos intensa e mais homogénea. O rectingulo repre-senta a area
mostrada em maior ampliagdo em H. Barra (A, C, E, G) = 20 um. Barra (B, D, F, H) = 10 pm.




menos abundante e com coloragio menos intensa e mais homogénea (Fig. 3.G e 3.H). A
camada piramidal de CAl é mais espessa mas possui menor densidade celular que a camada
piramidal da regiio CA3-CA2; assim, o limite entre as duas camadas define-se facilmente pela
transi¢do abrupta que se observa quer na organizag@o quer no tamanho das cé€lulas (Fig. 2). A
camada piramidal de CA1 expande-se progressivamente em direcgdo ao subiculo. A este nivel
dispde-se em duas camadas, a mais superficial das quais, e que é também a mais densamente
celular, se sobrepde ao subiculo, definindo com este um bordo obliquo que permite a sua
delimitagéo.

5) Stratum oriens das subdivisdes CA3 e CAl do hipocampo - camada rica em fibras

que contém os dendritos basais das células piramidais das camadas celulares adjacentes,
axonios, aferentes e eferentes e seus ramos colaterais e, ainda, interneurénios inibitorios.
Verificou-se ser dificil a demarcagdio correcta da zona de transi¢io desta camada com o
stratum alveus, pelo que se considerou o epéndima como o limite externo do stratum oriens de
CA3 e CAl e o bordo externo das camadas de células piramidais de CA3 e CAl como o seu

limite interno.

6) Strata radiatum e lacunosum-moleculare das regioes CA3 e CAIl do hipocampo -
camadas de fibras nervosas que contém os dendritos apicais das células piramidais, colaterais
dos axénios desses neurénios, terminais axonais das diversas aferéncias hipocampais e
interneuronios. O limite externo desta camada ¢ definido pelo extremo interno da camada de
células piramidais das regides CA3 e CAl e o limite interno pela linha imagindria referida na
alinea 2), onde confina com a camada molecular da fascia denteada.

Néo foi estudado o subiculo nesta dissertagdo por duas ordens de razdes. Por um lado,
o subiculo nem sempre se encontrava completo nos casos estudados, devido a necessidade de
adequar a extensdo do material a analisar & dimensdo do suporte de apoio do micrétomo. Por
outro lado, como a dissertagdo se dirige a aprecia¢io estrutural subjacente a uma forma de
deméncia, a associada a encefalopatia por VIH, o objecto a estudar diz respeito ao circuito

trissinaptico da formagdo do hipocampo, que ndo inclui o subiculo.

A determinagfio do volume das camadas dos diversos componentes da formagdo do
hipocampo foi efectuada de acordo com o cléssico principio de Cavalieri (45). Com efeito, e

conforme descrito no ponto 2.1., os cortes utilizados para as determinagdes volumétricas
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foram seleccionados aplicando metodologias de escolha simultancamente aleatoria e
sisteméatica (139). Em cada corte, a area de cada camada foi estimada através de técnicas de
contagem de pontos utilizando para o efeito grelhas apropriadas. As grelhas foram construidas
de modo a que no total dos cortes de cada caso que incluia a camada a estudar, se contassem
entre 100 e 200 pontos (9, 141, 226-228). Assim, as distdncias inter-pontos, bem como as
respectivas 4reas por ponto, variavam conforme a extensdo das camadas da formacdo do
hipocampo, como se pode observar no Quadro IX, onde se mostra também o nimero médio

de pontos contados e as médias dos coeficientes de erro (CE) obtidos.

Quadro IX. Determina¢io de volumes da formacfio do hipocampo: distincia inter-
pontos, drea por ponto - a(p) -, niimero médio de pontos, média do CE

Distincia inter a(p) N°médio CE
-ponto (mm) (mm?) de pontos
Fdscia denteada
Camada de células granulares 9 0,14 176 0,077
Hilo 18 0,56 124 0,100
Camada molecular 18 0,56 162 0,077
Hipocampo
Regido CA3
Camada de células piramidais 12,5 0,27 155 0,145
Stratum oriens 125 0,27 231 0,105
Strata radiatum+Ilacunosum-moleculare 12,5 0,27 173 0,173
Regido CAl
Camada de células piramidais 31 1,67 143 0,055
Stratum oriens 18 0,56 222 0,063
Strata radiatum+lacunosum-moleculare 25 1,09 171 0,071

Para a contagem dos pontos que se sobrepunham a determinada camada, a grelha era
colocada aleatoriamente sobre o desenho. O volume de cada uma das camadas estudadas era
entdo calculado multiplicando o numero total de pontos obtidos dentro dos limites dessa
camada pela distincia entre os cortes, recorrendo a seguinte formula:

V = ta(p).ZP
na qual-t-representa a distincia entre os cortes analisados, calculada a partir da espessura dos
cortes e do intervalo de obtengdo dos mesmos (3,7 mm), a(p) a 4rea associada a cada ponto da
grelha e P o niimero total de pontos “caidos” sobre a camada em estudo (141).

Os volumes determinados deste modo nfo vieram a requerer correcgéo pelo factor de
retracgdio tecidular, FRy, que se calculou como a seguir se refere, uma vez que o valor médio

obtido do FRy foi inferior a 0,05.
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Estimativa do_factor de retraccfio tecidular: o factor de retracgdo tecidular foi

determinado em 6 casos (3 VIH+ e 3 controlos), utilizando em cada caso uma sec¢do da
formagdo do hipocampo obtida como anteriormente descrito (cf. 2.1.). Para esse efeito
comegava-se por fotografar a lupa uma das superficies da secgdo a fresco e, posteriormente,
apds inclusdo dessa sec¢fio em glicolmetacrilato, fotografava-se o primeiro corte com 50 pm
de espessura correspondente a mesma superficie da sec¢do. As areas das secgdes eram depois
medidas nas fotografias, obtidas a ampliacdo final de 20X, com um analisador de imagem
Videoplan. Com base no pressuposto que a retraccdo dos tecidos € isométrica, o FRy foi
calculado a partir dos valores obtidos para as dreas, mediante aplicagio da férmula:

c. A%V
FR’]‘ = &=
c. A Vi

em que ¢ ¢ uma constante dependente da forma dos cortes, Ar ¢ a area da secgdo fotografada a
fresco, Ay, € a area da secgdo fotografada apds inclusdo em glicolmetacrilato € Vi e Vi, sdo os
volumes dos cortes obtidos a fresco e apos inclusdo em glicolmetacrilato, respectivamente

(226, 396).

3.2. Determinacdo do numero total de neuronios

A determinagdo do namero total de neuronios da formagdo do hipocampo foi efectuada
nas seguintes camadas - camada de células granulares e hilo da fascia denteada, camadas de
células piramidais das subdivisdes CA3 e CAl do hipocampo. O nimero total de neurdnios foi
estimado através do método do fractionator optico (227, 228, 408, 409) para o que se utilizou
um sistema de analise estereologica video Olympus (Olympus Danmark A/S), com um
microscopio Olympus BH-2 acoplado a uma camara de video Sony CCD-Iris MTV-3. Esta
camara fazia interface com um monitor a cores, onde se visualizavam os cortes histoldgicos,
via um adaptador de video Sony e um computador Commodore Amiga 2000. Os movimentos
da platina do microscopio ao longo dos eixos x e y eram controlados através de um sistema
motorizado que lhe esta acoplado. A medi¢do dos movimentos verticais, isto é, ao longo do
eixo z, era efectuada com o auxilio de um microcator digital Heidenhain MT-12 (Heidenhain
GmbH), também acoplado & platina do microscépio.
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Uma vez que as estimativas se efectuaram a partir de cortes seleccionados como se
referiu no ponto 2.1., ou seja, em cortes de 50 um de espessura separados entre si de 3,7 mm,
a section sampling fraction (ssf) foi de 0,013. Em cada corte as células eram contadas através
do disector optico (227, 228, 373, 408, 409). Este método consiste na contagem do nimero
de particulas que pela primeira vez aparecem em foco dentro dos limites de uma grelha, a area
do disector, e numa fraccgdo fixa da espessura do corte, a altura do disector. As contagens
obedeceram a regra das linhas proibidas de Gundersen (137) que exclui as particulas que séo
interceptadas pelas linhas inferior e esquerda da grelha.

O esquema de amostragem foi aplicado, em cada caso, a todos os cortes que continham
a camada celular em aprego, variando o numero de cortes de caso para caso, conforme a
extensdo rostrocaudal da camada. As determina¢des eram efectuadas na imagem video do
corte, sobre a qual se sobrepunha uma grelha de contagem adequada & camada que se
pretendia contar e que havia sido previamente determinada tendo em consideragéio a dimenséo
e a densidade celular dessa camada. As grelhas foram dimensionadas de acordo com as
propostas de West e Gundersen (408) para o estudo do hipocampo humano, de forma a contar
ndio mais de 5 células em cada disector (ver Quadro X). A amplitude das deslocagdes ao longo
dos eixos x e y foi calculada para cada uma das camadas, de modo a que em cada camada se
contassem entre 100 e 200 células (Quadro X). Assim, a area sampling fraction (asf) variava
conforme a camada e os seus valores mostram-se no Quadro X. A altura do disector (h) foi de

20 pum para todas as camadas estudadas.

Quadro X. Valores das deslocacdes ao longo dos eixo x ¢ y, da area da grelha e da area
sampling fraction utilizados nas diferentes subdivisdes da formagiio do hipocampo

X y frea da asf
grelha (pm?)
Camada de células granulares 468 480 391 0,0016
Hilo 700 616 9130 0,022
Camada de células piramidais de CA3 472 490 3588 0,015
Camada de células piramidais de CAl 1464 1376 3588 0,0018

Na Figura 4 podem observar-se nicleos de células piramidais da subdivisio CA3
contados num disector, segundo o método acima descrito.

Em resumo, no caso do material a quantificar, a técnica do fractionator optico consiste
no seguinte: a partir de uma posi¢éo inicial aleatdria, fora dos limites da camada em estudo,

procedia-se a deslocagfio sistemédtica da é4rea de amostragem, a intervalos regulares
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Fig. 4. A-F: Exemplificacio de um disector dptico na regido CA3 do hipocampo (caso de controlo). Os
limites superior ¢ inferior do disector estio representados em A e F, respectivamente. B, C, D e E
representam niveis intermédios do disector. A fotografia em A fori tirada a 3 um da superficie superior
da secgao; a distancia entre A e F € de 20 pm (altura do disector). A célula em foco em A ndo foi
contada, porque estd situada no nivel mais superior do disector. A grelha utilizada na contagem de
células estd representada. As células foram contadas sempre que surgiram em foco dentro da grelha de
contagem, a excepgdo daquelas cujos nicleos interceptavam as linhas proibidas (linhas mais espessas).
As setas indicam as células que foram contadas neste disector. Colora¢io de Giemsa. Barra = 5 pm.



determinados pelo sistema, de acordo com as amplitudes de deslocagéo atribuidas para os
eixos x e y. Nas posigbes em que a grelha de contagem se sobrepunha a camada em estudo,
depois de focar a superficie do corte, avangavam-se 3 pm através da sua espessura (€ixo z);
assim, ficava definido o plano 6ptico a partir do qual se contavam, com objectiva de imersédo
100X (ampliagdo final de 2250X), todos os nicleos neuronais que dentro da grelha de
contagem assumiam pela primeira vez o melhor foco 4 medida que se aprofundava o mesmo
através dos 20 um de espessura do corte, ou seja ao longo da altura do disector. A thickness

sampling fraction (tsf) foi em média de 0,55. Para cada corte estudado, registava-se o nimero
de disectors efectuados (F) e o niimero de células contado em cada disector (Q). O niimero

total de neurénios (N) das camadas celulares analisadas em cada subdivisdo da formagdo do
hipocampo era finalmente calculado multiplicando o nimero de neurénios contado pelo

inverso do somatorio das fracgdes utilizadas, segundo a férmula:

t 1 1
N=IQ . —.— .—
h asf ssf

sendo £Q o numero total de neurdnios efectivamente contado nos disectors que caiam nos

perfis da secgio da subdivisdo observados na amostragem das secgdes e ssf a fracgdo das
secgdes considerada ou section sampling fraction.

O ntmero médio de disectors efectuado e o nimero médio de neurénios contado
foram, respectivamente: 111 e 155 na camada de células granulares, 133 e 183 no hilo, 154 ¢
175 na camada de células piramidais da regido CA3, e 130 e 146 na camada de células
piramidais da regiio CAl. Com esta técnica foi possivel estimar o nimero total de neurénios a
partir da contagem directa de menos de 200 células num conjunto de pequenas frac¢des de
cada subdivisdo da formagéo do hipocampo.

Através da aplicagdo deste esquema de amostragem obtiveram-se as seguintes médias
dos coeficientes de erro das estimativas das contagens neuronais: 0,055 para as células
granulares, 0,045 para as células do hilo, e 0,045 para as células piramidais das regiées CA3 e
CALl.

Os neurénios de cada camada eram contados sempre numa unica sessfo, de modo a
manter constante a aferi¢fio dos aparelhos. Os casos eram identificados por cédigo, pelo que se

desconhecia a sua origem. A distingdo entre neurdnios e células gliais baseou-se nos critérios
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propostos por Ling e colaboradores (207): citoplasma neuronal claramente definido, micleo
neuronal convexo delimitado por membrana nuclear, com padrio cromatinico difuso e

uniforme, nucléolo bem aparente nos neurénios.

3.3. Determinagdo dos volumes dos niicleos e dos corpos celulares dos neurénios

Simultaneamente foram também estimados o volume médio dos micleos SZN) e dos
corpos celulares (;S) dos neurénios das mesmas subdivisdes da formagfio do hipocampo, ou
seja, das células granulares e hilares da fascia denteada e células piramidais das subdivisdes
CA3 e CAl do hipocampo. Nas células granulares apenas se determinou o volume nuclear,
devido a escassez e a dificuldade de delimitagdo do citoplasma. O volume médio dos nicleos e
corpos celulares dos neur6nios foi determinado através do método do nucleator (138, 140)
que se aplicava as células contadas nos disectors, nos mesmos 20 casos. Quando o nucléolo
estava em foco, marcava-se o “ponto unico” de referéncia da célula. Eram entdo fornecidas
linhas, orientadas de forma aleatéria, através de um programa informético (GRID stereological
software para computador Commodore Amiga, Versdo 2.01, Olympus, Danmark) e
marcavam-se em seguida as intersecgdes entre essas linhas e os limites da célula ou do micleo.
A distancia entre o ponto tnico de referéncia e os perfis da célula ou do micleo eram medidos,
em cada célula, segundo quatro direc¢des. Sempre que as células tinham mais de um nucléolo,
as medi¢cdes eram efectuadas a partir do maior. No caso das células granulares, que nio
possuem um nucléolo bem definido, considerou-se como ponto tinico de referéncia o centro do
nticleo. Em cada formagdo do hipocampo foram medidas, em média, 70 células granulares, 65
neurénios hilares, 60 neurdnios piramidais da subdivisio CA3 e 60 células piramidais da
subdivisio CAl. A média dos coeficientes de erro das estimativas individuais dos volumes
nucleares médios foi 0,032 (células granulares), 0,045 (neurénios hilares), 0,042 (células
piramidais de CA3) e 0,046 (células piramidais de CAl), enquanto a referente aos volumes
somaticos médios foi 0,045, 0,049 e 0,044 para as células hilares, e neurénios piramidais de

CA3 e CAl, respectivamente. Os valores foram expressos em unf’ .
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4. ESTUDO DAS ARBORIZACOES DENDRITICAS DOS NEURONIOS DA
FORMACAO DO HIPOCAMPO

O estudo das arboriza¢des dendriticas em material impregnado pelo método de Golgi
incidiu nos seguintes neur6nios: células granulares da fascia denteada, interneurdnios hilares
nomeadamente as células em cesto (2) células piramidais de CA3 e células piramidais de CAL.
Quanto as pirimides de CA3 e CAl o estudo efectuou-se nas arborizagdes basais e apicais,
mas nas c€lulas em cesto hilares apenas foi possivel analisar os dominios basais. Estas ultimas,
embora se tratem de células estreladas, dada a sua complexidade sdo passiveis de divisdo num
dominio basal e outro apical (2).

A selecgdo das células destinadas a serem analisadas obedeceu aos critérios
morfologicos classicamente utilizados em estudos desta indole (10, 39, 40, 76), dos quais se
salientam: integridade da arborizagdo dendritica, boa qualidade de impregnac@o celular, corpos
celulares localizados na porgdo média da espessura da sec¢do para minimizar o corte dos
troncos dendriticos no plano da secgfio e auséncia de sobreposigdo significativa com células
vizinhas, vasos sanguineos ou depdsitos de prata.

Por estes condicionalismos, pelo facto de a impregnag@io pelo método de Golgi ser
imprevisivel e por nem sempre se dispdr das duas formagdes hipocampais de cada cérebro, €
facil compreender que a amostragem estudada seja menor que a utilizada para as analises
estereologicas atras descritas. Desta forma, estudaram-se 5 casos de controlo (n° 1, 2, 3, 4, 7
do Quadro V) e 5 casos de SIDA: 2 do grupo A (n°3 € 4),2 do grupo Bl (n°7e9) e 1 do
grupo B2 (n° 14).

Procedeu-se ao desenho & cdmara clara das arborizagdes dendriticas de 10 células
granulares por caso, com objectiva 20X e a ampliagéio final de 450X. Para o efeito escolheram-
se as células granulares cujos corpos celulares se localizavam nos dois ter¢os internos da
camada granular. Os desenhos dos dominios basais das células em cesto hilares (média: 5
células por caso) e dos dominios basais e apicais das células piramidais de CA3 e de CAl
(média: 8 células por caso) foram realizados com uma objectiva 20X e & ampliagdo final de
425X.

A partir dos desenhos das arborizagdes dendriticas procedeu-se & classificagdo dos
segmentos de cada 4rvore dendritica em terminais e intermédios. A presenca de segmentos
terminais cortados nd3o foi considerado critério de exclusdio da célula uma vez que tal

procedimento tenderia a desviar a amostra para neurénios de pequenas dimensdes (10, 395),
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com redugdo subsequente dos comprimentos dendriticos totais, pelo que se incluiram os
segmentos seccionados. Procedeu-se depois a classificagdo, contagem e medigdo dos

segmentos dendriticos, de forma a possibilitar a analise métrica e topologica.

Na Figura 5 podem observar-se os dendritos de células granulares (A) e de um

interneurdnio hilar (C), bem como os seus desenhos a cimara clara (B e D, respectivamente).

4.1. Ndmero total de segmentos dendriticos

O método de ordenagfio centrifuga foi utilizado para determinar, em cada célula, o
mimero de segmentos por ordem dendritica (59, 394, 395). Esta ordenagdo aplicou-se de
forma diversa conforme se tratava das arborizagdes dendriticas das células granulares e dos
dominios basais das células em cesto hilares e das células piramidais de CA3 e CAl, por um
lado, e dos dominios apicais das células piramidais por outro. No primeiro caso, que se
exemplifica na Figura 5.D, referente ao desenho a cdmara clara de um interneurénio hilar, os
segmentos dendriticos que emergiam do corpo celular eram considerados de ordem 1 e os que
sucessivamente surgiam ap6s cada bifurcagdo eram acrescidos de uma unidade no seu nimero
de ordem até aos segmentos terminais (10, 39). Nos dominios apicais das células piramidais de
CA3 e CAl a ordem 1 era atribuida, quer ao dendrito apical principal até & sua bifurcagdo
principal em dois ramos terminais e simétricos, quer aos segmentos iniciais dos ramos
dendriticos obliquos que de 14 emergiam assimetricamente; depois, os segmentos dendriticos
surgidos apés cada bifurcagfio, em ambos 0s casos - ramos terminais € ramos obliquos - eram
classificados do modo acima explicitado (395). Esta adaptagdo teve como objectivo assegurar
que segmentos dendriticos com a mesma ordem mas pertencentes a células piramidais
diferentes recebessem classificagdes equivalentes. Calcularam-se os nimeros totais de
segmentos dendriticos de cada célula pela soma dos nimeros parcelares das diferentes ordens

de segmentos.
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Fig. 5. A. Fotomontagem de uma célula granular impregnada pelo método de Golgi de um caso
controlo. SAo bem visiveis os dendritos, as espinhas (seta) e o axdnio (ponta de seta). Barra = 10 um.
B. Desenho a cimara clara da célula granular mostrada em A. Os nimeros representam o grau dos
segmentos dendriticos: 1, segmentos terminais (f); 2, segmentos intermédios que se bifurcam em 2
segmentos terminais (i77); 3 e 4, segmentos intermédios que se bifurcam num segmento terminal e
noutro segmento intermédio (Zir). C. Fotomontagem de uma célula hilar em cesto de um caso controlo
impregnada pelo método de Golgi. Num plano de foco diferente encontra-se uma célula granular. De
referir o numero escasso de espinhas dendriticas (seta) visiveis no interneurénio. A arborizagio
dendritica atinge a camada molecular da fascia denteada. Barra = 15 um. D. Desenho a cdmara clara da
célula hilar que se observa em C, bem como da célula granular atrds referida. A numeracao dos
segmentos apds ordenagio centrifuga estd assinalada.



4.2. Andlise métrica dos segmentos dendriticos

Consideraram-se os seguintes subgrupos de segmentos dendriticos, conforme o seu
grau, isto é, o nimero de extremidades terminais periféricas a um dado segmento, de acordo
com Uylings e colaboradores (395):

a) Segmentos terminais (t): segmentos localizados entre a extremidade distal dos
dendritos e o primeiro ponto de bifurcagdo encontrado, a que se atribuia o grau 1.

b) Segmentos intermédios de grau 2 (itt): segmentos que se bifurcam em 2 segmentos
terminais.

c) Segmentos intermédios de grau 3 (iit): segmentos que se ramificam num terminal e
num intermédio i#t.

d) Segmentos intermédios de grau > 4: segmentos intermédios com arvores periféricas
com 4 ou mais segmentos terminais, podendo designar-se iif quando se bifurcam num
segmento intermédio /it e noutro terminal, ou iii quando se bifurcam em outros dois segmentos
intermédios.

Em seguida, utilizando um analisador de imagem Videoplan mediram-se o0s
comprimentos de cada tipo de segmento, o que possibilitou a obtengdo dos comprimentos
dendriticos totais. Determinaram-se também os valores totais e os valores médios dos
comprimentos dos segmentos terminais 7 e os dos segmentos intermédios. Procedeu-se ainda a
determinagfio do nimero de segmentos terminais segundo a sua ordem centrifuga (cf. n° 4.1).

Na Figura 5.B, referente ao desenho a cdmara clara de uma célula granular, esta
assinalada a classificagio dos segmentos dendriticos segundo o seu grau, em terminais e

intermédios.

4.3. Densidade de arborizacdo dendritica

A densidade de arborizagio dendritica foi avaliada mediante aplicacdo de uma variante
do método dos circulos concéntricos (87, 395). Com esta finalidade, desenharam-se grelhas de
circulos concéntricos, equidistantes, separados por uma distdncia adequada as dimensdes das
arborizag¢Oes dendriticas das células granulares, das células hilares e das células piramidais de
CA3 e de CAl e a ampliagdo a que as mesmas haviam sido desenhadas, que se fotocopiaram

em folha de acetato transparente. Sobrepunham-se depois os acetatos aos desenhos das
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arvores dendriticas fazendo coincidir o centro do primeiro circulo com o centro do corpo
celular; em seguida contava-se o nimero de intersecgdes entre os dendritos € os circulos desde
o 1° até ao 15° sendo o valor determinado registado individualmente para cada circulo. Os
circulos concéntricos eram calibrados a intervalos de 20 pum para as células granulares, a

15 pum para os dominios basais das células hilares e das células piramidais de CA3 e de CAl e

a 30 um para os dominios apicais das células piramidais de CA3 e de CAl.

4.4. Densidade das espinhas dendriticas

As espinhas dendriticas foram contadas ao longo de 10 pm de comprimento dendritico,
usando uma cdmara clara e uma objectiva plana 40X (ampliagio final de 700X). A escolha das
porgdes dos segmentos dendriticos em que as espinhas foram contadas baseou-se nos critérios
ja descritos (10, 39, 40, 76, 79): boa impregnacgdo dos dendritos, segmentos tanto quanto
possivel rectilinizados, ramos dendriticos no plano de foco numa extensfio de pelo menos
10 pum, nfio inclusdo de porgdes dendriticas adjacentes aos pontos de ramificagdo (39). Foram
estudadas, em média, 10 células por caso para cada tipo de arborizagio das 4 populagdes
celulares: granulares, células em cesto hilares e piramides de CA3 e de CAl. De cada célula
granular escolheram-se 5 segmentos para a contagem das espinhas quer no tergo interno quer
no ter¢o externo da camada molecular (39). Relativamente aos dominios basais das células em
cesto hilares e aos dominios basais e apicais das células piramidais as contagens foram
efectuadas nos segmentos terminais. Nio se discriminaram variedades morfolégicas de
espinhas (159). Os resultados das densidades de espinhas dendriticas foram expressos em

nimero médio de espinhas dendriticas por 10 pm de ramo dendritico e por caso.

Na Figura 6 podem observar-se as arborizagdes dendriticas basais e apicais de células
piramidais de CA3 (A) e CAl (C), bem como os respectivos desenhos a camara clara. No
desenho a c4mara clara da célula piramidal de CA3 (Fig. 6.B) estfio assinalados os segmentos
segundo a ordem centrifuga. Podem ainda observar-se excrescéncias dendriticas nessa célula
(Fig. 6.A). Na Figura 5.A, atras referida, mostram-se também espinhas dendriticas de uma
célula granular.
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Fig. 6. A. Fotomontagem de uma célula piramidal da regido CA3 do hipocampo impregnada pelo mé-
todo de Golgi de um caso controlo, onde se podem observar os dendritos basais (seta) e apicais (dupla
seta). Visualizam-se excrescéncias dendriticas (ponta de seta). B. Desenho a cimara clara da pirdmide
de CA3 apresentada em A, onde se assinalam os segmentos segundo a ordem centrifuga. C. Foto-
montagem de uma célula piramidal da regido CAl do hipocampo impregnada pelo método de Golgi de
um caso controlo, onde se podem observar as arborizaces dendriticas basal (seta) e apical (dupla seta).
D. Desenho a cdmara clara da célula piramidal de CA1 mostrada em C. Barra (A, C) = 15 pm.



|

5. ESTUDO DO LiQUIDO CEFALO-RAQUIDIANO

5.1. Estudo da imunidade celular

5.1.1. Contagem celular

As contagens celulares foram realizadas a fresco, logo ap06s a recepgéo das amostras de
LCR, numa cdmara clissica de Neubauer. Os valores foram expressos em numero de

células/mm’, tendo-se considerado como valor normal < 5 células/mm’.

5.1.2. Identificagdo e contagem diferencial das células

A andlise da citomorfologia efectuou-se em sedimentos de LCR obtidos apos
sedimentagdo de 1 ml de LCR, segundo o método de Sayk (328) modificado por Oehmichen
(271), utilizando uma cémara especificamente construida para o efeito. Resumidamente,
colocava-se a amostra de LCR num cilindro de plastico disposto verticalmente, sob presséo,
em cima de uma ldmina. Entre o cilindro e a lamina colocava-se um circulo de papel de filtro
com um orificio central de didmetro igual ao da sec¢do do cilindro, que se fazia coincidir com
uma das suas extremidades, de modo a que os bordos do orificio do papel de filtro aspirassem
o liquido, permitindo aos elementos figurados depositarem-se suavemente numa pequena area
previamente definida da l4mina. Os sedimentos eram depois corados pelo método de May-
Grunwald/Giemsa (83), secos a temperatura ambiente e cobertos com lamela, como
anteriormente descrito (320, 322). Em cada sedimento de LCR observado ao microscépio
contavam-se diferencialmente as células até¢ 100, com objectiva 40X, em areas aleatérias do
campo microscopico. Para tal, fazia-se deslizar a platina do microscépio segundo o eixo do x e
do y de forma sistematica, de modo a néo haver repeti¢éo de campos. Os sedimentos celulares
eram classificadas em normais ou patologicos. Os sedimentos normais do LCR caracterizam-se
pela presenga apenas de células mononucleares, com predominio (50 a 70%) de linfocitos
maduros, pequenos. Os sedimentos celulares patologicos assumem o nome do tipo de célula

dominante: linfoplasmocitario, monocitario, neutrofilico ou misto (83, 86, 271).

5.1.3. Determinacdo das subpopulacdes leucocitarias do LCR e do sangue

Em 4 casos determinaram-se as subpopulagdes leucocitarias do LCR e do sangue por
imunofluorescéncia de duas cores e citometria de fluxo num Citémetro Coulter Profile I,

segundo o método descrito por Margolick e colaboradores (232) e adaptado pela Dr.* 1.
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Barbosa, no Laboratério de Imunologia Celular do Servigo de Hemoterapia do Centro
Regional do Porto do Instituto Portugués de Oncologia. Identificaram-se os seguintes
antigénios nas populagdes leucocitarias: pan-leucécitos - CD45; Mon6citos - CD14; Linfocitos
T - CD2, CD3, CD4, CD8, CD29, CD45RA; Linfécitos B - CD19, CD20.

No sangue periférico a populago linfocitéria era definida por critérios morfologicos de
tamanho e granularidade (light scatter) e por caracteristicas fenotipicas: mais de 95% das
células exprimindo CD45 e menos de 5% das células exprimindo CD14. Por cada
determinaco eram contados 5000 linfocitos. Consideraram-se como exprimindo o marcador
as células cuja intensidade de fluorescéncia era superior a obtida em 98% do controlo
isotipico/ensaio negativo. Os resultados deste estudo foram comparados com os obtidos em
amostras de sangue de um poo/ de dadores saudaveis.

Para as determinacfes realizadas no LCR utilizou-se a seguinte a técnica: apds
centrifugacdio das amostras, as células eram lavadas com solugdo salina tamponada com fosfato
contendo albumina sérica bovina a 1% e azida a 0,1% e colocadas em 300 pl do mesmo
tampdo. Juntava-se 100 pl a tubos de ensaio que continham as combinagdes de anticorpos
referidas para as analises efectuadas no sangue, que se incubavam durante 30 minutos a 4°C e
procedia-se em seguida a lise eritrocitaria. As células marcadas eram contadas até a amostra
estar esgotada. As amostras de LCR contaminadas com sangue ou que apresentassem menos
de 50% de linfocitos CD45", eram rejeitadas. Os resultados obtidos no LCR, nomeadamente as

razdes CD4/CD8, foram comparados com os do sangue periférico.

5.2. Estudo da imunidade humoral

5.2.1. Doseamento das proteinas totais
As proteinas totais do LCR e do soro foram determinadas por espectrofotometria (353,

354). Considerou-se como valor normal das proteinas do LCR < 45 mg/dL

5.2.2. Electroforese das proteinas

A electroforese das proteinas do soro € do LCR concentrado foi efectuada em gel com
mistura de agarose, segundo o método desenvolvido e descrito por Silva e Sa (354). Em

resumo, o LCR era concentrado por filtragdo sob pressdo positiva utilizando filtros de

52




membrana; o volume do LCR aplicado variava entre 0,5 ¢ 3 ml sendo inversamente
proporcional a concentragio das proteinas totais previamente determinada. A electroforese era
efectuada em laminas (1” x 3”), nas quais se comegava por colocar 3,5 ml do gel de agarose a
1,2% em tampdo barbital pH 8,6; antes da agarose solidificar fazia-se uma ranhura transversal
na qual se aplicava 10 pl do liquor concentrado ou a mesma quantidade de soro diluido a 50%.
Submetiam-se depois as ldminas a electroforese sob voltagem de 150 V (cerca de 4 mA por
lamina) durante 45 a 60 minutos. Apds a electroforese as laminas eram fixadas, cobertas com
papel de filtro, secas ao ar, coradas com negro de amido e descoradas com acido acético a 5%.
A quantificacdo percentual das diversas fracgdes electroforéticas era efectuada por
densitometria, com filtro de 590 nm de comprimento de onda (densitémetro Helena Process-
24). Obtinham-se, assim, os valores relativos por leitura directa, calculando-se em seguida os
valores absolutos das diversas fracgdes entrando em linha de conta com os valores das
proteinas totais (358). Atendendo a estes valores e ao aspecto da globulina y por observagio
das ldminas, os perfis electroforéticos eram ainda classificados em normais, degenerativos,
transudativos e y-globulinicos com ou sem bandas oligoclonais (190-192, 352). Consideraram-

se como normais os seguintes valores percentuais das fracgdes electroforéticas do LCR (352):

Précalbumilia osssaisivssisissinismmisas 6,3% +1,5
ABURME osnmanunisaninaiassmnm 57,1% +4,1
Globulinas Lo T, 46% +0,8
05 sosns R 8,1% +1,5
B ssmnna e 11,3% + 1,6
T(TaU) v 52% +0,8
AR A T——— 74% +1,7

Resumidamente, tecem-se algumas considera¢des sobre a origem e a distribui¢éo das
frac¢des do LCR face as séricas, bem como sobre os critérios de distingdo dos diversos tipos
de perfis (352, 353), que se consideram indispensédveis para a ulterior apresentacdo e analise
dos resultados. A pré-albumina ¢ uma proteina de origem sérica mas que atinge concentragdes
mais elevadas no LCR que no sangue devido a um processo activo de concentragdo pelas
células coroideias; a globulina B, designada no LCR apenas por B, apresenta também maior
concentragdo no LCR que no soro; a fraccdo t (Tau) € exclusiva do LCR e deriva da
transferrina sérica por acg¢do de uma enzima tecidular, a neuraminidase; a globulina y do LCR €
constituida quase exclusivamente por IgG, a par de quantidades minimas de IgA e em
condigdes normais ndo ha IgM. A IgG, por sua vez, ¢ normalmente de origem sérica, mesmo

quando existe alteragdo da barreira hemato-encefalica (BHE); s6 ha produgdo intratecal de IgG
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em doengas neurologicas inflamatérias subagudas e cronicas. A globulina 8a’, também
designada frac¢do pés-gama, é uma proteina de origem exclusivamente tecidular, ndo
ultrapassando 1,5% a sua concentragéio no LCR.

O perfil degenerativo caracteriza-se por concentragdo normal ou diminuida das
proteinas totais do LCR, elevagdo relativa da pré-albumina, da globulina f e sobretudo das
globulinas t e 8a", com redugdo da globulina y; isto é, ha enriquecimento electivo das proteinas
tecidulares. Quando ha alteracdo da BHE e consequente aumento da permeabilidade para as
proteinas plasmaticas, surge o perfil transudativo, também designado por plasmitico,
caracterizado por aumento das proteinas totais, por aumento das globulinas o; e o; € também
da globulina y, com redugéo das restantes fracgdes, pelo que o perfil do LCR se aproxima em
tudo do sérico. Por sua vez, o perfil gamaglobulinico é caracterizado por proteinorraquia
normal ou ligeiramente aumentada e por elevagfo isolada da globulina y, na qual
frequentemente se distinguem duas ou mais bandas oligoclonais (190)

Determinou-se também o Indice Q, quociente entre os valores relativos da globulina y

do LCR e do soro (331, 353), considerando-se como normal o indice inferior a 0,5.

|
5.2.3. Doseamento das imunoglobulinas IgG, Ig4 e IgM, cdlculo dos indices IgG e Ig4
As imunoglobulinas IgG, IgA e IgM foram doseadas, em 10 casos, no soro diluido e
no LCR pelo método de imunodifusdo radial descrito por Mancini e colaboradores (229).
Resumidamente, utilizaram-se ldminas de vidro com 12x9 cm, previamente recobertas com gel
de agarose a 1,2% em tampéo barbital. Em cada ldmina colocava-se 20 ml de uma mistura de {
gel de agarose e imunosoro mono-especifico de coelho anti-IgG, anti-IgA ou anti-IgM, a
concentragdes de 0,75%, 1% e 0,8%, respectivamente. Apos repouso de 24 horas em cémara
hiimida, faziam-se orificios de 2 mm de diAmetro no gel e neles se colocavam 8 pl de soro ou
de liquor. Colocavam-se de novo as ldminas em cimara himida durante 1 a 3 dias e em
seguida eram lavadas, secas e coradas com azul de Coomassie. A leitura era efectuada por

determinagfo dos quadrados do didmetro dos anéis de precipitado, transpostos para curvas de |

calibragéio, a partir de concentragdes padréio conhecidas. Consideraram-se os seguintes valores

normais das imunoglobulinas séricas, obtidos por imunodifus@o radial em casos de controlo, e

expressos em mediana e pelos percentis 10 e 90 (353):

12 ¢ SO 1413 mg/100 ml (1044-2017)
7 263 mg/100 ml (125-544)
|7 S — 126 mg/100 ml (69-191)
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No LCR, os limites superiores de detecgdo das imunoglobulinas considerados como

valores normais eram os seguintes (307, 353):

|G PR 4,5 mg/100 ml
TZA ooveveeeeeseeeeseeseeseee 0,5 mg/100 ml
1 A ——— 0,05 mg/100 ml

Para a avaliagdo da sintese intratecal (SIT) de imunoglobulinas, utilizou-se, para além
da pesquisa de bandas oligoclonais da globulina y do LCR, o indice 1gG (77), de uso
consagrado na clinica neurolgica ndo sé pela facilidade de calculo mas, sobretudo, por entrar
em linha de conta com o estado da BHE ao introduzir a correc¢do da relagdo LCR/soro da
albumina; consideraram-se significativos de sintese intratecal de IgG os valores superiores a
0,70 (37, 131).

IgG do LCR / IgG do soro

indice IgG =
Alb. do LCR /Alb. do soro

5.2.4. Doseamento da fracc¢do 4 do Complemento
A fracgdo 4 do Complemento (C4) foi doseada pelo método de imunodifusdo radial

(229) acima descrito (ponto 5.2.3.), utilizando imunosoro mono-especifico de coelho anti-C4 a
concentragio de 0,80% em gel de agarose. Considerou-se como limite superior do normal o

valor de 45 mg/100 ml para o soro (131) e de 0,3 mg/100 ml para o LCR (307).

5.2.5. Estudo da barreira hemato-encefalica

Para avaliagdo da integridade da BHE utilizou-se o indice de Albumina (I,;p) através da
seguinte formula (248):

Ly = Albumina 1.cr/Albumina gica X 1000 (valor normal: < 8,0)

Com a mesma finalidade calculou-se também o quociente entre a albumina plasmética e
a do LCR, considerando-se como valor normal > 100.

Para a avaliagdo simultinea da fungSio da barreira hemato-encefilica e da sintese
intratecal da IgG ou da IgA, usou-se o método grafico (125, 310-312). Neste método, os
valores do quociente LCR/soro da albumina (Qau) € 0s do quociente LCR/soro da IgG (Quq)
ou de IgA (Qya), obtidos em cada caso, sdo colocados num diagrama que contém linhas de
referéncia dos diversos factores que interferem nos resultados: 1, discriminagéo entre fracgdes
da Ig derivadas do cérebro ou do soro; 2, extensdio percentual da sintese intratecal

relativamente a concentragdo total da Ig no LCR; 3, valores normais do Qu» conforme a idade,
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em virtude da modificagdo da BHE com a idade. A localizagdo do valor final numa das 5 areas
possiveis permite determinar o seu significado: 1, valores normais; 2, valores que traduzem
disfun¢do da BHE; 3, altera¢des da BHE associadas a SIT das imunoglobulinas; 4, SIT de IgG
ou IgA; 5, erro metodologico.

Para o estudo de controlo utilizaram-se amostras de LCR e sangue de 30 doentes que
ndo apresentavam doenga organica do sistema nervoso e em que o numero de células e o valor
da concentragdo das proteinas totais do LCR eram normais. Todas as amostras de LCR e soro

foram conservadas a -20 °C até ao seu processamento.

6. ANALISE ESTATISTICA

A precisdo das estimativas individuais dos niimeros totais de neur6nios ¢ dos volumes
das camadas foi avaliada através do coeficiente de erro (CE). Este coeficiente foi calculado em
fun¢do de dois factores independentes: (1) a varidncia decorrente da selecgdo dos cortes
histolégicos segundo um método simultaneamente aleatério e sistemdtico (411) e (2) a
varidncia devida a amostragem conseguida em cada seccdo, ou seja, ao “efeito Nugget” (139).
A precisio das estimativas individuais dos volumes nuclear e somatico dos neurdnios foi
calculada de acordo com Matheron (242) e Gundersen e Jensen (139), recorrendo a seguinte
equagio: CE* = CV%n. O coeficiente de erro médio foi calculado a partir dos valores
individuais usando a relagio: CE médio = V média CE’ (409). A varidncia interindividual
observada nas estimativas foi avaliada através do cédlculo do coeficiente de variagdo (CV =
desvio padrio/média) e a influéncia da variagdo biologica - CV biolégico (CVyig) - foi
determinada usando a relagdio: CV* = CV?,, + CE* (184). Na anélise estatistica dos resultados
morfométricos obtidos na formagdo do hipocampo usou-se a andlise de varidncia (ANOVA)
para uma variavel. A presenca ou auséncia de infecgio VIH foi tida como varidvel
independente.

A andlise estatistica utilizada no estudo do LCR incluiu dois tipos de métodos: nfo
paramétricos - teste U de Mann-Whitney e teste de Kruskal-Wallis - para 2 ou > 2 amostras
independentes, respectivamente, e paramétricos - teste de regressdo linear de Pearson (233,
350).

Consideraram-se estatisticamente significativas as diferencas em que P < 0,05.
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1. CARACTERISTICAS DA AMOSTRA
1.1. Amostra utilizada nos estudos estereologicos
As médias da idade, peso corporal, estatura e peso do cérebro dos doentes em que se

efectuou o estudo estereolégico da formagéo do hipocampo eram as seguintes:

Grupo de controlo: idade, 29,9 anos (variagdo 20 - 54 anos); peso corporal, 71,8 Kg

(variagdo 51 - 89 Kg); estatura, 169 cm (variagdo 158 - 180 cm); peso do cérebro, 1458 g
(variagdo 1340 - 1675 g).
Grupo de doentes com SIDA: idade, 37,3 anos (variagdo 24 - 50 anos); peso corporal,

61 Kg (variagdo 54 - 65,5 Kg); estatura, 179 cm (variagdo 173 - 182 cm); peso do cérebro,
1360 g (variagdo 1090 - 1480 g).

Observaram-se diferengas quanto as meédias do peso corporal e da estatura,
respectivamente menor € maior nos casos VIH+ que nos controlos, as quais todavia carecem
de possibilidade de tratamento estatistico visto que tais valores s6 eram conhecidos em 3 dos
10 casos com SIDA estudados. Embora o peso dos cérebros fosse, em regra, menor nos casos
de SIDA que nos controlos, o teste ANOVA mostrou que as diferengas nio eram
estatisticamente significativas (F,17) = 3,99; P = 0,062). As médias do intervalo de tempo
decorrido desde o obito até a colheita do material estdo dentro dos valores esperados quando
se estuda material necrépsico e foram idénticos nos 2 grupos - 28,2 horas (variagdo 17 - 36
horas) nos doentes com SIDA e 32,3 horas (variagdo 23 - 42 horas) no grupo de controlo. No
referente aos doentes com SIDA, verificou-se que a média de duragdio da doenca era de 18
meses em qualquer um dos 3 subgrupos estudados e que, clinicamente, se tinham registado

alteragdes neuropsiquiatricas em 6 doentes.

1.2. Amostra utilizada no estudo do liquido céfalo-raquidiano

As amostras de LCR (e sangue) analisadas provinham de doentes infectados quer por

VIH-1 (47 casos) quer por VIH-2 (12 casos). Nos outros 2 casos estudados em 1985, o virus
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foi designado por HTLV-III dado nio haver distingfio a época entre os 2 tipos de virus. O
LCR foi colhido em doentes que se encontravam em diferentes estadios clinicos, dos quais o
mais frequente era o IVC1, conforme se pode observar apds consulta dos Quadros VI, VII e
VIII, anteriormente apresentados, e, em 5 casos, em doentes que nfio apresentavam ainda
critérios de SIDA, mas apenas de ARC (AIDS related complex). Das amostras recolhidas, 26
provinham de doentes que nfio apresentavam doenga neurologica (grupo A) e 13 de doentes
com envolvimento directo pelo VIH (grupo Bl), sendo a deméncia a manifestagiio mais
frequente (7 casos). Nos restantes 22 casos do grupo B2 havia envolvimento neurolégico
secundario, no qual predominava a toxoplasmose cerebral. Ndo se encontrou qualquer
correlagdo significativa entre o tipo de envolvimento neurologico € o tipo de virus (P = 0,879).
A duragdo da doenga era muito variavel (< 8 dias - 10 anos), com média de 15 meses, nio se
tendo encontrado diferengas significativas nos 3 grupos de casos (P = 0,788), nem entre os

doentes infectados com VIH-1 ou VIH-2 (P = 0,325).

2. RESULTADOS QUALITATIVOS
2.1. Estudo neuropatologico de rotina

O estudo neuropatologico realizado em material corado pela hemateina-eosina néo
revelou alteragdes do sistema nervoso em 6 casos (grupo A). Nos restantes 14 encontraram-se
alteragdes neuropatologicas que permitiram efectuar o diagnostico necropsico do tipo de
envolvimento do sistema nervoso, as quais, nos casos seleccionados para o estudo
morfométrico, ndo atingiam as formagdes do hipocampo. Assim, relativamente ao grupo Bl
(doentes com evidéncia de envolvimento neurolégico directo pelo VIH) encontraram-se
alteracdes tipicas de encefalite em 3 casos, como nddulos microgliais e células multinucleadas,
as quais, em 2 casos, se encontravam associadas a infecgdes por agentes oportunistas. No
restante caso diagnosticou-se mielopatia, miopatia e toxoplasmose cerebral. Nos 10 casos em
que havia alteragdes secundarias a infec¢des oportunistas ou a neoplasias mas sem evidéncia de
envolvimento neurolégico directo pelo virus (grupo B2), diagnosticou-se toxoplasmose
cerebral em 4, meningite criptocdcica, meningoencefalite por virus citomegalico, € linfoma
cerebral, respectivamente em 2 casos cada, e meningoencefalite séptica no restante. De

salientar que 5 dos 20 casos de SIDA (25%) apresentavam lesdes cerebrais multiplas.
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O estudo da glia pela coloragio da hematoxilina 4cida fosfotungstica nfio revelou
quaisquer alteragdes gliais. Assim, ndo se detectaram diferengas qualitativas ou quantitativas

nas formagdes do hipocampo dos doentes infectados por VIH e dos controlos.

2.2. Estudo da formacio do hipocampo

2.2.1. Material incluido em metacrilato

A observagdo das formagdes do hipocampo feita em cortes incluidos em metacrilato e
corados pelo Giemsa ndo revelou alteragdes na organizagdo estrutural das diferentes
subdivisdes desta 4rea do SNC, que, como seria de esperar, era em tudo idéntica as descri¢des
feitas noutros trabalhos realizados no Homem (202, 203, 407, 408, 410); no entanto verificou-
se, como ja era esperado, alguma variabilidade de caso para caso quanto a espessura, extensdo
e configuragio das camadas celulares, nomeadamente da camada de células granulares da
fascia denteada. Através desta observa¢do qualitativa inicial, ndo foram aparentes quaisquer

diferengas volumétricas ou de densidade celular, entre os grupos de casos estudados.

2.2.2. Material impregnado pelo método de Golgi

As observagdes qualitativas das células estudadas por este método - arborizagdes
dendriticas das células granulares e de interneurdnios hilares (células em cesto) da fascia
denteada, e das células piramidais da regiio CA3 e de CAl do hipocampo (basais e apicais) -
ndo diferem do que se recolhe das descrigdes classicas de Ramén e Cajal (305) e de Lorente de
N6 (215) e tdo pouco das constantes na literatura mais recente (2, 10, 39, 40, 79, 204).

Assim, verificou-se que os dendritos primarios das células granulares surgiam quase
sempre do seu polo apical e dirigiam-se & camada molecular onde se dividiam diversas vezes de
forma dicotomica, distribuindo-se em drea triangular cujo vértice correspondia ao corpo
celular (205). Os dendritos apresentavam espinhas de morfologia e dimensdo varidveis em
maior nimero nos segmentos mais distais (39, 40, 79) e com maior incidéncia nos casos de
controlo. Quanto aos interneurénios em cesto, foi mais dificil a sua observagédo, pois, 0 numero
era muito mais reduzido do que o dos outros tipos celulares estudados. Verificou-se que se
localizavam junto da camada de células granulares da fascia denteada, tinham corpos celulares

e dendritos proximais hispidos e espiculados, ramos distais que se ramificavam em arco e
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distinguiam-se das células piramidais de CA3 pela auséncia de excrescéncias dendriticas e pela
presenca de terminagdes dendriticas em cacho (2).

No hipocampo ndo foi dificil a identificagdo das células piramidais, quer na regifio de
CA3 quer na de CAl, tomando como referéncia as numerosas descrigdes existentes na
literatura (10, 111, 164, 215, 305, 389). Assim, as células piramidais de CA3 diferiam das de
CAl e as que mais frequentemente tinham arborizagdes completas localizavam-se fora da zona
mais proximal de CA3; estas células caracterizavam-se pela presenga de excrescéncias
dendriticas nos ramos proximais das arborizagdes apicais, que, por sua vez, se ramificavam em
seguida obliquamente; os ramos apicais mais distais atingiam o stratum lacunosum-moleculare;
as arborizagdes basais das células piramidais de CA3 apresentavam numerosas ramificages
localizadas no stratum oriens. As células piramidais de CAl apresentavam arvores basais
menos complexas e os dendritos apicais exibiam ramos obliquos ao longo de uma maior
extensdo do ramo principal que as células piramidais de CA3. Os seus ramos mais distais,
localizados no stratum lacunosum-moleculare, eram encurvados e irregulares; embora as
espinhas das células piramidais de CAl variassem quanto a forma e tamanho, nfio havia
excrescéncias dendriticas. De um modo geral, encontraram-se em todos os casos numerosas
células piramidais impregnadas nas regides de CA3 e CAl, o que facilitou a obtengio de
material para o estudo de arborizagdes completas. Deve, no entanto, referir-se que foi mais
dificil seleccionar as arborizagdes dendriticas apicais que as basais devido & sua maior extensdo
e consequente maior incidéncia de ramos incompletos.

A excepgio de redugdio do nimero de espinhas dendriticas nas células granulares do
grupo VIH+, a observagdo qualitativa dos cortes impregnados pela prata nfdo permitiu
vislumbrar qualquer outra alteragdo morfoldgica das arborizagdes dendriticas das células

estudadas quer nos doentes com SIDA quer nos casos de controlo.

2.3. Estudo imuno-histoquimico

Com a marcagio da formagdo do hipocampo para ubiquitina observaram-se numerosos
corpos amilaceos em ambos os grupos bem como alguns corpos hialinos no citoplasma de
raros neuronios, sugestivos de corpos de inclusdo, em 3 casos de SIDA e 5 de controlo; estes
achados foram considerados inespecificos. A pesquisa de macréfagos efectuada através da

marcagdo para a lisosima foi positiva no material proveniente dos casos de SIDA que
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apresentavam lesdes necrosantes provocadas por agentes oportunistas, tendo-se mostrado
negativa em todos os outros. Quanto ao estudo imuno-histoquimico da glia, efectuado pela
marcagdo para GFAP, obtiveram-se resultados também idénticos em ambos os grupos, ndo se
tendo encontrado 4reas de gliose nos casos VIH+, achado que corrobora as observacdes feitas
no estudo neuropatolégico de rotina. Em suma, o estudo imuno-histoquimico ndo evidenciou,

directa ou indirectamente, aspectos sugestivos de degenerescéncia neuronal hipocampal.

3. RESULTADOS QUANTITATIVOS

3.1. Estudo morfométrico da formacdo do hipocampo

3.1.1. Fascia denteada

3.1.1.1.Camada de células granulares: os dados quantitativos referentes ao volume desta

camada, bem como ao numero total € volume nuclear médio dos seus neurdnios estdo

representados graficamente na Figura 7.
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Fig. 7. Representagfo grafica dos dados obtidos na camada de células granulares da fascia denteada do grupo de
controlo (0) e do grupo de SIDA (o). A. Volume da camada. B. Numero total de células. C. Volume nuclear
médio. As linhas horizontais representam as médias.
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Encontrou-se nos casos de SIDA uma diminui¢do de cerca de 25% do volume da
camada de células granulares, que se verificou ser estatisticamente significativa (Fq 18y = 18,57,
P = 4x10’4). O ntmero total de neurdnios era 6,5% menor nos casos de SIDA que nos
controlos mas a diferenca ndo era significativa (F 15y = 1,77; P = 0,200); mais ainda, nos casos
de SIDA havia diminui¢do de 28% do volume nuclear médio das células granulares que se
verificou ser estatisticamente significativa (Fq 5= 87,51; P < 5x10%). A variabilidade
interindividual média no volume, nimero total de neurdnios e volume nuclear médio era de
14%, 11% e 8%, respectivamente.

Nas Figuras 8 ¢ 9 estdo representados graficamente os resultados obtidos apds a

analise quantitativa e métrica das arboriza¢Ses dendriticas das células granulares.
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Fig. 8. Representagdo grifica dos dados morfoméiricos obtidos nas arborizagBes dendriticas das células
granulares do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as médias e as linhas
verticais 1 desvio padrdo. A. Namero total de segmentos dendriticos por célula. B. Nimero de segmentos
terminais por ordem dendritica. C. Densidade de espinhas dendriticas nos segmentos proximais (P} (P <0,01) e
nos segmentos distais (D) (P < 0,01). D. Densidade de ramificag¢fo dendritica.
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Fig. 9. Representagdo gréfica dos dados da anélise métrica das arborizagdes dendriticas das células granulares
obtidos no grupo de controlo (o) e no grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as médias e as linhas
verticais 1 desvio padrdo. A. Comprimento dendritico total. B. Comprimento total dos segmentos terminais (T)
e dos segmentos intermédios (I). C. Comprimento médio dos segmentos terminais (T) e dos segmentos
intermédios (I).

Quadro XI. Resultados da andlise estatistica dos dados obtidos nas arborizagdes
dendriticas das células granulares (ANOVA)

Fug P ] Fus P
Niimero total de segmentos 1,27 0,293 Densidade de ramificagio dendritica
Nimero de terminais por ordem dendritica Circulo 1 2,87 0,129
Ordem 1 0,02 0,879 Circulo 2 0,76 0,409
Ordem 2 2,52 0,151 Circulo 3 1,73 0,224
Ordem 3 0,71 0,423 Circulo 4 3,33 0,105
Ordem 4 2,53 0,151 Circulo 5 1,47 0,259
Ordem 5 0,07 0,801 Circulo 6 0,19 0,677
Ordem 6 0,50 0.498 Circulo 7 0,07 0,801
Ordem 7 0,82 0,392 Circulo 8 1,39 0,272
Circulo 9 0,58 0,469
Circulo 10 0.79 0,402
Comprimento dendritico total 0,01 0,921 Circulo 11 0,00 0,991
Comprimento total dos segmentos Circulo 12 0,06 0,809
Terminais 0,03 0,863 Circulo 13 0,03 0.878
Intermédios 0,06 0,820 Circulo 14 0,01 0,981
Comprimento médio dos segmentos Circulo >15 0,00 0,957
Terminais 0,04 0,846 Densidade das espinhas dendriticas
Intermédios 0,62 0,454 Segm. Proximais 1745 0,003 *
Segm. Distais 21,89 0,002 *

* Estatisticamente significativo

O teste ANOVA permitiu concluir que a unica diferenga estatisticamente
significativa encontrada nas arborizagdes dendriticas das cé€lulas granulares era a

diminuicdo marcada da densidade das espinhas dendriticas nos casos de SIDA, da ordem
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dos 40 % nos segmentos proximais (P = 0,003) e de 42 % nos distais (P = 0,002). Quanto
as diferengas encontradas nos outros pardmetros morfométricos, cujas médias se
apresentavam mais elevadas ora no grupo de controlo, como o comprimento médio dos
segmentos terminais, ora na SIDA, como o niimero total de segmentos (Figuras 8 e 9), ndo

se verificaram ser significativas apds aplicagdo do ANOVA (Quadro XI).

3.1.1.2. Hilo: na Figura 10 apresentam-se os dados quantitativos obtidos na regido hilar da
fascia denteada, quanto a volumes, numeros totais de neurdnios € volumes nuclear e
somatico médios. Encontraram-se diferengas significativas no volume desta regifo (F,18) =
5,64; P = 0,029), com 16% de redugfio na SIDA, e no volume somatico médio (F,1s =
13,65; P = 0,002), com redugdo de idéntica magnitude, que também era 16% menor no
mesmo grupo de casos. Pelo contrario, o nimero total de neur6nios era sensivelmente
idéntico em ambos os grupos (F1 15 = 0,02; P = 0,885). Havia ainda uma ligeira diminuigdo
de 8,5% no volume nuclear médio na SIDA que nfio era significativa apos aplicagdo do
ANOVA (Fqg = 2,68; P = 0,119). A variabilidade interindividual média no volume,
numero total de neurénios e volumes nuclear e somatico médios era de 17%, 11%, 12% e

10%, respectivamente.
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Fig. 10. Representagdo grafica dos dados obtidos no hilo do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (s). A.
Volume da camada. B. Numero total de células. C. Volumes nuclear (VN) e somético (VS) médios. As linhas
horizontais representam as médias.
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Os resultados da anélise das arborizagbes dendriticas das células em cesto podem
observar-se nas Figuras 11 e 12. No grupo de doentes com SIDA encontrou-se uma
significativa diminui¢io quer do mimero total de segmentos dendriticos (P = 0,002) quer do
comprimento dendritico total (P = 0,016) e do comprimento dos segmentos terminais
(P = 0,014). A densidade de ramificagiio dendritica estava também reduzida nesse grupo de

doentes nos circulos 1 a 5.
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Fig. 11. Representagdo grafica dos dados morfométricos obtidos nas arborizagdes dendriticas basais das células
em cesto hilares do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as médias e as
linhas verticais 1 desvio padrdo. A. Numero total de segmentos dendriticos por célula (P < 0,001). B. Nimero
de segmentos terminais por ordem dendritica (ordens 1 e 3, P < 0,04). C. Densidade de espinhas dendriticas. D.
Densidade de ramificagdo dendritica (circulos 1 a 5, P <0,05).
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Fig. 12. Representagdo grafica dos dados da analise métrica das arborizagbes dendriticas das células hilares
obtidos no grupo de controlo (o) e no grupo de SIDA (s). Os simbolos representam as médias e as linhas
verticais 1 desvio padrdio. A. Comprimento dendritico total (P < 0,02). B. Comprimento total dos segmentos
terminais (T) (P < 0,02) e dos segmentos intermédios (I). C. Comprimento médio dos segmentos terminais (T)
¢ dos segmentos intermédios (I).

Os resultados da analise estatistica dos dados obtidos nas arboriza¢des dendriticas

dos interneuronios hilares encontram-se no Quadro XII.

Quadro XII. Resultados da anilise estatistica dos dados obtidos nas arborizacdes
dendriticas basais das células em cesto (ANOVA)

F(I,B] P F(],S) P
Numero total de segmentos 20,34 0,002 * Densidade de ramificagfio dendritica
Nuamero de terminais por ordem dendritica Circulo 1 7.31 0,027 *
Ordem 1 1,61 0,024 * Circulo 2 37,75 0,001 *
Ordem 2 3.81 0,087 Circulo 3 19,90 0,002 *
Ordem 3 6,17 0,038 * Circulo 4 26,92 0,001 *
Ordem 4 0,88 0,375 Circulo 5 5,76 0,043 *
Ordem 5 3.19 0,112 Circulo 6 2,77 0,135
Ordem 6 2,26 0,171 Cireulo 7 0,04 0,849
Circulo 8 0,69 0,428
Comprimento dendritico total 9,39 0,016 * Circulo 9 0,28 0,613
Comprimento total dos segmentos Cireulo 10 0,44 0,527
Terminais 9,74 0,014 * Circulo 11 2,58 0,147
Intermédios 4,12 0,077 Circulo 12 2,21 0,175
Comprimento médio dos segmentos Circulo > 13 2,21 0,176
Terminais 3,98 0,081
Intermédios 2,01 0,194 Densidade das espinhas dendriticas 2,36 0,163

* Estatisticamente significativo
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3.1.1.3. Camada molecular: Os valores obtidos no volume da camada molecular (Fig. 13)

eram, em meédia, menores nos casos VIH+ (7%), mas o ANOVA ndo revelou diferengas

significativas (F 15y = 1,58; P = 0,225). O CV dos volumes foi de 11% nos controlos e 14%

nos casos de SIDA.

3.1.1.4. Volume global da fascia denteada: tomando em considerag¢do os valores individuais

encontrados para os volumes das 3 camadas da fascia denteada, obtiveram-se através da sua

soma, em cada caso, os valores volumétricos globais da fiscia denteada. Verificou-se que o

volume da fascia denteada se encontrava reduzido 13% na SIDA, conforme se pode observar

na Figura 13, diferenga que analisada pelo ANOVA se mostrou significativa (F 15 = 6,93;

P=10,017).
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Fig. 13. Representa¢dio grafica dos dados obtidos na camada molecular e na fiscia denteada do grupo de
controlo (0) e do grupo de SIDA (e). A. Volume da camada molecular. B. Volume global da fiscia denteada.

As linhas horizontais representam as médias.
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Em resumo, na fascia denteada dos casos VIH+ observou-se uma apreciavel
redugdo volumétrica - 13% - que se fica a dever principalmente & diminuigfio do
volume da camada de células granulares - 25% - e, em menor grau, da regidio hilar -
16%. Esta varia¢do nfio era acompanhada por reducdo do nmimero total de neur6nios.
Porém, o volume somatico médio das células granulares estava reduzido em 28% e dos
neuronios hilares em 16%, respectivamente. Além disso, en.coﬁtraram.nse importantes
alteragdes das arborizagdes dendriticas na SIDA: perda de 40% no ntimero de espinhas
dendriticas nos segmentos proximais e de 42% nos distais das células granulares;
diminuicdo do numero total de segmentos dendriticos, do compriménte dendritico
total, do comprimento dos segmentos terminais e da densidade de ramificagdo

dendritica nas regides proximais das arborizagGes das células hilares em cesto.

3.1.2. Hipocampo

3.1.2.1. Regido CA3
3.1.2.1.1. Camada de células piramidais (Fig. 14):
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Fig. 14. Representagdio grafica dos dados obtidos na camada de células piramidais de CA3 do grupo de controlo
(o) e do grupo de SIDA (). A. Volume da camada. B. Nimero total de células. C. Volumes nuclear (VN) e
somatico {VS) médios. As linhas horizontais representam as médias.
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Nesta camada registou-se uma redugfo volumétrica de cerca de 22% no grupo VIH+,
que o ANOVA revelou ser significativa (Fu,5y = 11,36; P = 0,003). No entanto, nfo se
encontraram diferengas significativas no niimero total de neurénios (F; 18y = 2,50; P = 0,132).
No referente aos volumes celulares observou-se, nos casos de SIDA, diminui¢do dos volumes
nuclear e somatico médios da ordem de 22% e 31%, respectivamente, diferengas estas que o
ANOVA revelou serem significativas (F(.1s) = 22,44; P = 2x10™ e F(1.15 = 72,10; P = 5x10™).
A variabilidade interindividual média quanto ao volume, nimero total de neur6nios e volumes

nuclear e somatico médios era de 16%, 10%, 11% e 10%, respectivamente.

Os resultados da andlise quantitativa e métrica das arborizagdes dendriticas basais das
células piramidais de CA3 obtidos nos dois grupos de doentes, sdo representados graficamente

nas Figuras 15 e 16 e os resultados da respectiva analise estatistica no Quadro XITII.
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Fig. 15. Representagdio gréfica dos dados morfométricos obtidos nas arboriza¢des dendriticas basais das células
piramidais de CA3 do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as médias e as
linhas verticais 1 desvio padriio. A. Niimero total de segmentos dendriticos por célula. B. Namero de segmentos
terminais por ordem dendritica. C. Densidade de espinhas dendriticas. D. Densidade de ramificagdo dendritica.
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Fig. 16. Representagdo grafica dos dados da anélise métrica das arborizagdes dendriticas basais das células
piramidais de CA3 obtidos no grupo de controlo (o) e no grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as
médias e as linhas verticais 1 desvio padrdo. A. Comprimento dendritico total. B. Comprimento total dos
segmentos terminais (T) e dos segmentos intermédios (I). C. Comprimento médio dos segmentos terminais (T)
e dos segmentos intermédios ().

Observaram-se valores significativamente menores na SIDA quanto a densidade de
ramificagdo dendritica no circulo 5 (P < 0,03) e discretamente menores no 2 (£ = 0,068). A
densidade de espinhas dendriticas (P = 0,057), o comprimento dendritico total (P = 0,069), € o
comprimento total (2 = 0,050) e médio (P = 0,035) dos segmentos dendriticos terminais, eram

também menores nos casos de SIDA que nos controlos.

Quadro XIII. Resultados da anilise estatistica dos dados obtidos nas arborizac¢des
dendriticas basais das células piramidais de CA3 (ANOVA)

Fii8 P Fug P
Nimero total de segmentos 3,12 0,116 Densidade de ramificagfio dendritica
Numero de terminais por ordem dendritica Circulo 1 0,26 0,625
Ordem 1 0,12 0,738 Circulo 2 4,45 0,068
Ordem 2 1,58 0,244 Circulo 3 1,89 0,207
Ordem 3 0,10 0,761 Circulo 4 2.27 0,170
Ordem 4 0,01 0,929 Circulo 5 7,23 0,028 *
Ordem 5 1.19 0,307 Circulo 6 4,00 0,080
Ordem 6 0,46 0,521 Circulo 7 3,08 0,117
Ordem 7 1,27 0,292 Circulo 8 3,93 0,083
Ordem 8 0,36 0,565 Circulo 9 3,09 0,117
Comprimento dendritico total 4,43 0,069 Circulo 10 2,20 0,176
Comprimento total dos segmentos Circulo 11 1,65 0,235
Terminais 5,26 0,050 * Circulo 12 1,39 0,273
Intermédios 1,09 0,328 Circulo 13 1,09 0,327
Comprimento médio dos segmentos Circulo 14 0,84 0,387
Terminais 6,39 0,035 * Circulo =15 0,97 0,355
Intermédios 0,09 0,766 Densidade das espinhas dendriticas 4,94 0,057

* Estatisticamente significativo
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Relativamente a analise morfométrica das arboriza¢des dendricas apicais das células
piramidais de CA3 (Figuras 17 e 18), obtiveram-se no grupo de doentes VIH+ valores
menores, estatisticamente significativos, quanto ao nimero total de segmentos dendriticos
(P < 0,03), ao nimero de segmentos terminais de ordens 5 a 7 (P < 0,01), a densidade de
ramificagdo dendritica nos circulos 6 a 8 (P < 0,01, < 0,01 e < 0,04, respectivamente), ao
comprimento dendritico total (P < 0,05) e ao comprimento total dos segmentos terminais

(P <0,04). Os restantes valores nfo apresentavam diferengas significativas.
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Fig. 17. Representacdo grafica dos dados morfométricos obtidos nas arborizagdes dendriticas apicais das células
piramidais de CA3 do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (). Os simbolos representam as medias € as
linhas verticais 1 desvio padrdo. A. Namero total de segmentos dendriticos por célula (P < 0,03). B. Numero de
segmentos terminais por ordem dendritica (ordens 5 a 7: P < 0,01). C. Densidade de espinhas dendriticas. D.
Densidade de ramifica¢do dendritica (circulos 6 e 7, P < 0,01; circulo 8, P <0,04).
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Fig. 18. Representagdo grafica dos dados da andlise métrica das arborizagdes dendriticas apicais das células
piramidais de CA3 obtidos no grupo de controlo (0) e no grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as
médias e as linhas verticais 1 desvio padrdo. A. Comprimento dendritico total (P < 0,05). B. Comprimento total
dos segmentos terminais (T) (P < 0,04) e dos segmentos intermédios (I). C. Comprimento médio dos segmentos
terminais (T) e dos segmentos intermédios (I).

No Quadro XIV podem ver-se os resultados estatisticos obtidos apds aplicagdo do
ANOVA aos dados morfométricos das arboriza¢Ges dendriticas apicais da pirdmides de CA3.

Quadro XIV. Resultados da andilise estatistica dos dados obtidos nas arborizagdes
dendriticas apicais das células piramidais de CA3 (ANOVA)

Fiig) P Fas 5
Numero total de segmentos 7,69 0,024 * Densidade de ramificagfio dendritica
Namero de terminais por ordem dendritica Circulo 1 0,01 0,945
Ordem 1 1,04 0,338 Circulo 2 0,19 0,678
Ordem 2 0,18 0,682 Circulo 3 3,36 0,104
Ordem 3 0,58 0,470 Circulo 4 4,19 0,075
Ordem 4 0,90 0,370 Circulo 5 3,43 0,101
Ordem 5 12,01 0,009 * Circulo 6 12,11 0,008 *
Ordem 6 24,16 0,001 * Circulo 7 11,91 0,009 *
Ordem 7 13,53 0,006 * Circulo 8 6,16 0,038 *
Ordem 8 3,29 0,107 Circulo 9 0,31 0,592
Ordem 9 1,35 0,278 Circulo 10 0,35 0,571
Ordem 10 3,27 0,108 Circulo 11 0,01 0,969
Ordem 11 0,97 0,355 Circulo 12 0,03 0,866
Ordem 12 0,36 0,565 Circulo 13 0,11 0,744
Ordem 13 0,15 0,708 Circulo 14 0,01 0,942
Circulo =15 0,06 0,813
Comprimento dendritico total 5,64 0,046 * Densidade das espinhas dendriticas 3,35 0,104
Comprimento total dos segmentos Comprimento médio dos segmentos
Terminais 6,04 0,039 * Terminais 3,69 0,091
Intermédios 2,72 0,138 Intermédios 1,38 0,274

* Estatisticamente significativo
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16% menor nos casos de SIDA que nos controlos, mas as diferengas ndo eram significativas
(Faig) = 3,59; P = 0,074). O coeficiente de variagdo das estruturas era maior nos casos de
SIDA (26%) que nos controlos (16%).

3.1.2.1.3. Stratum lacunosum-moleculare: quanto aos valores do volume determinados
nesta camada (Fig. 19), 10% menores na SIDA, néo se encontraram diferencas significativas
(F.1s) = 1,34; P = 0,263). Também nesta estrutura, o CV era maior nos casos de SIDA (24%)
que nos controlos (17%).

3.1.2.1.4. Volume global de CA3: na Figura 19 apresentam-se os resultados

volumétricos totais da regifio de CA3, calculados com base na soma dos respectivos volumes
individuais obtidos em cada camada. Encontrou-se uma diminui¢do volumétrica da regido CA3
do hipocampo (F11s = 6,25; P = 0,022) dos doentes com SIDA que corresponde a uma
redugéio percentual de 16%.

35 — mE 3’O_| 8 4 o
“g o =)
NQE 3,0 o ® s 25 g ® — °
z ® 3 56— 88 v
2 25— —gﬂ @ g 0 o °
5~ < 2,0 = g
o 4 3 B e = 0
2 S g Bo e o 5 —
2 2.0 g g o e S o
2 oo § i8] o ‘s. 8 4 .
£ 15 e 3 ° e E ¥
5 " 3 ® B 3 -
g ° £ 1,0 )
310 - g 2
a " 3 g 3
g s 05— S
5 054 P g
= £
- =

0,0 — S 00— 0 —
A B C

Fig. 19. Representagdo grafica dos dados obtidos no stratum oriens, no stratum lacunosum-moleculare ¢ na
regido CA3 do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (e). A. Volume do stratum oriens. B. Volume do
stratum lacunosum-moleculare. C. Volume global de CA3. As linhas horizontais representam as médias.
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Em conclusdo, na regido CA3 do hipocampo dos casos com SIDA, encontrou-se
uma apreci&iifel diminui¢do volumétrica - 16%. Esta redugdo, embora patente nas
diferentes camadas, era estatisticamente significativa apenas na camada de células
piramidais (22%). Paralelamente, havia diminui¢io dos volumes nuclear ¢ somatico
médios destes neurénios (22% e 31%, respectivamente), mas, curiosamente, com
manuten¢do do seu nimero total. Simuitdneamente, as arborizagdes dendriticas basais,
e sobretudo as apicais, das células piramidais de CA3 mostravam francas alteragdes
quantitativas e métricas. Isto é, ndo se observou perda neuronal em CA3, mas sim
altera¢des neuriticas, tais como, diminuigdo do comprimento total ¢ médio dos
segmentos dendriticos terminais, do comprimento dendritico total e redug@o do nimero
de espinhas dendriticas nas arborizagdes basais, diminui¢do do nimero total de
segmentos, do niimero de terminais de ordens 5 a 7, do comprimento dendritico total €
do comprimento dos segmentos terminais e redugdo da densidade de ramificacdo
dendritica nos circulos 6 a 8 nas arborizagdes apicais, bem como sinais sugestivos de

lesdo neuronal.

3.1.2.2. Regido CAl

3.1.2.2.1. Camada de células piramidais: registaram-se também alteragdes em CAl

nos casos VIH+ (Fig. 20). Com efeito, os resultados volumétricos evidenciaram valores 13%
menores nesse grupo, diferenga que o ANOVA mostrou ser significativa (F ) = 6,00; P =
0,025). Ao invés, nenhuma diferenga foi encontrada quanto ao nimero total de neurénios entre
doentes com SIDA e o grupo de controlo (F 15 = 1,82; P = 0,194). Além disso, registou-se
também no grupo VIH+, significativa redugio quer do volume nuclear médio (16%; F 15 =
15,99; P = 0,001) quer do volume somatico médio (30%; Fu s = 73,77, P < 10*) das
piramides de CA1. A variabilidade interindividual média do volume, niimero total de neurdnios

e volume nuclear e somatico médio era de 12%, 8%, 11% e 9%, respectivamente.
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Fig. 20. Representagio gréfica dos dados obtidos na camada de células piramidais de CA1 do grupo de controlo
(0) e do grupo de SIDA (s). A. Volume da camada. B. Nimero total de células. C. Volumes nuclear (VN) e
somético (VS) médios. As linhas horizontais representam as médias.

Nas Figuras 21 e 22 apresentam-se os resultados da analise quantitativa e métrica das

arborizagdes basais das células piramidais de CAl e, no Quadro XV, os resultados estatisticos.

Quadro XV. Resultados da anilise estatistica dos dados obtidos nas arborizagdes
dendriticas basais das células piramidais de CA1 (ANOVA)

Fu g P Fazg P
Nimero total de segmentos 0.41 0,269  Densidade de ramificagio dendritica
Numero de terminais por ordem dendritica Cireulo 1 1,40 0,271
Ordem | 0,07 0,793 Circulo 2 0,25 0,630
Ordem 2 0,04 0,852 Circulo 3 0,61 0,459
Ordem 3 0,91 0,368 Circulo 4 2,37 0,162
Ordem 4 0,61 0,458 Circulo 5 0,36 0,563
Ordem 5 0,09 0,775 Circulo 6 1,35 0,278
Ordem 6 0,01 0,916 Circulo 7 0,63 0,450
Ordem 7 0,93 0,362 Circulo 8 0,36 0,563
Circulo 9 0,02 0,904
Comprimento dendritico total 0,01 0,976 Circulo 10 0,08 0,791
Comprimento total dos segmentos Circulo 11 0,60 0,462
Terminais 0,00 0,957 Circulo 12 0,60 0,461
Intermédios 0,31 0,592 Circulo 13 0,41 0,539
Comprimento médio dos segmentos Circulo 14 0,26 0,626
Terminais 0,79 0,399 Circulo >15 0,56 0,474
Intermédios 0,21 0,660 Densidade das espinhas dendriticas 37,05 0,0001 *

* Estatisticamente significativo
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Fig. 21. Representagdo grafica dos dados morfométricos obtidos nas arborizagdes dendriticas basais das células
piramidais de CA1 do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as médias e as
linhas verticais 1 desvio padrdo. A. Nimero total de segmentos dendriticos por célula. B. Nimero de segmentos
terminais por ordem dendritica. C. Densidade de espinhas dendriticas (P < 10*). D. Densidade de ramificagdo
dendritica.
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Fig. 22. Representagfio gréfica dos dados da andlise métrica das arborizagdes dendriticas basais das células
piramidais de CAl obtidos no grupo de controlo (o) e no grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as
médias e as linhas verticais 1 desvio padrdo. A. Comprimento dendritico total. B. Comprimento total dos
segmentos terminais (T) e dos segmentos intermédios (I). C. Comprimento médio dos segmentos terminais (T)
e dos segmentos intermédios (I).

78




A unica diferenga significativa registada entre os dois grupos, quanto aos dados
morfométricos obtidos nas arvores dendriticas basais das pirdmides de CAl, foi uma redugio

de 13% da densidade de espinhas dendriticas nos casos de SIDA (P < 10 (Fig. 21).

Quanto as arborizagdes dendriticas apicais das células piramidais de CAl, cujos
resultados da analise quantitativa e métrica se podem observar nas Figuras 23 e 24, 0 ANOVA
mostrou apenas diferencas significativas no comprimento médio dos segmentos terminais

(P < 0,04) entre os 2 grupos, sendo esse valor menor nos casos de SIDA (Quadro XVI).
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Fig. 23. Representago grafica dos dados morfométricos obtidos nas arborizagdes dendriticas apicais das células
piramidais de CA1 do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (e). Os simbolos representam as meédias e as
linhas verticais 1 desvio padrio. A. Numero total de segmentos dendriticos por célula. B. Nimero de segmentos
terminais por ordem dendritica. C. Densidade de espinhas dendriticas. D. Densidade de ramificagdo dendritica.
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Fig. 24. Representacio grafica dos dados da analise métrica das arborizagdes dendriticas apicais das células
piramidais de CA1 obtidos no grupo de controlo (o) e no grupo de SIDA (o). Os simbolos representam as
meédias e as linhas verticais 1 desvio padrio. A. Comprimento dendritico total. B. Comprimento total dos
segmentos terminais (T) e dos segmentos intermédios (I). C. Comprimento médio dos segmentos terminais (T)
(P < 0,04) e dos segmentos intermédios ().

Quadro XVI. Resultados da andlise estatistica dos dados obtidos nas arborizagdes apicais
das células piramidais de CA1 (ANOVA)

Fag P Fag P
Numero total de segmentos 0,04 0,848 Densidade de ramificagio dendritica
Numero de terminais por ordem dendritica Cireulo 1 0,09 0,777
Ordem 1 0,03 0,862 Circulo 2 0,41 0,539
Ordem 2 1,43 0,266 Circulo 3 0,06 0,810
Ordem 3 0,06 0,809 Circulo 4 0,01 0.960
Ordem 4 2,51 0,152 Circulo 5 0,69 0,431
Ordem 5 0,01 0,912 Circulo 6 0,01 0,985
Ordem 6 1,83 0,213 Circulo 7 0,09 0,777
Ordem 7 0,01 0,950 Circulo 8 0,42 0,534
Ordem 8 0,21 0,659 Circulo 9 0,09 0,773
Ordem 9 1,04 0,338 Circulo 10 0,09 0,788
Ordem 10 2,45 0,157 Circulo 11 0,01 0,942
Ordem 11 2,00 (0,195 Circulo 12 0,64 0,446
Ordem 12 1,80 0,217 Circulo 13 0,03 0,861
Circulo 14 0,01 0,959
Circulo >15 0,40 0,547
Comprimento dendritico total 1,02 0,341 Densidade das espinhas dendriticas 2,96 0,124
Comprimento total dos segmentos Comprimento médio dos segmentos
Terminais 0,61 0.457 Terminais 6,83 0,030 *
Intermédios 1,39 0,271 Intermédios 0,53 0,489
* Estatisticamente significativo
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3.1.2.2.2. Stratum oriens: os resultados do calculo do volume do stratum oriens estdo
graficamente expressos na Figura 25. Encontraram-se valores 3% maiores nos doentes com
SIDA que nos controlos, achado que 0 ANOVA mostrou néo ser significativo (F; 15 = 0,22;
P =0,644). O CV das estruturas foi de 16% nos controlos e de 17% nos casos de SIDA.

3.1.2.2.3. Stratum lacunosum-moleculare: no que se refere aos resultados

volumétricos obtidos no stratum lacunosum-moleculare (Fig. 25), verificou-se que os valores
obtidos nos casos VIH+ eram significativamente menores, com ordem de grandeza de 22%,
relativamente aos controlos (Fiis = 12,70; P = 0,002). A varidncia interindividual das
estruturas foi de 14% nos controlos e de 17% nos casos de SIDA.

3.1.2.2.4. Volume global de CAI: apés a determinagdo dos volumes das diferentes

camadas da regiio CAl acima mencionadas, calcularam-se, como alids acontecera na regido
CA3 do hipocampo, os volumes globais da regifio CAl. Os resultados obtidos e que se podem
observar na Figura 25 mostraram que na SIDA existia uma redugéo de 13% no volume global

de CA1 (Fu 15 = 6,87; P =0,017), estatisticamente significativa.
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Fig. 25. Representagfo grafica dos dados obtidos no stratum oriens, no stratum lacunosum-moleculare e na
regidio CAl do grupo de controlo (o) e do grupo de SIDA (o). A. Volume do stratum oriens. B. Volume do
stratum lacunosum-moleculare. C. Volume global de CA1. As linhas horizontais representam as médias.
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Em suma, na regiio CAl do hipocampo dos casos VIH+ observou-se uma
redugdo volumétrica percentualmente idéntica a registada na fascia denteada no mesmo
grupo, ou seja 13%, para a qual contribui a diminui¢do dos volumes da camada de
células piramidais e do stratum lacunosum-moleculare (13 e 22%, respectivamente).
Curiosamente, e tal como ja acontecera em outras camadas celulares da formagéo do
hipocampo, nfio se registaram diferencas significativas quanto ao numero total de
células piramidais de CAl. No entanto, os volumes nuclear médio e somatico médio
dessas células estavam ambos francamente diminuidos na SIDA (16 e 30%,
respectivamente). Encontraram-se também nesta regido sinais de degenerescéncia
dendritica nos casos VIH+, designadamente reducdo da densidade de espinhas
dendriticas nos segmentos terminais das arvores bésais e no comprimento médio dos

segmentos terminais das drvores apicais.

3.1.3. Volume global da Formacdo do Hipocampo

Os somatérios dos volumes obtidos nas 3 regides estudadas da formagdo do

hipocampo permitiram determinar o seu volume global (Fig. 26).
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Fig. 26. Representagfo grafica dos dados obtidos no volume da formagio do hipocampo do grupo de controlo
(o) e do grupo de SIDA (e). As linhas horizontais representam as médias.
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Verificou-se que os valores do volume da formagdo do hipocampo eram
significativamente menores na SIDA, como era de esperar, sendo a redugdo de cerca de 13%

(F(us) . 12,06, P= 0,003)

3.1.4. Comparacdo entre os grupos de casos VIH+

Obtiveram-se volumes totais e parcelares da formagdo do hipocampo bastante
semelhantes (F 8 = 0,53; P = 0,486) nos 2 grupos de doentes com SIDA, A e B (B1+B2). No
entanto, quando se efectuou a anlise estatistica dos resultados volumétricos obtidos no grupo
de controlo por um lado e de cada um dos subgrupos VIH+, A ou B1+B2, por outro (Quadro
XVII), detectaram-se algumas diferengas, face aos resultados anteriormente apresentados nos

pontos 3.1.1. e 3.1.2.

Quadro XVII. Resultados da aplicagiio do teste ANOVA aos valores dos volumes da
formacio do hipocampo do grupo A e do grupo B1+B2

Grupo A Grupo B1+B2
(n=4) (n=6)
Fa,12) P Foig P
Fdscia denteada
Camada de células granulares 13,93 0,003 * 9,31 0,009 *
Hilo 6,45 0,026 * 2,48 0,138
Camada molecular 5,09 0,044 * 0,04 0,840
Total 11,67 0,005 * 2,50 0,136
Regido CA3 do hipocampo
Camada de células piramidais 6,24 0,028 * 6,82 0,021 *
Stratum oriens 7,58 0,018 * 0,82 0,382
Stratum lacunosum-moleculare 0,20 0,665 2,31 0,151
Total 5,62 0,035 * 4,13 0,035 *
Regido CAI do hipocampo
Camada de células piramidais 215 0,168 6,85 0,020 *
Stratum oriens 0,01 0,924 0,41 0,530
Stratum lacunosum-moleculare 10,44 0,007 * 6,88 0,020 *
Total 4,59 0,053 * 5,43 0,035 *
Total da formacdo do hipocampo 12,27 0,006 * 7,92 0,014 *

Estatisticamente significativo

Com efeito, no grupo A, com 4 doentes sem envolvimento neurologico aparente,
encontrou-se, face aos resultados globais, uma maior diminuicdo de volume de todas as
camadas da fiscia denteada, e da regiio CA3 do hipocampo, ao contrario de CAl em que sé
era estatisticamente significativa a redugdo volumétrica encontrada no stratum lacunosum-
moleculare. Estas diminui¢des de volume implicaram por consequéncia, uma redugdo
volumétrica global da formagdo do hipocampo neste grupo com ordem de grandeza del6% e

que se verificou ser estatisticamente significativa. Quanto ao grupo B, constituido por 6 casos,
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1 do grupo Bl e 5 do B2, os resultados volumétricos eram bastante sobreponiveis aos obtidos
quando se considerou o grupo de casos VIH+ como um todo, a excepgdo do hilo da fascia
denteada e da propria fascia denteada na sua globalidade, estruturas onde ndo se detectaram
quaisquer alteragdes de volume face ao grupo controlo. Encontrou-se neste grupo de doentes,
com diversos tipos de envolvimento neurolégico, menor redugéio do volume total da formagdo
do hipocampo (cerca de 11%) em relagéo aos doentes do grupo A.

Pelo contrario, no tocante aos niimeros totais de neurénios das principais camadas
celulares da formagéio do hipocampo, nfio havia diferengas estatisticamente significativas entre
os doentes VIH+ dos grupos A e B1+B2. No entanto, a comparagéo entre o grupo de controlo
por um lado e cada um dos grupos A e B1+B2 por outro, permitiu detectar uma redugdo de
13% no numero total de células piramidais de CA3 no grupo A (doentes neurologicamente
assintomaticos) € que se verificou ser estatisticamente significativa (F(; 12y = 8,23; P = 0,014).

Quanto aos volumes nuclear e somatico médios dos neurdnios encontraram-se valores
semelhantes em ambos os grupos de doentes VIH+, a excepgio do volume nuclear médio das
células granulares que era menor nos doentes com infec¢do directa do sistema nervoso e/ou
secundaria a agentes oportunistas (grupos Bl e B2), relativamente aos assintomaticos do
grupo A (F 5 =5,70; P = 0,044). No entanto, a comparacéio entre cada um desses grupos por
um lado, e o grupo de controlo por outro, nfio permitiu detectar quaisquer diferengas.

As diferencas acima apontadas, quanto a volumes, nimeros totais e volumes nuclear e
somatico dos neurénios, quando se compararam os resultados obtidos nos controlos por um
lado, e cada um dos grupos de SIDA por outro, carecem da possibilidade de interpretagdo
correcta, dado o pequeno numero de casos do grupo A e do grupo B.

Néo se procedeu a comparagdo inter-grupos de SIDA dos resultados do estudo
quantitativo e métrico das arborizagdes dendriticas, dado o pequeno nimero de casos

estudados (5) em cada grupo.

Em concluséo, estes resultados mostram que a formac¢do do hipocampo de
doentes com SIDA, seja qual for o tipo de envolvimento neurolégico que apresentem, €
sede de importantes alteragGes citoarquitectonicas - atrofia das diferentes subdivisdes e
diminui¢do volumétrica dos corpos celulares e ntcleos das principais populagdes
neuronais - mas sem concomitante morte celular. H& ainda evidéncia de

degenerescéncia neuritica generalizada com compromisso dos circuitos hipocampais.
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3.2. Estudo do liquido céfalo-raquidiano

3.2.1. Imunidade celular

3.2.1.1. Citologia do liguido céfalo-raquidiano: A contagem celular do LCR, nimero de

células por mm’, foi efectuada em 59 casos (Quadro XVIII). Verificou-se que apenas em 15
casos, distribuidos pelos 3 grupos considerados - A, B1 e B2 - existia pleocitose. Ou seja, na
maioria dos casos a contagem celular era normal. Através da aplicacdo do teste de Kruskal-
Wallis concluiu-se que nfio havia diferengas estatisticamente significativas quanto a existéncia
ou nfio de pleocitose do LCR nos 3 grupos de doentes (P = 0,568); no entanto, considerando
apenas os 15 casos com pleocitose (Quadro XVIII), verificou-se que a média do nimero de

células era significativamente mais elevada no grupo B2 (P = 0,027).

Quadro XVIIL Citologia e citomorfologia do LCR em doentes VIH+

Grupo Células/mm’ Citomorfologia

] >5 (Média + DP) Normal Linfo- Neutro- Mista

citaria filica (L+N)

A (n=26) 19 7 (14,7i 19,1) 19 4 0 3 2%
B1 -1y 9 2 9+14) 3 5 0 3
B2 - 16 6 (154 +277,7) 9 62 2 531
Total 44 15 31 15 2 11
% (75) (25) (53) (25) 3) (19)

* Presenga de eosinéfilos
** Presenga de criptococcus neoformans

3.2.1.2. Citomorfologia do liguido céfalo-raquidiano: Embora o numero de casos com

pleocitose fosse pequeno, observaram-se alteragdes dos quadros citomorfolégicos,

designadamente predominio das células linfocitarias, quase em 50% do nimero de casos
(28 casos) em que se efectuou a identificagdo e contagem diferencial das células apds
sedimentagdo do LCR (Quadro XVIII). A comparagdo inter-grupos permitiu demonstrar que a
frequéncia de alteragdes citomorfologicas era significativamente mais elevada nos grupos Bl

ou B2 que no grupo A (P <0,05).

3.2.1.3. Subpopulagées leucocitdrias: Devido a observa¢do de células linfocitdrias num
aprecidavel nimero de sedimentos de LCR, entendeu-se 1util proceder a identificagio das
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subpopulagdes leucocitéarias por citometria de fluxo, sempre que o volume total da amostra de
LCR atingisse pelo menos 6 ml. No entanto, por dificuldades inerentes & técnica que requer a
presenga de células no LCR em nimero suficiente para incubagdio com os diferentes

anticorpos, apenas se obtiveram resultados em 4 casos (Quadro XIX).

Quadro XIX. Resultados das subpopulagées leucocitarias em 4 doentes VIH+

Grupo N° CD45+ CD14+ CD3+ CD4+ CD4+/ CD4+/ CD8+ CD19+ CD20+ CD4+

CD29+ CD45RA+ CD8+
Sangue
A 19 99 16 32 11 6 7 30 10 - 0,37
Bl 35 100 1 75 13 10 3 57 7 - 0,23
B1 36 100 5 74 49 - - 25 18 - 1,96
B2 44 99 - 44 3 - - 39 - - 0,08
LCR
A 19 79 2 64 18 - - - 22 - -
Bl 35 63 4 - 19 17 16 44 2 - 0,43
Bl 36 94 6 53 14 15 - 44 - 15 0,32
B2 44 55 14 34 9 - - 24 - - 0,38

Relativamente ao sangue periférico, encontraram-se sempre valores extremamente
diminuidos dos linfocitos CD4, como era de esperar, com correspondente inversdo da razdo
CD4/CD8, excepto no caso 36 do grupo B1, com ADC, no qual esse quociente era normal.
No que se refere ao LCR observou-se que a populagdo leucocitaria nfio era tdo homogénea
quanto no sangue, dificultando a andlise técnica. De qualquer forma verificou-se que a maior
parte das células no LCR eram linfocitos T (CD3) e que havia ligeira tendéncia ao aumento das
subpopulagbes B. Tal como ja acontecera no sangue periférico, também no LCR se
encontraram, em todos os casos, valores diminuidos dos linfocitos CD4, com consequente
redugdo da razio CD4/CD8. A marcagdo para as subpopulagdes dos linfocitos CD4 -
CD4+cpae+, ou células de memoria, € CD4+cpasrar, Ou células “naive”, foi conseguida num

numero tdo pequeno de casos que ndo permite tecer quaisquer consideragdes.

3.2.2. Imunidade humoral

3.2.2.1. Proteinas totais do liguido céfalo-raquidiano e soro: As proteinas totais estavam

aumentadas na maior parte dos casos VIH+. Com efeito, obtiveram-se concentra¢des proteicas

superiores a 45 mg/100ml em 40 casos, correspondendo a 69% dos casos em que se efectuou
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esta determinagio (Quadro XX). No entanto, a distribuigdo dos casos com
hiperproteinorraquia ndio era homogénea nos 3 grupos, pois © seu nimero era
significativamente menor no grupo A (P < 0,05).

Verificou-se ainda que a mediana dos valores das proteinas totais no LCR estava
significativamente elevada em relagdo & mediana dos valores dos casos de controlo (mediana
de 55 mg/100 ml na SIDA versus 36 mg/100 ml nos casos de controlo; P < 0,05) (Quadro
XXI); além disso, e quando se analisaram as medianas obtidas em cada grupo de doentes
(Quadro XX), observou-se que o aumento da proteinorraquia encontrado no grupo A era
significativamente menor do que o encontrado em qualquer um dos outros (P < 0,05). Néo
havia, no entanto, diferencas significativas entre os valores das proteinas totais dos grupos Bl

e B2 (P =0,928).

Quadro XX. Resultados das proteinas totais e dos perfis electroforéticos do LCR por
grupos de doentes VIH+

Grupo Proteinas totais (mg %; n=58) Perfil electroforético (n=55)

<45 > 45 mediana Normal Transudativo y-globulinico Misto
A 11 13 46 7 4 11 (6% 0
B1 3 9 72 3 4 3@2m 22%
B2 4 18 71 6 4 8 (5% 3@
Total 18 40 16 12 22 5
% 31 69 29 22 40 9

* presenga de bandas oligoclonais da globulina y em 17 casos

3.2.2.2. Electroforese das proteinas

a) Aspecto qualitativo: O perfil electroforético do LCR foi efectuado em 55 casos

(Quadro XX) e revelou-se patologico em 39 (71%). Destes, em 12 casos era de tipo
transudativo, em 22 casos era de tipo y-globulinico com ou sem bandas oligoclonais em 13 ¢ 9
casos respectivamente, e nos restantes 5 casos era de tipo misto, isto ¢, simultaneamente
transudativo e y-globulinico, por vezes com bandas oligoclonais.

Dos perfis patologicos ha a salientar o predominio, em cada grupo, de casos com
presenga de bandas oligoclonais da globulina v, associados em 5 deles a disfun¢do da barreira
hemato-encefalica (perfil misto). Verificou-se ainda que o maior nimero de perfis normais se
encontrava no grupo A, como era de esperar, ndo sendo contudo estatisticamente significativo

(P = 0,163). Realga-se também o facto de ndo existirem diferengas estatisticamente
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significativas quanto & distribuicio dos perfis electroforéticos patologicos pelos 3 grupos
(P =0,911, teste de Kruskal-Wallis).

b) Quantificagdo das fracgdes electroforéticas: Os valores, relativos e absolutos, das

medianas das diferentes frac¢des electroforéticas do LCR e soro, obtidos nos 43 casos VIH+
em que foi possivel a leitura das lAminas por densitometria, bem como os valores obtidos em
controlos, encontram-se nos Quadros XXI e XXII, respectivamente. Os valores do Indice Q

podem observar-se no Quadro XXI.

Quadro XXI. Anailise estatistica das concentragdes das proteinas totais e dos valores
relativos das fracedes electroforéticas do LCR e do soro (Teste U Mann-Whitney)

LCR Soro
Grupo P.T. Pré-A. Alb. Glob. Glob. Glob. Glob. Glob. P.T. Glob. Indice Q
(mg/100ml) ol a2 B y @100m)
VIH
Mediana 55,0 21 595 65 48 68 3.1 12,5 79 22,0 0,60
Percentil 10 26,0 0,2 408 19 26 31 19 6,3 55 124 0,33
Percentil 90 1253 4,8 790 94 1,0 146 57 28,3 83 380 1,10
NORMAIS
Mediana 36,0 39 590 52 7.8 120 33 6,3 74 18,0 0,35
Percentil 10 237 19 530 25 46 79 17 23 6.7 12,0 0,11
Percentil 90 44,0 77 680 68 150 198 49 94 8.4 28,0 0,69
P <0,0001 <0,0001 0,780 0,075 <0,003 <0,001 0920 <0,0001 0,280 <0,010 <0,0001

P.T., proteinas totais; Pré-A., pré-albumina; Alb., albumina; Glob., globulina.

Quadro XXII. Analise estatistica dos valores absolutos das fraccdes electroforéticas do
LCR e do soro (Teste U Mann-Whitney)

LCR Soro
(mg/100 mi) (/100 mi)
Grupo Pré-A. Alb. Glob. Glob. Glob. Glob. Glob. Glob.
al [1¥] B T Y Y
VIH
Mediana 1.4 33,0 3.7 33 4,5 1,8 7.3 1,7
Percentil 10 0,1 18,0 0,9 1.2 14 0,9 2,9 0.8
Percentil 90 39 72,4 8,2 7.8 11,5 44 232 3,1
NORMAIS
Mediana 1.4 21,5 1.8 3.0 4,3 1,2 2,2 1.3
Percentil 10 0,7 152 1,0 1.4 2,7 0.4 0,6 0,7
Percentil 90 2,6 28,9 2,9 55 8,0 1,9 34 2.2
P 0,950 <0,001  <0,0001 0,480 0,640 <0,001  <0,001 0,065

Pré-A., pré-albumina; Alb., albumina; Glob., globulina.
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A electroforese das proteinas do LCR mostrou diversas alteragdes no grupo VIH*,
com destaque para o aumento da globulina vy, cujas medianas dos valores relativos e absolutos
eram 2 e 3 vezes superiores as dos normais, respectivamente (Quadros XXI e XXII). A maior
parte das outras fracgBes electroforéticas estavam percentualmente diminuidas, facto
particularmente not6rio nos valores relativos da pré-albumina e das globulinas a; e § (Quadro
XXI).

No referente aos valores absolutos (Quadro XXII) observou-se que todas as fracgdes
proteicas estavam aumentadas. Salienta-se, em particular, o facto de a globulina t, proteina
tecidular, estar significativamente aumentada em valor absoluto no LCR dos doentes com
SIDA. No soro registou-se um aumento dos valores relativos e absolutos da globulina y mas os
valores das proteinas totais ¢ das restantes fracgSes electroforéticas ndo eram
significativamente diferentes dos valores normais (Quadros XXI e XXII).

A comparaciio entre os grupos de SIDA quanto aos valores relativos e absolutos das
diferentes fracgdes electroforéticas do LCR nfio revelou diferengas estatisticamente
significativas, a excepgdo do valor absoluto da pré-albumina cuja mediana estava ligeira mas
significativamente diminuida no grupo A (1,24 mg/100 ml) face aos valores obtidos nos grupos
B1 (1,35 mg/100 ml) e B2 (1,39 mg/100 ml) (P < 0,05). Concomitantemente, observaram-se
menores concentragdes das proteinas totais do LCR no grupo A, constituido pelos doentes
neurologicamente assintomaticos, que nos grupos Bl e B2 (P < 0,05). As medianas das
proteinas totais séricas e os valores relativos e absolutos da globulina y sérica eram
semelhantes nos 3 grupos de doentes VIH+.

Em 43 casos do grupo VIH+ determinou-se o Indice Q, quociente entre os valores
relativos da globulina y do LCR e do soro (Quadro XXI), e verificou-se que a mediana dos
valores obtidos estava significativamente elevada quando comparada com a mediana dos casos
normais. De facto, o Indice Q estava aumentado em 29 casos, distribuidos pelos 3 grupos,
cujos valores medianos eram semelhantes (P = 0,938), traduzindo quebra da BHE em 23 casos
(1 > Q > 0,5) e sintese intratecal de anticorpos em 6 casos (Q > 1), como se pode apreciar

através da andlise da representag¢do grafica que se mostra na Figura 27.
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3.2.2.3. Estudo das imunoglobulinas e avaliacdo da sintese intratecal: Em 10 casos

determinaram-se as concentragdes das imunoglobulinas G, A e M no LCR e no soro, cujos

resultados estdo expressos no Quadro XXIII.

Quadro XXIII. Valores das imunoglobulinas (n=10) e da frac¢iio C4 do complemento (n=6)

em doentes com SIDA (mg/100 ml)

Grupo LCR Soro LCR Soro
N° IgG IgA IgMIgG IgA IgM Indice IgG IgG soro/ Indice IgA| C4 C4

IgG LCR

A 2 138 09 - 1843 134 339 1,18 133,6 1,06 0.0 33,9
3 86 15 - 2918 1638 176 0,71 3394 0,22 0.4 22,7
4 272 14 - 4915 248 704 0,71 180,7 0,73 0.8 109,0
10 80 13 - 3698 158 921 0,66 4634 2,50
15 61 14 - 1118 206 192 1,18 184.8 1.48

Bl 30 96 26 - 3481 925 309 0,81 362,6 0,84 0,7 56,0
31 36 14 - 3226 602 640 0,55 906,1 1,17 42 29,9

B2 40 164 33 - 1608 424 253 0.98 98,0 0,74 0.4 19,2
47 100 14 - 1129 224 434 0,65 1137 0,46
49 69 29 - 893 683 329 0,54 130 0,29

Mediana 91 14 - 2380 336 334 0,71 182,8 0,79 0,6 31,9

Percentil 10 38 09 - 916 136 178 0,54 99,6 0,23 0,0 19,2

Percentil 90 26,1 32 - 4793 1567 899 1,18 861 2,40 2.8 878
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Como se pode observar, obtiveram-se concentragdes elevadas das imunoglobulinas G ¢
A no LCR na maior parte dos doentes com SIDA. Com efeito, a IgG apresentava valores
acima do maximo normal (4,5 mg/100 ml) excepto num caso, com mediana de 9,1 mg/100 ml,
e a [gA estava aumentada em todos os casos relativamente aos valores considerados normais
(353). Além disso, e embora os valores séricos da IgG e da IgA estivessem também elevados
na maior parte dos casos, encontrou-se aumento do fndice IgG e do indice IgA (calculado do
mesmo modo que o Indice IgG) em 6 e em 7 casos, respectivamente, tradutor de sintese
intratecal de imunoglobulinas; merece aqui realgar que a electroforese do LCR de trés casos
neurologicamente assintométicos (casos 2, 10 e 15) apresentava bandas oligoclonais da
globulina v, o que corrobora a existéncia de sintese intratecal de anticorpos. Recorde-se, neste
ponto, o que se disse anteriormente sobre a utilidade do Indice IgG para a avaliagdo da sintese
intratecal (SIT) de imunoglobulinas, em cujo célculo se introduz a correcgfo da relagdo
LCR/soro da albumina.

Como era de esperar, encontrou-se diminuigio dos quocientes entre a IgG do soro e a
IgG do LCR na maioria dos casos (80%), relativamente ao valor normal que ¢ de cerca de 400
(117), reflectindo um incremento proporcionalmente maior da IgG no espago subaracnoideu
que no plasma. No que se refere a IgM, verificou-se que esta imunoglobulina nfo era doseavel

no LCR em nenhum caso e que os valores séricos estavam elevados em todos os casos.

3.2.2.4. Determinacdo da fraccdo C4 do Complemento: A frac¢do C4 do Complemento foi

doseavel em 5 casos no LCR e em 6 casos no soro (Quadro XXIII). Verificou-se que os
valores obtidos no LCR eram sempre superiores ao normal (0,3 mg/100 ml), mas os séricos

estavam aumentados apenas em dois casos (> 45 mg/100 ml).

3.2.2.5. Avaliacdo da integridade da barreira hemato-encefdlica: A partir dos doseamentos

da albumina sérica ¢ do LCR obtidos nos 43 casos em que procedeu a quantificagdo das
fraccdes electroforéticas, determinou-se, respectivamente, 0 indice e o quociente soro/LCR da
Albumina (Quadro XXIV). Observou-se aumento significativo da albumina do LCR, com
consequente elevagdo do Indice de Albumina, em 84% dos casos de SIDA, traduzindo
disfungiio da BHE. Pelo contrario, como era de esperar, o quociente soro/LCR da Albumina

(107) estava diminuido nesse grupo.
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Quadro XXIV - Anilise estatistica do Indice e do Quociente da Albumina

Grupo Albumina LCR Albumina Soro Indice Alb. Alb. soro/Alb. LCR
(mg/100 ml) (/100 mi)

VIH

Mediana 330 s 13,0 77,0

Percentil 10 18,0 2l 5,0 478

Percentil 90 724 5.5 21,0 2000

NORMAIS

Mediana 215 33 6.8 147.5

Percentil 10 152 o 4,7 108,7

Percentil 90 28,9 4,1 92 2137
P <0,001 0,199 <0,001 < 0,001

A comparagdo destes valores entre os diferentes grupos de casos, revelou diferencas
estatisticamente significativas apenas entre o grupo A e o B2, quer no referente ao indice de
Albumina que era menor no grupo A (medianas A: 10, B2: 17; P < 0,01), quer no referente ao
quociente soro/LCR que era maior no grupo A (medianas A: 100; B2: 58,8; P < 0,01). Tal
achado sugere que a disfungdio da barreira, embora presente e significativa mesmo sem
sintomatologia do foro neuroldgico, pode ser todavia mais marcada na presenca de infecgdes

do SNC por agéntes oportunistas.

3.2.2.6. Avaliacdo simulténea da funcdo da barreira hematoencefdlica e da sintese intratecal

de_imunoglobulinas: O método grafico utilizado para esta avaliagdo, que se pode apreciar na

Figura 28, revelou a existéncia de SIT de IgG e de IgA em 7 doentes VIH+, incluindo os casos
neurologicamente assintométicos.

No caso 40, correspondente a um doente com infecgSes oportunistas do SNC -
toxoplasmose e leucoencefalopatia multifocal progressiva - havia simultaneamente disfungéo

da BHE.
Nos outros 2 casos do grupo B2, a elevagiio da IgG e da IgA no LCR era devida

apenas a disfuncdo da BHE.

Os restantes valores, referentes a 1 caso, situavam-se na area considerada normal.
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3.2.3: Influéncia da duragdo da infec¢do nas alteracdes do liquido céfalo-raguidiano

A anilise estatistica entre influéncia da duragio da doenga nos principais pardmetros
laboratoriais do LCR - nimero de células/mm’, quadro citomorfologico, concentragdo das
proteinas totais, tipo de perfil electroforétrico, Indice Q e Indice de Albumina - mostrou, como
finico resultado. estatisticamente significativo, a existéncia de relagdo inversamente
proporcional entre duragio da doenga e presenca de quadros citomorfolégicos anormais

(P <0,02).

3.2.4. Comparacdo entre tipo de virus e alteragdes do liguido céfalo-raquidiano

A comparagio entre os resultados obtidos nos pardmetros laboratoriais referidos no

ponto 3.2.3. e o tipo de virus, VIH-1 e VIH-2, ndo revelou qualquer diferengca significativa.
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Em conclusdo, o estudo da imunidade celular e humoral do LCR efectuado em

doentes infectados por VIH revelou alteragdes, independentemente da existéncia de
envolvimento neurologico clinico e do tipo de virus, tradutoras de activagdo imunitéria
intratecal. Das alteragdes celulares, que se observaram em menos de 50% dos casos,
destaca-se o predominio de células linfocitarias T com diminui¢do do fenétipo CD4 e
inversdo da razio CD4/CD8. Muito mais frequentes eram as alteragdes humorais que a
seguir se resumem: elevagdo do teor das proteinas totais no LCR em 70% dos casos,
significativativamente maior nos grupos Bl e B2 do que no grupo dos doentes
assintomaticos; perfis electroforéticos patologicos em 2/3 dos casos com predominio
dos perfis y-globulinicos com bandas oligoclonais; aumento dos valores relativos e
absolutos da globulina y no LCR e no soro e do valor absoluto da globulina T no LCR;
sintese intratecal de globulina y (elevacdo do indice Q) e de imunoglobulinas IgG e
IgA (elevagdo dos Indices IgG e IgA) associada ou ndo a disfungdo da barreira hemato-
encefalica (aumento da albumina no LCR e elevagdo do Indice de Albumina) na maior
parte dos casos estudados, o que se comprovou pela andlise dos valores obtidos nos
diversos doseamentos e pelo método grafico; activagdo do complemento (fracgdo C4)

no LCR.
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Consideracoes iniciais

A histéria natural da SIDA e a biologia do virus VIH tém sido alvo de variadissimos
estudos que surgem a um ritmo alucinante, o que dificulta o acompanhamento judicioso dos
avangos cientificos alcangados nesta forma tfo particular de infecgo. Com efeito, dominios
investigacionais tdo dispares como a virologia, biologia molecular, bioquimica, imunologia,
farmacologia, epidemiologia, sdo aplicados ao estudo desta afecg¢fio, nomeadamente no que se
refere ao envolvimento do sistema nervoso, com vista a melhor conhecer o virus e a reacg¢éo
despertada no hospedeiro. Nio admira, entdo, que seja muitas vezes dificil fazer a sinopse da
informagdo produzida, nomeadamente quando se desconhece em pormenor o territorio onde
os achados tém lugar. Isto significa que, ndo havendo historia sem geografia, sdo essenciais os
conhecimentos estruturais das areas onde os fenomenos séo detectados laboratorialmente.
Assim, como alids ja se salientou na Introdugfo, os estudos estruturais, quer de indole
neuropatologica quer de pendor morfofuncional, nfo tém sido descurados e tém contribuido de
modo inequivoco para a clarificacdo de inimeras dilogias consequentes a vertiginosa rapidez
com que surgem os resultados noutros dominios. Mais propriamente, o estudo da morfologia
do SNC dos doentes com SIDA, ndo s6 tem propiciado avangos no conhecimento dos
mecanismos da infec¢do e das suas consequéncias, como tem contribuido para alicer¢ar muitos
conhecimentos que fluem de modo desordenado. Compreende-se que tal acontega, tio grande
se torna a necessidade do controlo eficaz da doenc¢a, no momento uma das mais mediaticas e
que mais desperta o interesse da populagéio. Tendo tudo isto em atengdio entendeu-se ser util
proceder no inicio deste capitulo a uma reviséo dos aspectos gerais do virus VIH e da SIDA,
abordando o problema na sequéncia do que ja se disse na Introdugdo. Tem-se absoluta
consciéncia que se trata de um brevissimo resumo, indicando-se para os leitores mais
interessados fontes bibliograficas que se consideram adequadas para um eventual

aprofundamento deste assunto (61, 97, 161, 194, 324, 404, 405).
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Virus VIH e sistema nervoso

Os virus da imunodeficiéncia humana (VIH-1 e VIH-2) sdo virus nio oncogénicos que
pertencem a familia Retroviridae, subfamilia Lentiviridae (419). Estes virus acarretam leséo ou
lise celular, contrariamente aos virus oncogénicos que induzem alteragSes das células
infectadas (244). Os retrovirus sdo virus ARN de morfologia icosaédrica e constituidos por um
involucro externo e um nicleo central rodeado por um invélucro interior, a nucleocapside,
onde se encontram o 4cido nucleico, proteinas e enzimas, a mais importante das quais € a
polimerase do ADN designada também transcriptase reversa (244, 405). Quando uma célula é
infectada, esta enzima cataliza a sintese de um provirus de ADN que se integra no genoma do
hospedeiro por acgdo de uma outra enzima, denominada integrase. O provirus integrado
replica-se continuamente nas células infectadas, embora com intensidade varidvel,
condicionando a transcrigdo do genoma virico com produgfio de proteinas e sintese de novos
viriGes.

Para infectar as células o VIH necessita de receptores, o mais importante dos quais € o
antigénio CD4, expresso pelos linfocitos T auxiliadores e, em menor grau, também por
mondcitos, macrofagos, células de Langerhans, células dendriticas dos ganglios linfaticos,
células microgliais e da retina. A molécula CD4 liga-se a glicoproteina gp120 da superficie
externa do virus, por sua vez fixada a proteinas transmembranares, designadas gp41, que
recobrem o invélucro externo do virus (221, 405). Verifica-se, no entanto, que a presenga do
antigénio CD4 ndo ¢é suficiente para promover a entrada do virus nas células, uma vez que para
haver fusdo entre o involucro do viriio e a membrana celular é necessario um receptor
secundario, que se admite seja uma protease da superficie celular (41, 405). Sabe-se também
que, embora todas as estirpes de VIH-1 e VIH-2 se liguem ao receptor CD4, o mesmo ja ndo
acontece quanto ao receptor secundario indutor da fusfo, que varia entre esses dois tipos de
virus e até mesmo entre as diferentes estirpes conhecidas do VIH-1 (405). Por outro lado, o
antigénio CD4 ndo ¢ essencial para a entrada intracelular do virus, visto que h4 linhas celulares
que o ndo expressam e que podem ser infectadas pelo VIH-1, como se verificou in vitro em
estudos de culturas de células gliais (54) e neuronais (200). Assim, outras moléculas tém sido
investigadas como podendo constituir receptores alternativos ao CD4, menos eficientes ¢é
certo, caso do galactosilcerebrosideo, glicolipideo de membrana expresso por células neuronais

e astrogliais, moléculas de adesdo LFA-1, receptores Fc e receptores do complemento (405).
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Ap6s a fusio com a membrana celular, o VIH penetra no interior das células,
condicionando a sua destrui¢do por varios mecanismos, incluindo acgéo directa, formagdo de
sincicios, autofusdo e imunologicos como, por exemplo, fenémenos de rejeicio mediados por
citocinas, entre outros (405).

No que se refere ao tropismo do VIH, estd hoje assente que estirpes viricas distintas
variam quanto a sua afinidade para os diferentes tipos celulares. Assim, as estirpes viricas
isoladas do SNC e do LCR crescem preferencialmente nas linhas macrofagicas, isto €, sdo
macrofago-trépicas, enquanto que as isoladas das células mononucleares sanguineas se
propagam melhor nos linfocitos T, pelo que sdo designadas linfotropicas (405). O
neurotropismo do VIH, caracteristica geral dos lentivirus, foi demonstrado por diversos
estudos, como os que descreveram a presenga de acido nucleico do VIH-1 no cérebro de
doentes com SIDA através de hibridiza¢do in situ (345), a existéncia de particulas retroviricas
em células gigantes cerebrais e ocasionalmente em astrocitos em estudos ultraestruturais (96),
e até do proprio VIH-1 em células endoteliais dos capilares cerebrais. Num caso foi também
observada a presenga do virus em astrécitos e neurénios por técnicas de hibridizagéo in situ e
de imuno-citoquimica (121, 415).

Com efeito, embora os trabalhos iniciais sugerissem que as células da linha
macrofigica/microglial fossem o tipo celular predominantemente infectado, estudos posteriores
utilizando métodos de hibridizagdo in situ demonstraram infecgdo em 20% dos astrécitos (325)
e através de técnicas de PCR foi em seguida descrita a infecgfio de neurdnios (269). Seja como
for, continua a acreditar-se que, in vivo, as células-alvo da infec¢do produtiva pelo VIH sejam
os mondcitos e os macréfagos (106, 129) e ndo os neurdnios (97). Este facto foi corroborado
em estudos recentes que mostraram que 0s neuronios e os oligodendrdcitos permanecem livres
de virus (260, 377). Para o desencadear do neurotropismo vérios factores estdo envolvidos.
Estes incluem a propria sequéncia virica, o tipo especifico de célula infectada (incluindo os
receptores por ela expressos), a resposta imunitaria particular do hospedeiro e factores
ambienciais como a presenga de infecgdes oportunistas ou outros estimulos antigénicos (61).
Admite-se ainda que variantes do virus com diferentes tropismos sejam responsaveis por
diferentes caracteristicas da SIDA (405).

O mecanismo exacto de entrada do virus no cérebro permanece desconhecido. No
entanto, mantém-se a hipétese avangada pelos primeiros estudos ultraestruturais, classicamente
designada por “cavalo de Tréia”, segundo a qual seriam as células monocitarias infectadas

provenientes do sangue periférico que serviriam de veiculo de transporte do virus através da
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BHE, para o parénquima cerebral e para o LCR, tal como acontece com o virus visna (287).
Sendo assim, os macréfagos cerebrais infectados com o VIH mais nfo sfo do que a mera
expansdo dessas células monocitdrias. Acresce ainda que tais monocitos activados expressam
niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias, tais como o factor de necrose tumoral o (TNF-
a) € a interleucina 1 (IL-1), que induzem a expressdio de moléculas de adesdo endoteliais no
cérebro, mecanismo este facilitador da penetragfo celular no parénquima cerebral (267). Como
alternativa a este mecanismo, admite-se que particulas viricas possam também penetrar
livremente através da BHE quando exista aumento da permeabilidade, pelas células endoteliais
dos capilares cerebrais, ou mesmo por trafego normal de linfécitos T infectados, explicando
assim a possibilidade de infecgdo dos astrdcitos que parecem ser mais susceptiveis as estirpes
linfotrépicas (252). HA ainda a possibilidade de a disseminagdo hematogénea das células
infectadas pelo VIH ocorrer através dos plexos coroideus para o LCR e regibes
periventriculares (102), podendo haver mesmo a nivel dos plexos coroideus sequestro de
células infectadas (11, 332). Foi também langada uma hipétese de sentido contrario, isto &,
uma via “ventriculofuga” para a disseminagfio do VIH, o que permitiria, em parte, explicar a
localizagdo predominante das lesdes nos ganglios da base, substincia branca dos hemisférios e
tronco cerebral (94).

Todos estes mecanismos poderéo estar envolvidos na capacidade de o tecido cerebral
vir a constituir um reservatorio de virus, como foi demonstrado por PCR em casos com
alteragdes neuropatoldgicas disseminadas (279, 345). Como bem se compreende, todos os
factos implicados na neuropatogenia da infecgdo, isto €, o neurotropismo do virus VIH, a
precocidade de atingimento do SNC e a possibilidade da existéncia de um reservatdrio virico a
esse nivel, sdo de extrema importancia no curso evolutivo da doenga. Com efeito, Schmid e
colaboradores (332) propuseram um mecanismo para a patogenia da persisténcia da infecgio
pelo VIH, sugerindo que possa haver um fluxo do virus nos dois sentidos, entre 0 SNC ¢ os
Orgdos sistémicos, € que o cérebro constitua um sitio de armazenamento extravascular do virus
capaz de promover a subsequente sementeira do sangue periférico e a reinfecgfo sistémica.
Assim sendo, o SNC seria um santuério para o VIH, facto que acarreta implicagdes de ordem
terapéutica de grande monta, pois, qualquer medida que se pretenda eficaz na erradicagio

virica tem lograr alcangar o SNC.
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Passando agora a comentar o curso evolutivo imunolégico da infecgéo por VIH, sabe-
se que na fase precoce, antes ainda da seroconversdo, isto €, antes do aparecimento de
anticorpos no soro, o virus propaga-se principalmente nas células mononucleares do sangue
periférico, acarretando deplecgdo temporaria de linfocitos CD4+ e marcada resposta imunitaria
celular com estimulagio de linfocitos CD8+ (405). Os linfocitos CD8+ sdo células T
citotéxicas que actuam a par da resposta humoral e tentam diminuir a elevada carga virica, de
modo a levar a erradicagio da infecgfo, embora de modo infrutifero. Entra-se depois numa
fase assintomatica de longa duragdo, em que o virus ndo estd propriamente latente mas
permanece activo no tecido linfoide, podendo a sua presenca ser detectada no plasma, células
mononucleares do sangue periférico, cérebro e LCR (405). Este mecanismo patogénico do
VIH ¢ bem semelhante ao de outros lentivirus causadores de doencas multissistémicas e
encefalopatias persistentes e cronicas nos hospedeiros naturais, caso do virus visna da
encefalopatia do carneiro e dos virus da artrite e encefalite caprina, da anemia infecciosa
equina, da imunodeficiéncia felina, e os da imunodeficiéncia dos simios, colectivamente
designados por SIV (105, 405). Tipicamente, ha um longo periodo assintomético, seguindo-se,
mais tarde, a fase de progressdo gradual para a doenga sintomética. Deste padrdo temporal
resultou o termo lentivirus, ou virus lentos, dos quais o mais tipico é o virus visna-maedi
isolado por Sigurdsson (351) que pds em uso o termo infecgdes por virus lentos. Mais ainda,
existe grande similitude morfologica e genémica entre o virus visna e as estirpes macrofago-
trépicas do VIH (130, 368, 405), mas, ¢ com o virus SIV ., Gnico lentivirus patogénico dos
primatas ndo humanos, que o VIH € mais parecido (142, 193).

Embora os mecanismos da patogenia da SIDA permane¢am ainda mal conhecidos, ha
um modelo de historia natural da infecgdo VIH baseado na evolugdo dos mecanismos
imunolégicos atras referida (142). Em jeito de sumério, a infec¢iio aguda primaria caracteriza-
se pela replicagdo virica intensa com altos niveis de viremia e infec¢do generalizada dos tecidos
linfoides. Segue-se um periodo de relativa quiescéncia clinica, de durag¢do varidvel, durante a
qual a replicagdo virica continua mas ¢ controlada pela resposta imunitaria do hospedeiro. O
quadro clinico completo da SIDA surge quando a imunodeficiéncia se torna clinicamente

manifesta.
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SIDA

As primeiras descrigdes da doenga apareceram em 1981, em diversos trabalhos que
alertavam para a ocorréncia inesperadamente elevada de sarcoma de Kaposi, pneumonia por
Pneumocystis carinii e outras infecgdes por agentes oportunistas, em adultos jovens
homossexuais, até entdo sauddveis, e toxicodependentes que utilizavam drogas por via
endovenosa (46, 47, 84, 118, 132, 241, 349); retrospectivamente concluiu-se at€ que os
primeiros casos teriam efectivamente ocorrido em 1978 (46, 47). O achado comum a todos os
doentes era um defeito adquirido da imunidade celular que se considerou ser importante na
patogenia da afecgfio, a qual se passou a designar entdo como Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, SIDA (48). Rapidamente se verificou que a supressdo da imunidade celular ocorria
apos infecgio por um retrovirus que se designou como virus da imunodeficiéncia humana,
VIH, descoberto em 1983 por dois grupos independentes de investigadores (12, 124),
demonstrando-se inequivocamente, no ano seguinte, ser este virus o agente causador da SIDA
(292). Todavia, estudos laboratoriais recentes descreveram a ocorréncia de particulas viricas
com constituicio gendmica idéntica a0 VIH-1 em amostras de soro colhido no final da década
de 50 em doentes cujos quadros clinicos foram semelhantes a SIDA (423). A infec¢fio por VIH
tem como consequéncia perda progressiva da fungdo do sistema imunitario, ocorrendo o
sindrome completamente estabelecido cerca de 10 anos apds a infecgéo inicial. Em 1987, o
CDC (49) definiu a SIDA como doenga incapacitante ou que pde a vida em risco, causada pelo
virus VIH, e incluiu a deméncia, o sindrome de emaciagdio e certas doengas associadas com
imunodeficiéncia, na lista das afecgdes que permitem num individuo seropositivo colocar o
diagnéstico de SIDA.

Em Portugal, o primeiro caso de SIDA foi diagnosticado em 1983. Desde entdo, até ao
fim de 1997, foram notificados ao Centro de Vigilincia Epidemiologica das Doengas
Transmissiveis do Ministério da Satide 4.701 casos, devidamente estudados e catalogados com
base no tipo de virus e grupo etario. Destaca-se a maior incidéncia no sexo masculino,
distribuigio geografica, por ordem decrescente de frequéncia, nos distritos de Lisboa, Porto,
Setiibal, maior frequéncia de VIH-1 (92,3%) e numero crescente de jovens infectados por uso
de drogas injectdveis e por transmissdo heterossexual (58, 277). Ora, tendo em conta o seu
longo periodo de incubagdo, ndo deixa de ser inquietante a possibilidade de se vir a assistir no

nosso pais, nos proximos anos, a uma explosdo marcante da SIDA.
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Manifestacoes neuroldgicas da SIDA

Desde o aparecimento da SIDA que se verificou ser alta a frequéncia de alterages de
caracter neurolégico, cuja verdadeira valorizagdo, no entanto, quer quanto a historia natural da
doenca quer quanto  propria clinica neurologica em geral, s6 veio a ser reconhecida mais
tarde (16, 120, 155, 167, 182, 197, 199, 243, 264, 296, 367). Sabe-se, também, que as
complicagdes neurolégicas da SIDA podem ocorrer em qualquer fase apds a infecgdo pelo
VIH, embora o conhecimento da fase da infec¢dio sistémica pelo VIH seja da maior
importéncia para a sua caracterizagéo (295).

Assim, na fase de infec¢do aguda ou primaria podem ocorrer diversas afecgbes do
sistema nervoso central e periférico, tais como encefalites, leucoencefalopatias, meningites,
mielopatias e neuropatias, usualmente com evolugio monofésica, mas podendo deixar
sequelas, por exemplo de ordem cognitiva, por mecanismo imunopatolégico semelhante as
encefalites pos- ou para-infecciosas (324).

Na fase seguinte, de laténcia clinica, a interac¢do virus-hospedeiro parece ndo estar
suspensa, apesar da auséncia de sintomas e sinais clinicos. Com efeito, existe replicagdo virica
activa, também a nivel do SNC, testemunhado pelas alteragdes do LCR em doentes
assintomaticos. Estas alteragdes, para além de evidenciarem a infec¢do em curso através do
isolamento do virus ou detecgdo do acido nucleico virico por PCR (62, 133, 157), traduzem
também a resposta imunitaria do hospedeiro (37, 80, 89, 90, 92, 122, 123, 136, 217, 234, 235,
246, 314, 315, 397), como a existéncia de pleocitose, elevagio de proteinas e sintese intratecal
de imunoglobulinas, conforme se observou no presente estudo de LCR de doentes
assintométicos. Todos estes achados indicam que o SNC ¢ precoce e continuadamente exposto
ao VIH durante o periodo clinicamente latente, sendo tentador relacionar esse atingimento
precoce com o posterior desenvolvimento da deméncia associada a4 SIDA e da encefalite por
VIH-1 (296, 348). Nesta fase de laténcia os doentes podem ser assintomaticos do ponto de
vista neurolégico ou apresentarem quadros raros de origem autoimune como polineuropatias
desmielinizantes ¢ até quadros multifocais evoluindo por surtos e remissdes bastante
semelhantes a esclerose multipla (19, 161).

Nas fases mais tardias da SIDA, quando a imunossupressdo € maior, surgem as
complicagdes neurologicas mais graves (324). As afecgdes neurologicas desta fase mais tardia
compreendem as infecgBes oportunistas, das quais as mais frequentes sdo a toxoplasmose

cerebral (197, 218), a meningite criptococica (426), a leucoencefalopatia multifocal
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progressiva (375) e as infecgdes por virus do grupo herpes (302) e certas neoplasias do SNC
(288), manifesta¢des estas consideradas secundérias a infecgdo por VIH. Além disso, surgem
também na fase tardia da doenca quadros atribuidos a propria infec¢do do sistema nervoso
pelo virus, como tal consideradas directamente provocadas pelo agente, cujas formas mais
tipicas sdo a deméncia e a mielopatia vacuolar (245). Ndo € raro, até, que o mesmo doente
possa ser portador de lesdes neurolégicas multiplas, de origem directa ou secundéria. Como se
pode apreciar, estas diferentes formas de envolvimento neuroléogico na SIDA estfio
amplamente exemplificadas nas séries clinicas incluidas nesta dissertagdo.

Em boa verdade, ndio ¢ de estranhar a reconhecida susceptibilidade dos doentes com
SIDA ao aparecimento dos mais diversos tipos de doengas neurologicas. Em primeiro lugar,
basta atender ao facto de o virus comprometer quer o sistema imunitdrio sistémico quer as
fungdes imunologicas de determinadas células do SNC (341), acarretando por conseguinte
uma faléncia nos diferentes e complexos passos das respostas imunitarias as infecgdes. Por
outro lado, as alteragdes autoimunes que se despertam durante o curso da doenga também séio
causadoras de afecg¢Oes vasculares cerebrais e neuromusculares. Quase se podera dizer que
longe vai o tempo em que o SNC era considerado um 6rgéo imunologicamente privilegiado ...
(251). Mesmo sabendo que diferencas ha, e considerdveis, entre a resposta dos orgéos
imunitarios periféricos e a reac¢fio imunitaria central, dada a existéncia da BHE e a falta no
SNC de expressdo antigénica do sistema major de histocompatibilidade (MHC) e de células
apresentadoras de antigénios, o certo é que, quando o sistema imunolégico esta comprometido
como acontece na SIDA, a resposta neuroimunologica também esta. De entre as manifestagdes
neurologicas atribuidas a infecgo directa pelo virus destaca-se todavia, pela sua importancia, e

por razdes anteriormente referidas, a deméncia associada a SIDA.

Deméncia associada a SIDA. Sintomas neuropsiquidtricos

A deméncia associada & SIDA é um sindrome de caracteristicas especificas, nunca se
tendo observado noutras situagdes ou sido causado por outro agente. Esta especificidade entre
o VIH e o ADC levou a que se relacionasse o quadro demencial com os efeitos directos do
virus no SNC. Contudo, pouco se conhece quanto & natureza da associagéo entre o virus e a
doenga e quanto ao processo subjacente & agressdio cerebral. Por todas estas incertezas e pela

possibilidade de haver até mais de um mecanismo patogénico, o termo ADC deve ser encarado
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como um termo exclusivamente clinico que se refere t8o somente a um agrupamento de
sintomas e sinais de ordem cognitiva, motora e comportamental. Com base nas caracteristicas
clinicas este sindrome foi considerado como fazendo parte do grupo das deméncias com
envolvimento predominantemente subcortical (65, 264, 296, 300, 413).

Os sintomas mais precoces e mais ablativos sdio os de indole cognitiva. Ha perda de
memoéria, dificuldade em processar a informagdo de modo rapido ou em efectuar tarefas
complexas e, mais tarde, dificuldades de atengdo e concentragdo (120, 264, 294, 296, 345,
367). E também de realgar que, de entre os sintomas cognitivos, se destacam os defices
mnésicos, os mais frequentes e os mais graves. Alids, 0 mesmo se passava com a esmagadora
maioria dos doentes com deméncia por VIH apresentados neste trabalho (¢f. Quadros II e
VII). Com efeito, embora nio se tivesse procedido & especificagdo exaustiva da sua evolugéo
anamnéstica, mas se optasse apenas pela men¢dio de designagbes mais genericas, como
“alteragdes demenciais” ou “alteragdes cognitivas e do comportamento”, era grande a
frequéncia de perturbagdes da meméria mencionadas nos registos clinicos. Por exemplo, na
histéria clinica referente ao doente “C.D.”, as alteragdes da memoria e a lentificagio
psicomotora eram sintomas relevantes do quadro, embora ndo fossem sintomas de
apresentagdo. Como resultado da disfungio cognitiva hd uma lentificagéo psicomotora tipica
que interfere com a vida didria, e posteriormente podem surgir situagbes de confusdo
generalizada. Concomitantemente, ha alteragbes do comportamento, como perda de interesse,
desanimo, apatia, perda de libido, afastamento de actividades sociais e, por vezes depressdo
com irritabilidade e perda de controlo emocional (264, 294, 296). Geralmente o juizo critico
estd preservado até tarde, mas alguns doentes podem ficar agitados e at¢ maniacos. Além
disso, quando se procede a quantificagdo neuropsicologica, verifica-se que os testes
psicométricos mais simples podem ser normais, mas o examinador nota lentiddo de resposta e
alguma hesitaciio ou pouca exactiddo em testes mais elaborados (264, 294, 296). No estadio
final do ADC surge mutismo. A estes sintomas juntam-se alteragdes motoras, de varia ordem,
sempre caracterizadas por lentificagéo global. Noutros casos hi mielopatia vacuolar associada,
de forma que os sintomas motores se tornam mais notérios em relagdo aos cognitivos (263,
294, 296), como também se teve oportunidade de constatar na presente casuistica.

Devido & frequéncia da associacdo entre sintomas cognitivos e motores e ao
envolvimento concomitante do cérebro e da medula espinhal, a Academia Americana de
Neurologia ¢ a OMS propuseram a terminologia alternativa de complexo cognitivo/motor

associado ao VIH-1, com subcategorias conforme predominam as alteragdes cognitivas ou
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mielopéticas, havendo ainda uma forma minor com sintomas mais ligeiros (6). Analisando toda
esta pandéplia de sintomas, como disfungdo cognitiva, alteragdes do comportamento,
emocionais, e até distirbios do foro sexual, tem cabimento pensar-se que o sistema limbico,
nomeadamente a formagdio do hipocampo, possa estar preferencialmente envolvido no ADC
(71, 171, 214, 274, 346, 372). Por outro lado, o envolvimento do neocortex nfo parece ser tdo
marcado, pois o aparecimento de afasias, agnosias e apraxias, sintomas comuns nas deméncias
corticais como a doenga de Alzheimer (413), é muito raro na deméncia da SIDA.

Um outro aspecto importante, no que & pratica clinica respeita, ¢ o facto de a
frequéncia de queixas neuropsiquidtricas nos doentes com SIDA, como 0s sintomas cognitivos
e as alteragdes do estado mental, ser maior do que a frequéncia da deméncia por VIH, cujo
diagndstico pressupde uma evolugdo progressiva com acréscimo gradual de outros sintomas e
sinais. Isto significa que, além da infec¢lo directa pelo virus, essas alteragdes se possam
também dever a encefalopatias metabdlicas ou toxicas, a infecgdes oportunistas e até a efeitos
adversos da propria terapéutica retrovirica (68). Neste particular, o0 mesmo se verificou em
alguns dos casos da presente série, que apresentavam, para além de défices neurologicos focais
relacionados com lesdes neurologicas secunddrias, alteragdes cognitivas e do comportamento.
Na verdade, hd séries clinicas que referem os sintomas cognitivos e as alteracdes da
consciéncia em lugar cimeiro da expressio sintomatica da SIDA, com distribuigio percentual
da ordem dos 70%, acima até das queixas mais correntes na clinica neurolégica como as
cefaleias, que ocupam nessas séries o segundo lugar (196). Giulian e colaboradores (129)
referem que 60% dos doentes com SIDA apresentam disfungdo cognitiva e 25% alteragbes
motoras. Mais ainda, esses estudos alertam para a forte possibilidade de, numa doenga crénica
como esta, a incidéncia destes sintomas ser subestimada, nomeadamente quando séo subtis e
ficam mascarados por outros mais graves (196).

As alteragdes neuropatologicas que se observam nos casos de infecgdio cerebral pelo
VIH sio tipicas desta afec¢dio (35, 263, 340, 341, 344). As mais classicas, descritas nos
estudos iniciais, que apontavam para o envolvimento predominante da substincia branca
tornando a doenca uma forma de leucoencefalopatia sio, de acordo com Navia e
colaboradores (263), as seguintes: presenga de agrupamentos de células infectadas das linhas
monocitaria/macrofigica e microglial, acompanhados por vezes de astrécitos activados,
linfécitos e plasmocitos, que se dispdem junto aos vasos sanguineos e se localizam
preferencialmente na substincia branca, ganglios da base e tronco cerebral; presenga de células

gigantes multinucleadas, sinciciais, que se consideram o achado mais caracteristico da infecgéo
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por VIH (342), curiosamente a estrutura do SNC onde a infec¢do € mais produtiva (252);
rarefaccio da mielina sem caracteristicas de desmielinizagdo (35), achado este que € o
substracto das lesdes hiperintensas observadas por ressonincia magnética na SIDA (272).
Estas descrigdes estdo de acordo com as observagdes do estudo neuropatologico de alguns
dos casos presentes, sendo de destacar que as alteragdes mais frequentemente observadas
foram os nddulos microgliais associados a mondcitos e a células gigantes multinucleadas e
sinciciais, localizados na substéncia branca.

Estudos mais recentes demonstraram envolvimento do cdrtex cerebral com evidéncia
de perda neuronal (99, 179, 238, 239, 276, 416), ndo havendo todavia acordo entre os autores
quanto a esta observagdo (338), e altera¢Ges dendriticas e sinapticas (240, 416). No entanto,
apesar das inumeras descrigdes neuropatologicas, raramente os estudos foram alicergados em
casos com informac#o clinica prospectiva adequada, de modo que € ainda criptica a existéncia
de correlagdo directa entre a clinica e a patologia. Mais ainda, desconhece-se 0o mecanismo
subjacente & perda de neurdnios corticais referida nesses estudos (99, 179, 238, 239, 276,
416). Duas hipoteses foram todavia apontadas para explicar a possibilidade de ocorréncia de
morte neuronal: por infec¢do directa dos neurdnios corticais ou por alteragdo do ambiente
celular (344). Enquadra-se na segunda hipdtese a apoptose neuronal descrita por Gelbard e
colaboradores (127) em cérebros de criangas com encefalopatia progressiva por VIH-1. Além
disso, sabe-se também que as células neuronais in vitro sdo extremamente sensiveis a baixas
concentragdes de TNF-a, citocina capaz de induzir morte por apoptose (344). Foi entdo
proposto que as citocinas elaboradas quer pelos macréfagos infectados quer pelos astrécitos
estimulados ou por ambos desempenhem um papel de relevo na patogenia do ADC (95). No
entanto, outros estudos contrariam esta hipotese, ja que a haver infecgdo directa dos neurdnios
pelo virus ela é latente e nio origina qualquer modificagdo genética susceptivel de despertar
morte neuronal (269).

De qualquer modo, a patogenia do ADC ainda ¢ desconhecida, admitindo-se como
possiveis causadores de lesdo neuronal diversos factores indirectos, caso da libertagdo local de
citocinas e de neurotoxinas por macréfagos activados, atrds mencionada, e de outros factores
neurotdxicos a partir das proteinas do VIH (245). As citocinas, por sua vez, podem promover
a amplificacdo da replicagdo virica, estimula¢io dos astrécitos e da producdo de metabolitos
do 4cido araquidonico, e os astrocitos activados podem desempenhar algum papel na

modula¢do e amplificagdo de libertagdo de neurotoxinas. Avanga-se, por ultimo, que a
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estimulagdo dos receptores do N-metil-D-aspartato (NMDA) com entrada de calcio para as

células possa ser a via final comum da lesSio neuronal (129, 208-210).

Formacgdo do hipocampo

A formagéio do hipocampo consiste numa ldmina curva de cortex filogeneticamente
antigo, designado como arquicortex, que se enrolou de forma peculiar levando-o a parecer-se
com um cavalo-marinho, de onde, alids, o seu nome deriva. Situa-se na zona mais profunda do
lobo temporal e, no Homem, esta confinada ao pavimento e parede medial do corno inferior do
ventriculo lateral. Devido a sua organizagdo trilaminar relativamente simples, bem como as
numerosas fungdes cognitivas que com ela se relacionam, ¢ uma drea que tem sido muito
estudada do ponto de vista morfofuncional em diversas espécies animais, incluindo o Homem
(202, 203, 274, 407, 408, 410, 424).

A formagio do hipocampo compreende a fascia denteada e o hipocampo propriamente
dito ou corno de Ammon (CA). Classificagdes mais abrangentes incluem também o subiculo
(4, 5, 214). Ao apreciar a evolugdo desta zona do cérebro na escala filogenética verifica-se que
existe uma notavel estabilidade entre as espécies quanto a citoarquitectura, histoquimica e
padrdes de conectividade (406). Registe-se, no entanto, que a similitude ndo € total. Por
exemplo, do ponto de vista citoarquitectonico, a formagio do hipocampo dos primatas difere
da dos roedores, sendo naqueles as suas subdivisdes, nomeadamente o hilo e a regido CAl,
mais volumosas. Recentemente foram descritas outras diferengas, tais como maior expansdo da
regidio CA3 e, consequentemente, das conexdes das pirdmides de CA3 para as células
piramidais de CAl, ou seja, do sistema de colaterais de Schaffer, no Homem (202, 203). Isto
levou Lim e colaboradores (202, 203) a sugerir que estas diferencas poderiam justificar as
alteracdes observadas no sistema de memoria declarativa humana.

O circuito intrinseco basico da formagio do hipocampo € trissinaptico, unidireccional,
excitatorio e tem como principais mediadores o glutamato e o aspartato (7, 8, 214). Inicia-se
nas projecedes macissas da via perforante do cortex entorrinal para as células granulares da
fascia denteada, local da primeira sinapse (4, 5, 21, 22, 152, 214, 215, 305, 374). A segunda,
estabelece-se entre as fibras musgosas, isto é os axénios das células granulares, e as
excrescéncias dendriticas das células piramidais de CA3 (24, 57, 119), enquanto que a Ultima

das sinapses deste circuito se faz entre os colaterais de Schaffer, provenientes dos axénios das
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pirdmides de CA3, e as células piramidais de CA1 (151, 215, 305, 330). Estas células, por sua
vez, enviam axonios para o subiculo e cortex entorrinal e ainda para areas extra-hipocampais
através do sistema fimbria/fornix (4, 5, 214).

E de salientar que, para além dos contactos pertencentes ao circuito mencionado, hd
ainda projecgdes do cortex entorrinal para CA3 e CAl que utilizam o mesmo tipo de
mediadores (374, 417, 421) e receptores do tipo NMDA. Outras aferéncias 4 formagdo do
hipocampo sdo as colinérgicas provenientes da regido septal e, em muito menor grau, as que
tém origem no tronco cerebral: noradrenérgicas do locus coeruleus, serotoninérgicas dos
nicleos da rafe, histaminérgicas da formagéo reticular do mesencéfalo rostral e dopaminérgicas
da 4rea tegmental ventral e da substincia negra (4, 5, 214). Por Wltimo, sdo de mencionar as
fibras comissurais provenientes da formagfo do hipocampo contralateral, curiosamente menos
representadas nos primatas que nos roedores (5).

Para além das populagdes neuronais descritas, existem na formagfo do hipocampo
hipocampo e, maioritariamente, no hilo, a cujo nivel estabelecem conexdes reciprocas e
complexas com o corpo celular e os dendritos proximais das células granulares. Em resumo, os
interneurénios hipocampais desempenham importante papel modulador no circuito
trissindptico (4, 5, 214, 257). Como consequéncia, a actividade final desta regido do cortex
por Sloviter (365) que a perturbagdo funcional das células em cesto induzida por crises
epilépticas podera causar desinibicdio das células granulares e, logo, estar implicada na
fisiopatologia do estado de mal epiléptico.

O papel desempenhado pela formagdio do hipocampo na aprendizagem e na memoria é
conhecido desde os anos 50. Com efeito, pouco tempo apds o trabatho pioneiro de Miller e
Penfield (254) sobre a localizagdo das fingdes mnésicas no cérebro dos mamiferos, Scoville e
Milner (336) descreveram que a regifio medial do lobo temporal, incluindo a formacgio do
hipocampo, estd envolvida em fun¢es mnésicas no Homem.

Resumidamente, pode definir-se “aprendizagem™ como o processo neural que torna os
animais capazes de se adaptarem ao meio ambiente através do recurso a experiéncia anterior de
forma a permitir ajustamentos do seu comportamento, € “memdria” como o processo neural
pelo qual a experiéncia adquirida através da aprendizagem é armazenada, permanecendo
acessivel quando necessdria (346). Por sua vez, a aquisicdo da memoria pode dividir-se em

diversas fases. Com efeito, existe um processo inicial de obten¢fio de informagdo, ao qual se
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segue a memoria de curta duragio e depois um processo de consolidagdo, um e outro
dependentes da formagdo do hipocampo. A fase seguinte, de armazenamento da informagdo,
também designada por meméria de longa duragfio, requer a consolidago da aprendizagem,
processo que € fragil e facilmente manipuldvel por um curto lapso de tempo ap6s a experiéncia
inicial (346). A tltima fase de aquisicdo da memoria diz respeito a evocagéo da informagdo.

Desde os estudos de Olton e Papas (273), sabe-se que o hipocampo esta
selectivamente envolvido na posse da informagfo pertinente apenas durante um breve periodo
de tempo, a “meméria de trabalho” ou “memoria de curta durag@o ”, e nfio da informagio que
vai permanecer constante, a “memoria de longa duragdio”. Assim, o hipocampo ndo estd
envolvido com a natureza espacial ou nfio da informacfo, mas sim no modo como essa
informagdo € processada na memoéria. No entanto, € de realcar que muitas teorias tém sido
avangadas sobre o papel exacto da formagfo do hipocampo nestas fungdes cognitivas. Por
exemplo, O’Keefe e¢ Nadel (270) defendem a “teoria do mapa espacial”, sugerindo que o
hipocampo esta especificamente envolvido na aprendizagem e memdria espaciais, enquanto
Teyler e colaboradores (382, 383) propdem, na “teoria da indexacio da memdria”, que o
hipocampo promove o armazenamento de um mapa de localizagfio de outras regides cerebrais.
Pode referir-se de forma simplificada que a formagio do hipocampo integra a informagéio que
provem das regides parahipocampais com a previamente existente, processa combinagdes de
estimulos multimodais de acordo com o contexto comportamental em que os mesmos
ocorreram ¢, por ultimo, promove a consolidagdo da memoria (214, 372).

No que diz respeito a base neurofisiolégica da memoria, os estudos existentes sugerem
que esta se fundamenta no fenémeno de long-term potentiation (LTP), que consiste no
aumento estavel e relativamente duradouro da eficicia sinaptica, através de vias mono-
sindpticas, resultante da estimulacfio tetdnica das fibras aferentes. Estudos experimentais
demonstraram que o LTP facilita a aprendizagem, pois os animais a ele submetidos adquirem
respostas mais rapidamente e cometem menos erros (346). Por sua vez, a plasticidade das
redes neuronais, isto €, a modificagdo das suas propriedades como resposta a experiéncia
passada, embora seja uma caracteristica geral do SNC, ¢é especialmente proeminente na
formagdo do hipocampo bem como nos outros componentes do sistema limbico (214). A
formagdo do hipocampo tem ainda um outro tipo de plasticidade, de natureza estrutural ou
histoldgica, que tem como base factores de crescimento nervoso, descritos também pela
primeira vez nesta regido (63, 265), que sdo muito importantes nos mecanismos reparadores de

resposta as agressoes.
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Finalmente, salienta-se que muitos dos conhecimentos sobre a organizagdo
citoarquitectonica e as fungdes da formagdo do hipocampo tém sido adquiridos através quer da
observagio de doentes que apresentam perturbagdes da memoria quer da realizagdo de estudos
experimentais. Assim, pdde concluir-se que a destrui¢do do lobo temporal interessando a
formagio do hipocampo acarreta perda de memoria para factos recentes (ou memoria
imediata) e para factos ocorridos entre a data da lesdo e a memoria presente (1, 327), ndo
afectando a memoria para factos remotos (346). Todavia, em estudos experimentais em que
foram realizadas lesGes selectivas da formag@io do hipocampo ndo se observaram essas
alteracbes, mas sim hiperactividade e incapacidade de inibigdo da resposta motora (32, 163,
170), o que levou Isaacson (163) a sugerir que, no Homem, as fungdes da formagdo do
hipocampo sejam distintas das de outras espécies animais. Além disso, diversas descrigdes de
doentes com amnésia tém permitido o estabelecimento de correlagdes clinico-patoldgicas, ao
mostrar que as regides CA3 e CAl do hipocampo estdo particularmente envolvidas. Do que se
referiu, sdo exemplos a doenga de Alzheimer (162, 410), a amnésia pos-isquémica (313, 425) e
a epilepsia generalizada grave (70, 399). Com efeito, o doente descrito por Zola-Morgan e
colaboradores (425), que tinha sofrido um episdédio de isquemia global, apresentava lesdo
bilateral de CAl e amnésia anterégrada grave. Rempel-Clower e colaboradores (313), por sua
vez, descreveram 3 doentes com lesdes bilaterais da formagdo do hipocampo de diferente
magnitude e com diversos graus de amnésia anterégrada e retrograda, o que lhes permitiu
concluir que a gravidade da amnésia depende da localizagio e extensdo da lesdo hipocampal

podendo tal lesdo acarretar também amnésia retrograda limitada no tempo.

Liquidoe céfalo-raquidiano

O LCR origina-se a nivel dos plexos coroideus por um processo misto que envolve
filtragdo inicial do sangue através da parede dos capilares e, em seguida, secregdo pelo epitélio
coroideu (73, 74). Ha também, em menor grau, produgdo extracoroideia de LCR a partir do
parénquima cerebral por via transependimaria (74, 110, 253), que detém inegdvel importancia
fisiopatologica. Com efeito, em consequéncia da possibilidade de passagem de substéincias
directamente do parénquima cerebral para o LCR, este fluido coloca em contiguidade o espago

intersticial que rodeia as células do SNC com os espagos ventricular e subaracnoideu.
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A passagem de substincias do compartimento extracerebral para o intracerebral ndo se
faz livremente. Com efeito, existem barreiras, as mais importantes das quais sdo a BHE ¢ a
barreira sangue-LCR, que regulam essa actividade, facilitando quer a entrada dos metabolitos
necessarios para o SNC quer a remogio de outros desnecessarios ou toxicos, desta forma
protegendo as células e o neurépilo de substincias que possam afectar o seu metabolismo ou a
sua actividade funcional (110). Verifica-se, todavia, que existe uma certa independéncia
funcional entre a barreira sangue/LCR, ao nivel dos plexos coroideus, e a verdadeira BHE
stricto sensu. Assim, enquanto a primeira é essencialmente uma barreira de filtracdo para
moléculas hidrofilicas, a segunda é facilmente atravessada nfio por essas, mas sim por
moléculas lipofilicas. Em Gltima analise, a composigio do LCR reflecte o estado funcional da
barreira sangue/LCR e ndo o da BHE, bem como as alteragdes ocorridas na regifo
justaventricular do parénquima cerebral, a partir da qual h4 difusdo livre de proteinas do
espago extracelular (108).

No que se refere as proteinas, ¢ de salientar que a sua transferéncia segue as leis da
difusdo em fungfo do tamanho molecular, o que significa que a exclusdo de moléculas grandes
se correlaciona mais de perto com o volume hidrodindmico que com o seu peso (107). Esta
discriminacdo dependente do tamanho molecular confere selectividade a barreira sangue/LCR.
Consequentemente, ha maiores quocientes LCR/sangue e atinge-se mais rapidamente o
equilibrio entre os dois fluidos para moléculas mais pequenas como a da albumina que para
moléculas maiores como as das imunoglobulinas. Isto explica a existéncia de maior
concentragio de albumina que de globulina ¥y no LCR normal, comparativamente com as
respectivas concentragdes séricas. Quando hd diminuigio da velocidade de fluxo de LCR ha
aumento de influxo de proteinas a partir do sangue e surge disfungfio da barreira sangue/LCR
(312).

Fisiologicamente, a BHE permite a passagem de pequenas quantidades de albumina e
de IgG do sangue para o espago ventricular, bem como de algumas células leucocitérias,
designadamente linfocitos T e mondcitos (110). Estas células, ao transitar reciprocamente
entre 0 SNC e a periferia, mantém uma forma de imunovigilincia a nivel central. Com efeito,
considera-se que a BHE ou, mais propriamente, os plexos coroideus tém fungéio imunologica,
dado o rapido aparecimento no SNC de linfocitos T e de células plasmocitarias produtoras de
imunoglobulinas em doengas neurolégicas inflamatérias (110). Além disso, foi também

demonstrado por Nathanson e Chun (261) que os plexos coroideus sdo capazes de apresentar
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os antigénios estranhos aos linfécitos T auxiliadores provenientes da periferia, o que permite
explicar a possibilidade de reconhecimento imunolégico no SNC na auséncia de sistema

linfatico a esse nivel (110).

Como facilmente se compreende, em consequéncia do envolvimento precoce do SNC
pelo VIH durante a fase priméria h4 alteragdo das barreiras e resposta inflamatdria intratecal, o
que acarreta modifica¢cdes da composi¢do do LCR. Mais ainda, o atingimento preferencial de
zonas cerebrais profundas, periventriculares, que foi até relacionado com a possivel infecg¢o
do SNC pelo virus a partir do LCR (94), mais probabilidades apresenta de induzir alteragdes
da sua composi¢do. Resumidamente, a presenca de antigénios viricos expressos a superficie
das células infectadas, em associag@o com moléculas do MHC, induz nos linfocitos T resposta
imunitaria intratecal, com libertagdo de citocinas, factores quimioticticos € moléculas de
adesdo o que atrai mais células imunitarias da periferia (393). Esta resposta celular inicia-se
por células T activadas, macrofagos e neutréfilos e, mais tarde, chegam linfocitos B activados
que se transformam em plasmécitos produtores de anticorpos no SNC (174). Tal processo
reflecte-se, no LCR, por aumento inicial do nimero de leucécitos, despertar de sintese
intratecal de imunoglobulinas, presenga de bandas oligoclonais € aumento das proteinas totais
(devida a disfun¢do da BHE e a sintese intratecal de anticorpos), alteragdes todas elas bem
demonstradas no presente trabalho. Por seu turno, a replicagéo intratecal do virus reflecte-se
por niveis elevados de antigénio p24 e de acidos nucleicos viricos. Mais tarde, a progressdo da
doenga acarreta aumento da resposta inflamatoéria, incluindo sintese de citocinas, neopterina,
B2-microglobulina, acido quinolinico e prostaglandinas. Por outro lado, quando h4 infecgdo por
agentes oportunistas, os exames culturais e serolégicos do LCR sdo positivos. Finalmente, na
fase mais tardia da SIDA ha declinio da resposta imunitaria com diminui¢do do nimero de

leucécitos e de IgG no LCR apesar do aumento da estimulagdo antigénica (234).

Material

Conforme se verificou, os 20 individuos infectados pelo virus VIH-1 de quem se
colheu a formacfo do hipocampo haviam falecido no estadio mais avangado da SIDA. Por essa

razdo ndo se procedeu a distribuigdo dos casos pelos estadios clinicos da doenga segundo a
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classificagdo revista em 1993 do CDC/OMS (50), mas sim segundo a sintomatologia
neurolégica e psiquiatrica e as lesdes encontradas no estudo neuropatolégico. Assim sendo, o
primeiro grupo de casos que se designou por A e que inclui os doentes assintomaticos apenas
do ponto de vista neurolégico, nfio apresenta qualquer correspondéncia com a categoria A da
classificagdo acima citada, uma vez que, como € Obvio, todos eles referiam sintomas de
doengas sistémicas associadas a SIDA. Por outro lado, a subdivisdo que se fez nos casos com
sintornas neuropsiquiatricos (grupo B) nos subgrupos Bl e B2, pode parecer um pouco
artificial uma vez que todos os doentes do subgrupo Bl apresentavam deméncia associada a
SIDA a par de outras lesdes secundarias do sistema nervoso. No entanto, cré-se que essa
subdivisdo se justifica pelo impacto patogénico que os quadros neurolégicos devidos a lesdo
directa pelo VIH despertam. Mas, o que sem divida mais importa ¢ que a grande maioria dos
doentes do grupo B apresentavam sintomas demenciais (36%), défices motores (14%) ou
ambos (43%); isto €, cerca de 80% dos doentes com envolvimento neurolégico manifesto

tinham alteragdes cognitivas.

Cabe nesta altura esclarecer os motivos pelos quais se considerou que todos os doentes
VIH+, mesmo assintomaticos, tinham, do ponto de vista patogénico, um processo lesional
comum do SNC provocado pela infecgdo virica, que se designou genericamente por
“encefalopatia por VIH”. Nesta acep¢do, o termo “encefalopatia” ndo deve ser confundido
com o quadro nosolégico inicialmente designado como deméncia associada a SIDA (264),
encefalopatia da SIDA (345), ou encefalopatia por VIH (120), e agora denominado complexo
cognitivo/motor associado a SIDA (6). Com efeito, razdes de diversa ordem explicam esta
orientagdio, porventura controversa. Em primeiro lugar atendeu-se as caracteristicas da
biologia do virus: o0 VIH tem como alvos quer o sistema imunitario quer o sistema nervoso € a
infecgdo deste é precoce, constante e persistente (28, 315, 332, 340). Em segundo lugar
considerou-se que a propria evolugdo da nomenclatura da SIDA aponta para uma maior
abrangéncia sintomatica, ja que a designag@o de encefalopatia por VIH (120) foi desviada do
plano clinico para o neuropatologico e a designagdo nosologica mais recente, complexo
cognitivo/motor associado & SIDA, integra agora, para além dos classicos achados demenciais,
também sintomas motores (6). Por ultimo, nfo é de mais realgar a frequéncia das queixas
neuropsiquidtricas nas diversas expressoes sintomaticas da SIDA (129, 146, 169, 196, 197,
218, 243, 245, 264, 288, 290, 296, 302, 375, 426) pondo de algum modo em causa

classificagdes tdo confinadas. Acresce que, se é ponto assente que a infecgdo do sistema
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nervoso pelo VIH é constante e persistente, também ¢ indiscutivel que a expressdo clinica
desse processo interactivo pode ser muito varidvel podendo explicar, por exemplo, a auséncia
de sintomas neurolégicos nalguns dos presentes casos. Mecanismos da responsabilidade quer
do virus, relativas & sua capacidade de mutagio com aparecimento de novas estirpes
adaptativas, quer da resposta imunitaria do hospedeiro acabam, em iltima analise, por talhar

esta feigdo clinica.

Das formagdes do hipocampo pertencentes aos 20 casos com SIDA, apenas 10 foram
aproveitadas para o estudo estereolégico ¢, tal como oportunamente referido, este material foi
processado simultaneamente com o do grupo de controlo. Os resultados mostraram que os
dois grupos analisados eram homogéneos em termos de distribuigdo etdria, peso do cérebro e
lapso de tempo decorrido entre 6bito e autopsia, o que facilitou a analise comparativa dos
mesmos, tanto no que se refere aos estudos estereolégicos como as quantificagdes realizadas
em material impregnado pelo método de Golgi. E de salientar que o nimero de neurénios
impregnados pelo método de Golgi visualizdveis em boas condigbes era relativamente
reduzido, pelo que a amostragem ndo foi tdo grande quanto seria de aconselhar. Esta
dificuldade foi sentida sobretudo nas células granulares, mas, apesar disso, foi possivel
constituir dois grupos de 5 casos cada, nos quais o nimero de neurénios impregnados era

satisfatorio e a preservagio das suas arvores dendriticas era de boa qualidade.

No referente ao estudo de LCR, que se efectuou a par com o estudo de amostras de
sangue periférico, nio houve selecgdo de casos tendo sido possivel estudar também o LCR de
doentes infectados pelo VIH-2, identificado em 12 casos (20% desta amostra). Na altura da
colheita do LCR os doentes encontravam-se em diversas fases evolutivas da doenga e o seu
estadiamento efectuou-se segundo a peniltima classificagdo do CDC/OMS (49), dada a
extensdo temporal desta série. Apesar da possibilidade real de se distribuirem os casos pelos
diversos estadios clinicos da SIDA, decidiu-se dividir os doentes em 3 grupos - A, Bl ¢ B2 -
de modo a facilitar o estabelecimento de correlagdes entre os achados laboratoriais € os dados
neurologicos. Todos os doentes tinham em comum o facto de terem apresentado durante o
curso clinico sintomas neurolégicos ou sindrome febril que obrigou ao despiste de infec¢do do
sistema nervoso. Saliente-se que em 5 casos a pungdo lombar foi efectuada para rastreio de

neurossifilis, complicag@o neurol6gica cada vez mais frequente na SIDA (15, 173, 175, 176).
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Morfometria

Utilizaram-se neste trabalho métodos estereologicos recentemente descritos (140, 141,
373) e que actualmente se usam por rotina no Instituto de Anatomia (227, 228, 323). Por
respeitarem a realidade tridimensional das estruturas em analise, as técnicas usadas permitiram
obter estimativas unbiased quer do volume das diferentes camadas da formagédo do hipocampo
quer do niimero total e volume médio dos seus neurénios. Verificou-se que as técnicas de
amostragem utilizadas nas determinagdes dos volumes e dos niimeros totais de neurénios, bem
como na selec¢io dos campos de observagdo onde se procedia quer a contagem quer a
medi¢io dos volumes dos neurénios, foram suficientemente precisas, j4 que a variincia
introduzida pelas estimativas estereologicas, avaliada através dos coeficientes de erro,
representava apenas uma pequena parte das varidncias interindividuais observadas. Com efeito,
nas estimativas de volumes das diferentes camadas da formagdo do hipocampo, a varidncia
biologica oscilava entre o valor minimo de 73% (camada de células piramidais de CAl) e o
maximo de 93% (stratum oriens de CA1) da varidncia observada; apenas na camada de células
piramidais e no stratum lacunosum-moleculare de CA3 a influéncia da variagdo interindividual
era menor, representando 42% e 57% da varifncia global observada, respectivamente. Ja nas
estimativas do numero total de neur6nios e dos volumes neuronais a varidncia biologica era
mais uniforme mas continuava a representar, respectivamente, 83% a 91%, € 87% a 93% das
varidncias interindividuais observadas. Estes achados indicam que os procedimentos de
amostragem utilizados foram em geral satisfatorios, embora nas estimativas do volume da
camada de células piramidais e do stratum lacunosum-moleculare de CA3 o coeficiente de
erro se pudesse ter reduzido com contagem de maior numero de pontos, e sugerem que a
variagdo interindividual se poderia vir a atenuar com a incluséo de um maior niimero de casos.

Por outro lado, deve ser salientado que os valores obtidos relativamente aos volumes
das diferentes subdivisdes da formagio do hipocampo se podem considerar sobreponiveis aos
valores reais, uma vez que se verificou nfo ser significativa a retracgdo tecidular decorrente do
processamento histolégico. Este ultimo achado vem dar razo ao facto, geralmente aceite, que
os tecidos cerebrais incluidos em glicolmetacrilato ndo sofrem virtualmente qualquer retracgdo
(27), o que leva até alguns autores a nem sequer procederem & sua determinagdo quando
utilizam este tipo de inclusdo (227, 228). E de realgar ainda o interesse de se ter procedido &

estimativa dos volumes das camadas nfo celulares da formagdo do hipocampo, o que permitiu
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obter dados até hoje ndo descritos na literatura e também apreciar de forma indirecta o que se
passava com o neurdpilo, ou seja, com os prolongamentos celulares.

Quanto i técnica estereologica que se utilizou para calcular o mimero total de
neurénios, ndo é de mais salientar que se trata do método mais rigoroso para o efeito. De
facto, ha outros estudos anteriores que descreveram estimativas unbiased dos mimeros totais
de neurdnios na formagio do hipocampo humano efectuadas em material proveniente de
necropsias de individuos sem patologia neurologica (361, 407, 408, 410), mas em todos os
casos as determina¢des foram efectuados através da multiplicacio do volume das camadas
celulares pela densidade numérica dos neurénios. Ora, este trabalho € o primeiro em que se
utiliza o fractionator Optico no cdlculo dos nimeros totais de neurdnios hipocampais em
material humano. Ao comparar os valores obtidos neste estudo com os da literatura, verificou-
se que as estimativas eram da mesma ordem de grandeza, mas que a varia¢do interindividual do
numero total de neurénios era menor que a referida por outros, em todas as subdivisdes da
formacdo do hipocampo. Contudo, os valores médios obtidos nas estimativas dos numeros de
neurdnios hilares e piramidais de CA3 sfio aqui menores, facto para o qual nfio se tem
explica¢do cabal, uma vez que os critérios utilizados na definigdo das regiées hipocampais € no
desenho dos limites das camadas celulares se podem considerar sobreponiveis, atendendo a
que as estimativas dos volumes e os respectivos coeficientes de erro encontrados sdo
semelhantes aos referidos por outros (361, 408).

Além disso, ndo existem, até a data, estudos dirigidos as alteraces estruturais da
formac¢8o do hipocampo na SIDA baseados em nimeros totais das células e os escassos
trabalhos publicados basearam-se na determinagdo de densidades numéricas (239, 316, 370).
Mais ainda, nfo se observou gliose no exame histopatolégico de rotina em material corado
pela hematoxilina acida fosfotiingstica nem no estudo imuno-histoquimico, o que sem duvida
refor¢a o rigor dos valores obtidos, uma vez que os nimeros encontrados nos grupos com
SIDA n#o estdo sobrevalorizados por perfis glais eventualmente contados erroneamente como
neuronais. Com efeito, tem sido apontado que a gliose pode ser um factor de bias nos
resultados obtidos com métodos quantitativos, nomeadamente por ser muitas vezes dificil a
distin¢do entre os neurdnios de menores dimensdes e as células gliais maiores (113, 258, 278,
309). Contudo, o facto de se utilizarem critérios de distingfio celular bem definidos e de néo se
terem contado as células que suscitavam duvidas, aliado a aparente auséncia de gliose, permite
concluir que o nimero de células nfo neuronais eventualmente contadas nos disecfors como

neuronios € desprezavel.
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Neste estudo, para além do calculo do nimero total de neurdnios hipocampais,
procedeu-se também & determinagdo dos volumes médios, nuclear e somatico, dos neurdnios
das principais subdivisdes da formagdo do hipocampo humano. Com esta finalidade, utilizou-se
o nucleator (138, 140). De acordo com os principios deste método, os neurénios nos quais se
procedeu a estimativa dos volumes foram seleccionados através de disectors; deste modo,
todos os neurénios, independentemente do seu tamanho, forma e orientagdo, tiveram idéntica
probabilidade de serem medidos, o que muito contribuiu para o aumento de precisio das
estimativas. Por ultimo, salienta-se que também estes resultados ndo foram influenciados por
retracgdo ou edema tecidular induzidos pelos procedimentos histolégicos pois, como acima

referido, o factor de retracgio tecidular era desprezavel.

Para aprofundar a analise dos neurénios das principais subdivisbes da formagdo do
hipocampo foram estudadas as suas arborizagdes dendriticas impregnadas pelo método de
Golgi. Este método de impregnaciio pela prata tem-se revelado de grande eficacia ao
possibilitar a defini¢do da forma e arranjo espacial das arvores dendriticas em material humano
e experimental (10, 39, 40, 281-285, 378-380). O método de Golgi, no entanto, possui vérias
limitagdes, também sentidas neste trabalho, ja que, por um lado, impregna um reduzido
nimero de células e, por outro, frequentemente impregna os neurdnios apenas parcialmente.
Os parimetros morfométricos estudados, semelhantes aos referidos noutros estudos (10, 40,
76, 395), sdo os que melhor caracterizam a extensdo e a organizago sequencial no espago dos
diversos segmentos dendriticos.

Cabe aqui realgar a importdncia do tipo de informagdes obtidas através do estudo
citoarquitectonico da totalidade dos neur6nios da formagdo do hipocampo que o método de
Golgi possibilita, sem o qual este trabatho ficaria muitissimo incompleto. Com efeito, € do
conhecimento geral que nos dendritos se encontra 90% da superficie receptora dos neur6nios
(166, 329) e ha evidéncia que quer a forma quer a organizacio das superficies receptoras
neuronais sdo cruciais para a transmiss3o sinaptica e integragfio de estimulos (160). No que se
refere a material humano, sdo bem conhecidos os contributos que os estudos das arborizagdes
dendriticas da formagdo do hipocampo tém trazido para o esclarecimento morfofuncional das
alteragdes cognitivas de determinadas doengas degenerativas e demenciais, de que se salientam

os estudos efectuados no envelhecimento e na doenga de Alzheimer (76, 112, 114-116, 145).
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DISCUSSAO GLOBAL DOS RESULTADOS

Neste trabalho descrevem-se as alteragdes citoarquitectonicas da formagdo do
hipocampo na encefalopatia por VIH com recurso aos métodos estereoldgicos mais recentes e
4 impregnago pelo método de Golgi. Tanto quanto foi possivel detectar € a primeira vez que
se procede a um estudo desta indole. De modo genérico, a andlise dos resultados obtidos na
formacgio do hipocampo de doentes com SIDA mostrou haver redugdo global do volume desta
zona do cérebro, manutengdo dos numeros totais dos seus neurdnios, atrofia nuclear e
somética dos neurdénios e degenerescéncia dendritica da maior parte das populagdes neuronais
estudadas. Paralelamente, observou-se no LCR de doentes seropositivos evidéncia de
activagio neuroimunologica celular e humoral e sinais que corroboram a presenga de

degenerescéncia da substéncia branca.

Mais detalhadamente, e no que respeita ao estudo das variagdes volumétricas, registou-
se uma diminui¢io média de 13% do volume global da formagéo do hipocampo nos individuos
com SIDA, a qual, surpreendentemente, era mais acentuada nos casos neurologicamente
assintomaticos do grupo A que nos do grupo B, constituido por doentes com sintomas
demenciais e diversas complica¢des neurologicas. Esta reducio de volume repartia-se de forma
relativamente homogénea pelas principais subdivisdes estudadas, com excepg¢do dos casos do
grupo A onde era mais acentuada na fascia denteada e na regidio CA3 do hipocampo que no
grupo B. Contudo, desconhece-se o significado destas diferencas de magnitude quanto ao grau
de atrofia hipocampal existente entre os grupos de casos VIH+, permanecendo a divida se o
pequeno nimero de casos estudado ndo podera estar na base do achado. No entanto, as
alteragdes volumétricas da formagdio do hipocampo estdo em desacordo com um outro estudo
estereologico (275) dirigido a avaliagdo da atrofia cerebral na SIDA. Estudaram estes autores
material de autopsia proveniente de doentes com diversos quadros neurologicos associados a
SIDA e observaram redugdo significativa do volume no neocdrtex, nos nucleos centrais € na
substancia branca dos hemisférios, mas nfio no arquicortex. Tais resultados eram observaveis
em todos os grupos de doentes que estudaram e eram independentes da existéncia clinica de
deméncia (275). E aqui de referir que a presenga de atrofia cerebral generalizada em doentes
VIH-1+ tem sido também descrita em trabalhos de indole neurorradiolégica (67, 92, 128, 144,
198, 304, 414), pelo que se pode, até certo ponto, assumir que a atrofia da formacdo do

hipocampo registada no presente trabalho se enquadra nesse conjunto de observagdes.
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A corroborar esse achado, esta o facto de se ter encontrado no LCR de doentes VIH+,
valores absolutos significativamente elevados de uma proteina parcialmente tecidular designada
por tau (t), que na electroforese migra entre as globulinas e y, a qual, como se referiu
anteriormente, resulta da actividade da neuraminidase tecidular normalmente presente no SNC
sobre a transferrina sérica e aparece exclusivamente no LCR (190). Ora, embora o aumento da
proteina T ndo seja especifico de qualquer doenga neurologica em particular, admite-se com
grande probabilidade que reflicta processos de atrofia do SNC, em especial da substincia
branca (354), pelo que é bem plausivel que a sua elevagdo na SIDA possa ter também o
mesmo significado. Curiosamente, e feitas as devidas ressalvas, ¢ de referir que, muito embora
ndo se tenha no presente trabalho procedido a estimativa do volume cerebral global por

métodos estereoldgicos, o certo € que ndo se registaram quaisquer diferengas entre as médias

dos pesos dos cérebros obtidas nos dois grupos de casos, SIDA e controlo, apesar desse valor

ser ligeiramente menor no primeiro. Estes resultados estio de acordo com Navia e
colaboradores (263), que encontraram valores médios do peso do cérebro normais em adultos
com ADC, e com Oster e colaboradores (275) que, para além do mesmo tipo de achado,
também ndo observaram qualquer correlagdo entre o peso e o volume dos cérebros de doentes
VIH+.

Em contraste com a escassez de estudos no ADC, a determinagio dos volumes da
formagdo do hipocampo tem sido largamente efectuada no envelhecimento ¢ em diversas
doengas degenerativas de indole demencial, em particular na doenca de Alzheimer, quer
através de volumetria por ressonincia magnética cerebral (75, 178, 186) quer através de
estudos estereologicos semelhantes ao efectuado no presente trabalho (361). Em ambas as
situagBes tem sido observada atrofia hipocampal, embora muito mais marcada na doenca de
Alzheimer, que foi possivel correlacionar com o grau das alteragdes cognitivas, nomeadamente
de indole mnésica, que os referidos doentes apresentam (75). Assim sendo, € de crer que a
atrofia da formagdo do hipocampo que se encontrou na encefalopatia por VIH possa ser
relacionavel com as perturbagdes cognitivas caracteristicas da afec¢io e possa mesmo ocorrer
independentemente da existéncia de sintomas clinicos, tal como Oster e colaboradores
observaram noutras regides cerebrais estudadas em doentes com SIDA (275).

Quando se analisaram discriminadamente os volumes de cada uma das camadas das
principais subdivisdes da formagiio do hipocampo constatou-se, porém, que a redugdo dos

volumes globais dessas subdivisdes na encefalopatia por VIH era devida quase exclusivamente
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a diminui¢do do volume das camadas celulares. Este achado levou a que se pensasse poder tal
situagdo advir de morte neuronal. No entanto, nio se encontrou morte neuronal, mas sim
diminui¢do considerdvel dos volumes nucleares e somaticos dos neurénios de todas as

populagdes estudadas, o0 que permite explicar a atrofia das camadas celulares.

A apreciagdo detalhada da importincia e magnitude da morte neuronal na formagfo do
hipocampo pressupde, como anteriormente explicitado, a estimativa do nimero total de
neurdnios. Esta estimativa ¢ de uma relevincia morfofuncional que importa realgar, uma vez
que, em ultima analise € a variagdo do numero total de neurénios de uma regido cerebral o
mais poderoso indicador da sua afectagdo funcional. Pode-se, assim, dizer que sdo de enfatizar
as afecgdes que acarretam alteragdes numéricas de populagdes neuronais, dado o reflexo que
tém nas fungdes cognitivas dependentes desses neurénios. Ou seja, a morte neuronal no
cérebro adulto, seja qual for a regido cerebral considerada, acarreta alteragdes funcionais, a
maior parte das vezes graves em virtude da impossibilidade de divisdo celular pés-natal nos
primatas. Ja nas situagdes em que se verificam alteragdes degenerativas de indole neuritica ¢
mais facil a compensagdo através de fendmenos de reorganizagio plastica neuronal e, logo, a
existéncia de alguma compensag¢fo funcional também.

Neste estudo observou-se manuten¢do do numero total de neurdnios da formagio do
hipocampo no grupo de casos com SIDA. Ressalva-se, no entanto, o facto de se ter
encontrado diminui¢do de 13% das células piramidais de CA3 no grupo A, diferenga esta que
era significativa por comparagio com os controlos mas ndo com o grupo B. Tal como
acontecia com as determinagdes volumétricas, ndo existe uma explicagdo clara para esta
diferenca entre os grupos de SIDA. A auséncia de morte neuronal na SIDA observada
estereologicamente, foi corroborada pelo estudo imuno-histoquimico realizado, que mostrou
idénticos padrdes de marcagéo para a ubiquitina na SIDA e nos controlos, quer na formagéo
do hipocampo quer também no cortex préfrontal (resultados ndo publicados). A ubiquitina ¢
uma proteina induzida nas células como resposta ao stress citoloégico e que estd envolvida na
degradagdo das proteinas anormais, actuando como co-factor da protedlise ndo lisosémica
dependente do ATP (56, 147, 308) e também no sistema lisosémico (81), fungSes que
genericamente se designam por ubiquinacdo das proteinas. A sua deteccdo esta descrita no
envelhecimento e em diversas doengas neurologicas de que sobressai a deméncia de Alzheimer,
onde se encontra elevada quer no tecido cerebral quer no LCR (180, 185). A auséncia de

morte de neuronios na formacdo do hipocampo de doentes com SIDA nfo ¢ um achado tdo
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inesperado quanto seria de supor, mesmo tendo em conta os trabalhos que a descreveram a
nivel neocortical (99, 101, 179, 276, 403, 416), uma vez que o virus ndo parece ter uma
actividade citopatogénica sobre os neur6nios (34), nem mesmo provocar lise dos astrocitos ou
dos oligodendrécitos (296). Além disso, hd outros autores que ndo encontraram morte
neuronal neocortical na SIDA (338), 4 semelhanca do que aqui se refere.

Tem sido também apontada a possibilidade de a morte neuronal neocortical ocorrer s6
nas fases mais tardias da infecgdio (28). Conquanto ndo se disponha de qualquer evidéncia a
nivel hipocampal de um fenémeno deste tipo, pode pdr-se a divida se tal poderia, de facto,
acontecer. Se assim fosse, era l6gico admitir que a detecgdio de morte neuronal hipocampal
poderia ficar condicionada pela duragéio da doenga. Nesse sentido, ganharia maior importancia
a coexisténcia de outros processos, eventualmente agudos, que levam a morte do doente mais
cedo, por um lado e, por outro, os mecanismos idiossincraticos da interacgo virus/hospedeiro,
ou, por outras palavras, o resultado da interacgdo entre adaptabilidade mutante do virus e
adaptabilidade imunitdria do hospedeiro. A amostra trabalhada ndo permite, todavia,
aprofundar estas conjecturas.

Ainda no que diz respeito & morte neuronal no neocértex, ndo ¢ de mais referir que,
dos trabalhos existentes, apenas um se baseou em estimativas de niimeros totais de neur6nios
(276). Seja como for, & justo salientar que essas descrigdes trouxeram dados importantes para
a compreensdo da patogenia da doenga tendo posto em causa a localizagéio fundamentalmente
subcortical das lesdes (264, 296, 300) e levantaram a hiptese do atingimento dos neurénios
de forma indirecta, j4 que nfio parecem ser células-alvo de infecgdo directa pelo agente. Pelo
contrario, a auséncia de morte de neurénios na formagéo do hipocampo, a par das alteragdes
neuriticas que se adiante se apresentaro, corroboram a integracio da encefalopatia pelo VIH
no grupo das deméncias subcorticais, dando razdo as primeiras descrigdes (264, 296, 300).

A observagdo da inexisténcia de morte neuronal hipocampal na SIDA ¢, assim, um
dado neuropatologico novo, embora seja justo referir um estudo estereologico prévio
efectuado na formagdo do hipocampo com base na determinagdo de densidades numéricas, no
qual foi encontrada morte neuronal na doenga de Huntington mas nfo na SIDA (370).
Curiosamente, j& num outro estudo de base imuno-citoquimica e morfométrica no qual se
determinaram densidades numéricas apenas de neurénios parvalbumina positivos hipocampais
(239), foi registada marcada diminuigio dessa populagdo neuronal na regiio CA3. A
manutengdo do nimero de neurénios nas populagdes celulares que integram o circuito

excitatorio trissinaptico da formagdo do hipocampo nfio deixa de ser surpreendente, face a
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evidéncia de atingimento electivo desta regido cerebral em individuos infectados por VIH
observado por técnicas imuno-citoquimicas de detecgio de células microgliais positivas para a
proteina do invélucro virico gp41 (316).

Finalmente, é de salientar que a auséncia de morte neuronal hipocampal na
encefalopatia por VIH abre perspectivas menos sombrias quanto ao evoluir da infecgdo
cerebral, pois permite aduzir que a disfungfio cognitiva que os doentes apresentam possa ndo
ser irreversivel, facto, alids, comprovado pelos dados clinicos. Com efeito, de ha muito se sabe
que a deméncia associada a SIDA é, em parte, passivel de correc¢do com a terapéutica
retrovirica (31, 334) e, mais recentemente, diversos ensaios clinicos com agentes
neuroprotectores tém demonstrado a sua eficicia como terapéutica auxiliar (208, 211). Deste
ultimo grupo destacam-se os antagonistas dos canais de célcio, como a nimodipina, que
bloqueiam a neurotoxicidade induzida pelas proteinas viricas, os antagonistas das citocinas, os
antioxidantes e os bloqueadores dos receptores NMDA, como a memantina (208, 211). Ora,
estas possibilidades terapéuticas sfo muitissimo relevantes na presente situacdo e mais serdo
se, como se espera, a curto prazo se puder vir a dominar a doenga e conseguir uma
recuperacdo funcional recorrendo a marcada plasticidade neuronal.

A comparacdo do quadro de encefalopatia por VIH com outras situagdes clinicas que
comprometem as fungdes cognitivas, nomeadamente as que foram alvo de estudos
estereologicos do cortex, incluindo a formag¢io do hipocampo, foi realizada para avaliar a
existéncia, ou ndo, de paralelismo no que se refere a quantificagdo das popula¢des neuronais.
Simic e colaboradores (361) encontraram redugdo significativa do nimero total de neurdnios
na camada de células piramidais da regiio CAl do hipocampo e no subiculo no decurso do
envelhecimento, directamente proporcional a idade, enquanto que na deméncia de Alzheimer,
forma de deméncia cortical, observaram redug@o significativa de neurdnios na fascia denteada
e no subiculo. Este padrio regional selectivo de perda neuronal, diferente no envelhecimento
normal e na doenca de Alzheimer, tinha j4 sido descrito por outros que encontraram
diminuigdo significativa do nimero total de neurénios na regiio CAl do hipocampo nesta
afecgdio (410). Na doenga de Huntington, considerada também uma deméncia subcortical, foi
descrita perda selectiva dos grandes neurénios piramidais das camadas III, V e VI do cortex
préfrontal, permanecendo em aberto se a morte neuronal é de causa intrinseca ou, pelo
contrério, devida a degenerescéncia retrograda dos neurdénios que se projectam para o nicleo
caudado, local da lesdo primaria (369). Também a nivel neocortical ha descricdes de perda

neuronal com padrdo regional selectivo na doenga de Alzheimer (33, 72, 230, 231), enquanto
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outros nio a observaram nas camadas II e III do cortex préfrontal (286, 326) ou mesmo a
nivel cortical global (309). Neste ultimo estudo, no qual foram utilizadas novas técnicas
estereologicas, foi encontrada atrofia cortical significativa devido a redugo da espessura do
manto cortical, mas sem morte neuronal (309). Finalmente, ¢ de realgar que na doenga de
Alzheimer e no envelhecimento foi ainda descrita atrofia neuronal, na auséncia de morte
celular, no neocértex (309, 376). Em resumo, é de referir que, pese embora a existéncia de
alguns relatos de morte neuronal nas deméncias, muitos outros estudos revelam manuteng&o

das populagdes neuronais.

Resultados sobreponiveis aos descritos na doenga de Alzheimer e no envelhecimento
(309, 376) foram encontrados na encefalopatia por VIH, pois embora se nio tivesse observado
morte neuronal, havia em todas as populagdes celulares da formagdo do hipocampo reducéo
significativa dos volumes nucleares e somaticos, & excepgdo das células do hilo que apenas
apresentavam retraccdo dos corpos celulares. Além disso, a diminuigdo volumétrica era de
maior magnitude nos corpos celulares das células piramidais das regides CA3 e CAl do
hipocampo do que nos respectivos niicleos. Também era consideravel nos niicleos das células
granulares da fascia denteada (28%) e de menor grandeza, embora estatisticamente
significativa, nos corpos celulares das células hilares (16%). A diminuigdo volumétrica das
células hilares, embora de menor grau é certo, nfo deixa também de se poder revestir de
importancia funcional ja que estes interneur6nios, como atras se disse, sdo alvo de aferéncias
extra-hipocampais varias e de colaterais das fibras musgosas, inibindo os dendritos das células
granulares ¢ desempenhando assim papel de relevo na modulagio hilar da informagéo (4, 5,
257).

Esta diminui¢do generalizada do volume das células hipocampais na SIDA, é sugestiva
da existéncia de sofrimento celular e pode ser explicada pela ac¢éio de factores toxicos que,
actuando directamente a nivel neuronal, induzem alteracdes nos normais mecanismos
metab6licos neuronais, como o demonstram numerosos modelos experimentais (9, 225). Néo
se pode deixar também de considerar a possibilidade da diminuic&io volumétrica encontrada ser
consequéncia de redugdo da sintese de factores neurotroficos (206, 385), numerosos a nivel
hipocampal (98), resultante de uma diminuigdo da producdo de factores tréficos de origem
glial (319, 422). Sabe-se que a formagdo do hipocampo tem niveis elevados de neurotrofinas,
moléculas proteicas indispensaveis a diferenciagdio e sobrevivéncia neuronais, das quais se

salientam o NGF (nerve growth factor), o BDNF (brain-derived neurotrophic factor) e as trés
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neurotrofinas NT3, NT4 e NT5 (206, 385). Mais propriamente, sdo as células piramidais do

hipocampo e as células hilares e granulares da fascia denteada que manifestam a expressdo do
ARN mensageiro do NGF, enquanto que a do ARN mensageiro do BDNF ¢é mais evidente nas
células piramidais de CA3 e nas células granulares da fiscia denteada (98).

De entre os factores implicados na explicagdo da patogenia do sofrimento celular na
SIDA, destacam-se o gp120, a proteina Tat do VIH, o TNF-a e outras citocinas como a IL-1,
certos neurotransmissores como o glutamato e os receptores NMDA, libertados ou
estimulados pelo préprio virus VIH e pelas células microgliais € macrofagicas por ele
infectadas, considerados neurotdxicos (82, 100, 209, 259). Apontam-se diversos mecanismos
de accdo quer a nivel neuronal, através da promog@o do aumento intracelular de calcio, quer
astrocitario, pelo comprometimento da libertagdo do factor de crescimento nervoso, razdes
pelas quais esses factores tém sido apontados como responséaveis pela lesdo neuronal na
deméncia associada & SIDA e base de suporte da mesma na auséncia de infecgfio directa
neuronal pelo VIH (82, 100, 209, 259). Este mecanismo foi ji referido por outros para
explicar a lesdo das células parvalbumina+ na regido CA3 do hipocampo de doentes VIH+
(239). Vale a pena referir que a entrada de célcio para as células € considerada a via final
comum de um grupo variado de afec¢des neurologicas agudas e crénicas que induzem lesdo
neuronal, mecanismo inespecificamente designado por excitotoxicidade (103). Neste contexto,
¢ pertinente mencionar os estudos que revelam a possibilidade de os factores de crescimento
exercerem também uma acgio protectora sobre as populagdes neuronais da formacdio do
hipocampo. H4 estudos in vitro que demonstraram que o NGF e o BDNF protegem os
neurénios hipocampais dos efeitos excitotoxicos provocados pelo excesso de glutamato (53)
ou consequentes a défices de glicose (52), e, estudos in vivo que evidenciaram que esses
factores de crescimento impedem a morte das células piramidais de CAl na hipoxia por
isquemia cerebral transitoria (347). Essa actividade neuroprotectora do NGF e do BDNF foi
atribuida a sua capacidade de intervengdo na estabilizagio da homeostasia do cdlcio
intracelular (52, 53). Outros estudos mostraram ainda que o NGF ex6geno aumenta os niveis
de enzimas anti-oxidantes e impede a produgéo de radicais livres (266).

Seja qual for o mecanismo de base, e como corolario, é de supdr que, apesar de ndo
existir perda neuronal, essas alteragdes celulares venham a comprometer de modo importante

os aspectos funcionais da formagéo do hipocampo.
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Nzo ha na literatura estudos dirigidos & determinagfio dos volumes das células da
formagio do hipocampo na SIDA. No entanto, em estudos experimentais efectuados com o
virus da imunodeficiéncia dos simios (SIV), que provoca nos macacos uma doenga com
caracteristicas clinicas e neuropatolégicas similares as da infec¢do por VIH no Homem (318,
343), obtiveram-se resultados semelhantes aos agora apresentados, embora nfio tenham sido
determinados volumes neuronais, mas sim indicadores dos mesmos. Com efeito, Luthert e
colaboradores (219) encontraram uma diminui¢do marcada dos didmetros médios das células
piramidais do hipocampo, detectada cerca de 3 meses apés a infecg¢éo, ndo acompanhada de
morte neuronal significativa.

A nivel neocortical ha alguns estudos dirigidos & apreciacio das alteragdes de tamanho
dos neurénios piramidais na SIDA, cujos resultados sdo dispares. Everall e colaboradores
(101), utilizando material incluido em parafina, que induz um alto coeficiente de retrac¢io
tecidular, e o nucleator, observaram aumento do volume neuronal médio cortical em doentes
com SIDA, assintomaticos ou demenciados, estatisticamente significativo apenas na regido
occipital. Pelo contrario, Ketzler e colaboradores (179) e Weis e colaboradores (403), em
estudos baseados em éreas de perfis neuronais, no encontraram diferengas aprecidveis entre o
grupo de controlo e o de SIDA, este ultimo incluindo material obtido em doentes com um
leque variado de manifestagdes neurologicas.

Como se pode verificar, e tal como se referiu atrds, a retracgfo somatica que se
observou em todas as populagdes celulares hipocampais estudadas permite explicar a
diminuigdo significativa de volumes encontrada precisamente nas camadas onde 0s seus corpos
celulares esto situados. Ora, tendo em atengdo tais achados, mais imperioso se tornou ainda o
estudo das arboriza¢des dendriticas dos neurénios hipocampais. Com efeito, para além das
estimativas do volume e do nimero total de neurénios da formagao do hipocampo, a avaliagdo
do grau de envolvimento dendritico era essencial para aquilatar o estado dos circuitos
hipocampais na encefalopatia por VIH, uma vez que os dendritos constituem uma parte muito
significativa da superficie receptora neuronal. Secundariamente, obter-se-iam informagdes que
poderiam esclarecer o grau de participagdio do compartimento dendritico na reducdo

volumétrica da formagio do hipocampo.

Encontraram-se alteragdes dendriticas em todas as regides da formagéo do hipocampo
estudadas. Todavia, no que diz respeito & fascia denteada, ndo se observou qualquer indicac@o

de degenerescéncia dendritica nas células granulares, ao contrdrio do que estd descrito na
126



deméncia de Alzheimer (76, 114, 115). Com efeito, na deméncia de Alzheimer foi encontrada
uma diminui¢do do comprimento dendritico total e do comprimento médio dos segmentos
dendriticos das células granulares, mas o numero de segmentos dendriticos estava aumentado,
o que traduz a existéncia de uma resposta proliferativa antes das fases terminais da doenga (76,
114, 115). Verificou-se que o grupo VIH+ apresentava também um discreto aumento do
numero de segmentos dendriticos das células granulares face aos controlos, da ordem dos 9%,
sendo pertinente levantar a questdo se, porventura, a inclusio de mais casos poderia tornar
este achado significativo e tradutor de um processo de reorganizagéo, a semelhan¢a do que se
referiu. Acresce ainda que, também na SIDA, se observaram outros dados a favor de uma
provavel reorganizagfio, como por exemplo um discreto aumento do nimero de segmentos
terminais de ordem centrifuga “média”, isto €, aqueles que presumivelmente constituem o
maior contingente de segmentos terminais, ja que os segmentos dendriticos que terminam em
ordens mais elevadas sdo em menor niimero e apresentam maior variabililidade (145), a par de
ligeiro aumento de densidade dendritica nas regides mais proximais.

Ja nas células em cesto do hilo, havia marcado empobrecimento das arvores dendriticas
nos casos VIH+, a custa da redugdo do comprimento dendritico total e do numero de
segmentos dendriticos. Por sua vez, os segmentos terminais eram mais compridos ¢ havia
reducdo da densidade de ramificagdio nas regides mais proximais. Estas alteragdes s@o
relevantes visto que as células em cesto sdo um dos intimeros interneurdnios hilares descritos
por Amaral (2) e identificados pela sua morfologia e localizagdo propria a este nivel. Sdo
neur6nios GABAérgicos, tal como alids acontece com 60% dos neuronios hilares (339, 366,
420), e estdo localizados perto da camada de células granulares, estabelecendo contactos
inibitorios sobre os corpos celulares e os troncos dendriticos das células dessa camada.
Curiosamente, estes interneur6nios sdo inervados por terminais GABAérgicos e por fibras de
associagdo glutamatérgicas, pelo que desempenham um papel importante na dispersdo e
modulagdo da informago (5). Também nas células hilares é de realcar a possibilidade de se
desenhar um processo de reorganizagdo, valorizando o aumento do comprimento médio dos
segmentos terminais do grupo VIH+, proximo do nivel de significancia. Além disso, as
alteragdes métricas atras referidas fizeram-se sentir muito mais nos segmentos terminais que
nos intermédios, segmentos onde as alteragbes degenerativas dendriticas e os fenémenos
reorganizativos tém lugar privilegiado (145, 158).

Mas, foi nas células piramidais da regidio CA3 do hipocampo que mais profundas
alteragdes dendriticas se observaram. Com efeito, as arborizagdes basais, para onde projectam
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fibras de associa¢do, mostravam marcada diminui¢do do comprimento dendritico total e médio

dos segmentos terminais ainda que com manutengfo da densidade de ramificagéo. Mais ainda,
nas arborizagdes apicais desses neurdnios detectou-se uma redugdo do numero total de
segmentos e do nimero de segmentos terminais de ordem centrifuga “média”, diminui¢do da
extensdo dendritica total principalmente & custa da redugdo do comprimento total dos
segmentos terminais, e diminuicdo da densidade de ramificagdo dendritica. A semelhanga do
que acontecia com as células em cesto do hilo, observou-se que o comprimento médio dos
segmentos terminais das arborizagdes apicais de CA3 era 17% maior no grupo VIH+, variagdo
que se verificou estar préxima do nivel de significincia e que podera dever-se a mecanismos
compensatérios consequentes as alteragdes degenerativas dendriticas descritas. Estas
alteragdes indicam um atingimento preferencial da regiio CA3 do hipocampo na SIDA, que se
faz sobretudo sentir nas por¢des distais e médias das arvores apicais, alvo das aferéncias
provenientes do cortex entorrinal e de fibras septais e comissurais.

As alteragbes observadas sdo tanto mais importantes quanto se sabe que a regido CA3
ocupa proporcionalmente na espécie humana, quando comparada com a dos roedores, uma
maior extensdo em relagdo as outras regides da formagdo do hipocampo (203). Lim e
colaboradores (203) entendem ser admissivel que o referido aumento da regido CA3 no
Homem possa desempenhar um papel importante no circuito excitatorio trissindptico,
permitindo & formagdo do hipocampo assumir, como ja se disse, um papel mais influente na
consolidagio da meméria, o que é corroborado pelas descrigdes de doentes que sofreram
lesdes selectivas de CA3 e CALl e apresentam amnésia (70, 162, 313, 410, 425). No entanto,
estes resultados estdo em total desacordo com o descrito na deméncia de Alzheimer, onde a
regiio CA3 esta electivamente poupada havendo manutengio da organizagdo dendritica das
células piramidais (114, 116). O facto de o atingimento dendritico ser mais marcado nas
arboriza¢®es apicais do que nas basais, e até obedecer a determinados padrdes topograficos,
sugere que, para além de regressdo intrinseca das células piramidais de CA3, possa haver um
grau de deaferenciagfio mais marcado destas células a nivel apical, a semelhanga do descrito no
subiculo na deméncia de Alzheimer (112).

Ja em CAl as alteragdes dendriticas eram bem mais escassas do que em CA3, pois
apenas se observou redugdo do comprimento médio dos segmentos terminais das arborizagdes
apicais, que recebem colaterais das fibras perforantes oriundas do cortex entorrinal. Estes

resultados diferem dos descritos na deméncia de Alzheimer, situacdo em que existem marcadas
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alteragdes degenerativas dendriticas nas arborizagdes basais e apicais das pirdmides de CAl
(114, 145).

Quanto a existéncia de reorganizagio dendritica pode dizer-se que se vislumbraram
alguns sinais da sua existéncia, conforme se referiu pontualmente para as células granulares,
hilares e piramidais de CA3, embora qualquer um desses achados carecesse de significado
estatistico. Por tal motivo, ndo é prudente afirmar categoricamente que existem mecanismos
compensatorios de crescimento dendritico na encefalopatia por VIH. Tal facto pode dever-se a
inexisténcia de morte neuronal nas populagdes estudadas. Com efeito, no cérebro adulto a re-
estruturaco dendritica ocorre preferencialmente como resposta compensatéria a morte
neuronal e ndo se vislumbra de forma marcada em regides cerebrais que tém uma populagdo
neuronal numericamente inalterada (60). Acredita-se que a morte neuronal possa deixar sem
alvo os aferentes que nelas terminam e, por outro lado, induzir gliose com consequente
aumento da expressdo glial de factores neurotréficos, como o factor de crescimento nervoso
(145). Acresce também a possibilidade de reorganizagdo, embora em menor grau, quando hé
degenerescéncia das arborizagdes dendriticas, por mecanismos em tudo idénticos aos
anteriormente referidos. Ora, tendo em conta as alteragdes dendriticas que se observaram na
SIDA, ndo é descabido pensar que possam ocorrer também, de forma ténue € certo,
fenémenos de reorganizagdo. Mais ainda, tem sido também apontada a possibilidade de as
arvores dendriticas se reorganizarem com manutengdo do seu comprimento dendritico (145), o
que foi sugerido por Purves ¢ Hadley (301) ao demonstrarem a capacidade de diferentes
neuritos do mesmo neurénio adulto evidenciarem crescimento e degenerescéncia,
simultaneamente.

Na literatura ha descri¢des de alteragdes dendriticas neocorticais na SIDA (177, 238-
240, 416), cujas caracteristicas se assemelham as observadas noutras infecgdes viricas do SNC
como a doenga de Creutzfeldt-Jakob (188), o Kuru (181) e o Scrapie (156). Tais observagdes
levaram Masliah e colaboradores (240) a considerar a existéncia de patologia priméaria dos
dendritos na SIDA, em contraste com outras doengas neurodegenerativas, nas quais a lesdo
priméria é pré-sinaptica (237). Esses autores (240) sugerem ainda que a lesdo dendritica
primaria na SIDA se deva a efeitos neurot6xicos de factores viricos e microgliais, conforme
atras se referiu, susceptiveis de induzir alteragSes funcionais inicialmente reversiveis, com
ocorréncia, mais tardia, de morte neuronal. Esta hipotese € corroborada por estudos
experimentais efectuados em cérebros de ratos infectados por gp120 (150), que descreveram

alteragdes distroficas dos dendritos, as quais podiam ser prevenidas por tratamento com
129



peptideo T, inibidor das citocinas derivado do gpl20 e semelhante ao vasoactive intestinal
peptide, VIP, que bloquearia 0 TNF-o. Um padrio semelhante de distrofia neuritica foi
observada também em culturas de células ganglionares da retina e de neurénios hipocampais
do Rato submetidas a concentra¢des subletais de NMDA ou de glutamato (209). Todas estas
situagdes patoldgicas sdo dependentes do influxo de célcio para os neurdnios e mediadas pela
activa¢do dos receptores NMDA, mecanismos que, como se disse, se admitem estar na base da
neurotoxicidade do VIH. Mais ainda, cré-se que o gpl20 actue sinergisticamente com os
aminoacidos excitatérios que actuam nos receptores NMDA, como o glutamato, podendo
ainda sensibilizar directa ou indirectamente os neurdnios aos seus efeitos letais. Além disso,
foram detectadas concentragdes elevadas de dcido quinolinico, um agonista dos receptores
NMDA, no LCR de doentes com SIDA (148, 149).

As observagOes de degenerescéncia dendritica nas situagdes acima referidas levaram
Lipton (209) a considerar ser pertinente incluir, nos parametros utilizados para apreciar a lesdo
neuronal relacionada com a gpl20 e a excitotoxicidade, a pesquisa de alteragdes mais subtis
que a morte celular, uma vez que as alteragdes citoarquitectonicas neuronais acarretam
importantes consequéncias funcionais. As alteragdes dendriticas que agora se descreveram a
nivel da formagio do hipocampo na SIDA podem assim adicionar-se as que foram observadas
no neocortex de doentes seropositivos (177, 238-240, 416).

Nos casos VIH+ encontrou-se ainda perda de espinhas dendriticas nalgumas
populagBes neuronais, curiosamente mais marcada nas que mantinham a organizagéo geral € a
extensdo das suas arvores dendriticas preservadas. Com efeito, havia marcada redugdo da
densidade das espinhas dendriticas nos segmentos distais e proximais das células granulares da
fascia denteada, o que é um achado da maior importincia dado que € sobre as espinhas
dendriticas destas células que as aferéncias entorrinais, comissurais e septais estabelecem cerca
de 85% das suas sinapses (4, 79). Pelo contrario, nos interneurénios hilares e nas células
piramidais de CA3, onde a degenerescéncia dendritica era mais acentuada, nfo se encontrou
perda significativa do nimero de espinhas, embora nas arborizagdes basais de CA3 os
resultados sugiram a existéncia de redugfo da sua densidade. Havia ainda perda significativa de
espinhas dendriticas nos segmentos terminais das arborizagdes basais de CAl, onde fazem
sinapse fibras comissurais e septais (5).

A perda de espinhas dendriticas e alteragdes dendriticas na SIDA foram descritas no
cortex frontal por Masliah e colaboradores (238, 240) e correlacionadas com a presenga
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abundante de gp41 no neocdrtex e na substdncia branca dos hemisférios, o que sugere que a
presenga do VIH possa ser responsavel, directa ou indirectamente, por essas alteragdes (238).
Em estudos experimentais efectuados em macacos infectados com SIV, foi também encontrada
perda de espinhas dendriticas corticais (256) que Luthert e colaboradores (219) relacionaram
com a retracgdo somatica neuronal.

Ora, a perda de espinhas dendriticas tem seguramente repercussdes funcionais e
estruturais marcadas, ndo fossem as espinhas 0 componente pos-sindptico mais exuberante no
contexto da superficie receptora. Para além disso, ha evidéncia que as espinhas dendriticas
possam constituir um sistema de armazenamento da memdria remota e também se admite que
possam desempenhar um papel neuroprotector ao isolar as células das consequéncias deletérias
da entrada de calcio quando este se liberta por pulsos durante a actividade sinaptica (337). Ndo
admira pois que tenha sido encontrada perda de espinhas em varias afecgdes que se
caracterizam funcionalmente por declinio cognitivo progressivo, por exemplo nos neurénios
piramidais do hipocampo na deméncia de Alzheimer e no Sindrome de Down (76, 109, 298,
381), e a nivel neocortical na deméncia de Pick (44).

Como anteriormente se mencionou, ndo had na literatura estudos sobre as arborizagdes
dendriticas hipocampais na encefalopatia por VIH. Noutras situacdes em que hé perturbagdo
cognitiva, como na doenga de Alzheimer e no envelhecimento, salientam-se os estudos, ja
referidos (76, 112, 114-116, 145), que tdo bem ilustram o compromisso dos circuitos
hipocampais, envolvidos na aprendizagem e na memoria, subjacente ao quadro demencial. Ha,
pois, evidéncia suficiente para admitir que os mecanismos citoarquitectonicos hipocampais que
estdo na base do processo demencial na SIDA possam ser diferentes dos que ocorrem na
doenga de Alzheimer. Por outras palavras, enquanto que na doenga de Alzheimer existe
degenerescéncia dendritica marcada nas células granulares (76, 114, 115) e nas células
piramidais da regido CAl (114, 145), na SIDA as alteragdes dendriticas mais marcadas foram
encontradas nas células hilares e nas células piramidais da regido CA3. Pelo contrario, na
doenga de Alzheimer, a regiio CA3 estd electivamente poupada (114, 116) e ha sinais
inequivocos de resposta proliferativa nas células granulares, antes das fases terminais da
doenca (76, 114, 115).

Conforme se expds de modo exaustivo, na formagdo do hipocampo de doentes com
SIDA sdo de realgar as alteragdes a nivel dos corpos celulares e, de modo mais evidente ainda,
a nivel dos neuritos, como o atestam os estudos Golgi e a analise do volume das diferentes

subdivisdes. Estes achados demonstram, de modo inequivoco, ser a substincia branca um dos
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principais alvos na encefalopatia por VIH e estdo, alids, de acordo com o facto de a substéncia
branca dos hemisférios ser uma das localizagdes predominantes das lesdes cerebrais

provocadas pelo VIH (94).

Percebe-se sem dificuldade que as alteragdes degenerativas do cérebro em geral, ou da
formagdo do hipocampo em particular, se possam repercutir rapidamente no LCR, n#o s6 por
razdes topograficas mas também porque ¢ comumente aceite, como se exp0ds anteriormente,
poder o parénquima cerebral induzir altera¢des na composi¢éo do LCR.

Atendendo a essas razdes, bem como ao facto de o VIH ser simultaneamente
linfotropico e neurotropico, langou-se mio de uma série de estudos de LCR efectuados em
doentes infectados por VIH, em diferentes estadios da doenca, de forma a analisar o
comportamento imunitario do SNC nesta infecgdo. Com efeito, € licito pensar-se que possa
existir reciprocidade entre as alteragdes verificadas na formagfio do hipocampo e as
encontradas no LCR, pois, se por um lado se pode inferir que os neurdnios hipocampais
sofrem precocemente os efeitos neurotoxicos da infecg¢do virica, atendendo as suas relagGes
intimas e extensas com os ventriculos, por outro, ¢ também o6bvio que a infecgio e

consequentes alteragdes do parénquima cerebral se reflectem no LCR também precocemente.

A primeira ilaccdo que se pdde obter foi o facto de o LCR apresentar alteracGes
celulares e/ou humorais em 92% dos casos, incluindo todos aqueles que se encontravam nos
estadios I e II (casos n® 8, 12, 29, 59, 60). Estes achados estdo de acordo com os trabalhos
pioneiros nesta area que descreveram o atingimento do LCR em seropositivos assintomaticos
(90, 136, 217, 234, 235, 246) e alertaram para o envolvimento precoce do SNC na infecgdo
por VIH (246, 315). Com efeito, apenas em 5 casos dos 3 grupos de doentes VIH+ estudados
neste trabalho o LCR era inteiramente normal, o que correspondia a um valor percentual de
8%, semelhante ao encontrado por Spina-Fran¢a e colaboradores (212, 371). Logo, pode
afirmar-se com toda a clareza que a existéncia de alteragdes do LCR na infecgdo por VIH,
mesmo em estadios precoces, € a regra € ndo a excepgao.

As alteragdes dos pardmetros cito-proteicos encontradas, como a ligeira pleocitose, o
predominio linfoplasmocitario, a elevagdo moderada das proteinas totais, a existéncia de
bandas oligoclonais da globulina y e a sintese intratecal de imunoglobulinas, enquadram-se nos

registos existentes na literatura, nomeadamente com os dados obtidos em séries extensas de

132



doentes VIH+, que abrangem, tal como esta, desde doentes seropositivos assintomaticos até
aos que apresentam infecgdes oportunistas do SNC (36, 37, 66, 80, 110, 136, 195, 212, 217,
220, 246, 248, 295, 307, 371). Mais ainda, a duracdo da doenga ndo parece influenciar a
resposta neuroimunitaria, 0 que também estd de acordo com outros estudos (246), embora a
ocorréncia de alteragdes citomorfologicas fosse significativamente mais elevada nos casos de
menor duragio da infeccdo. Este ultimo achado pode ser explicado pelo facto de se tratarem
de fases mais agudas quando é despertada a reaccéo celular, pré-humoral, isto €, o primeiro

brago efector do sistema imune (108, 217, 317).

No que diz respeito a imunidade celular, ¢ de realgar a existéncia, na grande maioria
dos casos, de alteragdes citomorfologicas, sobretudo nos doentes que apresentavam sintomas
neurologicos. Havia ainda concordincia entre o predominio de linfocitos reactivos e
plasmoécitos ai observados e o discreto aumento das subpopulagdes B existente no LCR
(fenotipos linfocitarios CD19 e CD20). Em alguns casos observavam-se também eosinéfilos,
achado ndo referido na literatura, denotando uma reac¢io de hipersensibilidade sustentada de
caracter alérgico na base do processo imunitario em curso (320). Neste contexto, nio deixa de
merecer alguma reflexdo o facto de os eosinofilos poderem ter efeitos neurotoxicos (85) e
serem deletérios para o hospedeiro em caso de reaccdo de hipersensibilidade cronica (38, 418).
Finalmente, quando se analisaram as subpopula¢des leucocitarias, verificou-se que a inverséo
da razio CD4/CD8 encontrada no LCR em 3 casos reflectia o que se passava no sangue
periférico, tal como habitualmente referido (232, 247), enquanto que num outro doente com
deméncia da SIDA tal inversdo apenas existia no LCR. Este ultimo achado esta de acordo com
os dados obtidos por Elovaara e Muller (88) num estudo efectuado em doentes infectados por
VIH-1, embora em estadios anteriores, que os levou a sugerir que a resposta linfocitaria possa
ocorrer mais cedo no SNC que a periferia. Daqui decorre a possibilidade de nem sempre haver
repercussdo directa entre os acontecimentos imunolégicos que se verificam a nivel do SNC e

do sistema imunitario periférico (88).

Quanto as alteracGes da resposta imunitaria humoral, mais frequentes até que as
celulares, ¢ de realcar a presenca de bandas oligoclonais da globulina y, com aumento
consideravel do seu teor e aumento da concentragdo das imunoglobulinas IgG e IgA.

Confirmou-se, assim, a hipdtese ja esperada tendo em conta a resposta celular, da existéncia de
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sintese intratecal de imunoglobulinas em grande mimero de seropositivos independentemente
do tipo de envolvimento neuroldgico, facto alids amplamente divulgado na literatura (37, 136,
213, 246). Encontrou-se também disfuncdo da BHE na maior parte dos casos, com indices de
albumina LCR/soro de maior grandeza nos doentes com envolvimento neuroldgico, tal como
ja acontecera quanto ao teor das proteinas totais. Estes achados estdo de acordo com os dados
da literatura (364), sobretudo com McArthur e colaboradores (248) que encontraram aumento
significativamente maior do indice de albumina e do valor das proteinas totais no LCR em
doentes com ADC relativamente a doentes seropositivos ndo demenciados, conquanto outros
pardmetros, como a presenca do antigénio p24, fossem semelhantes.

Poderia entfio, com alguma pertinéncia, pensar-se que o aumento dos valores absolutos
da globulina y no LCR e das concentragdes das imunoglobulinas se deveria a disfungfo da
BHE. Todavia, o padrdo oligoclonal da globulina y registado em vérios casos e a apreciagéo
do significado da elevagdo da IgG e da IgA mediante indicadores fidveis (Indice IgG e método
de Reiber), permitem afirmar a ocorréncia de sintese intratecal de anticorpos na infecgéo por
VIH. Com efeito, as bandas oligoclonais da globulina y, quando aparecem exclusivamente no
LCR, reflectem a sintese de imunoglobulinas dentro do neuroeixo (131) e, logo, a presenca de
processos patolégicos de cardcter imune no sistera nervoso (110). Refira-se, a propésito, que
cada banda € sintetizada por um tnico clone de células plasmocitéarias e dirigida contra um
antigénio especifico, pelo que a sua presenga indica existéncia de activago plasmocitéria
intratecal (364). O aparecimento de bandas oligoclonais foi descrito em diversas doengas
infecciosas cronicas (390) de que se destacam a neurossifilis (400), a panencefalite esclerosante
subaguda (358) e a SIDA (136, 217), tendo sido correlacionadas, nas doengas viricas, com a
persisténcia do virus no cérebro (183).

Todavia, é nas doengas inflamat6rias e desmielinizantes de base autoimune, como a
esclerose multipla, doenga por exceléncia da substéncia branca e sem antigénio especifico
conhecido (110, 386), que a sua presenca ¢ mais caracteristica e frequente (104, 110),
podendo atingir quase 100% dos casos (387) e a sua manutengdo relativamente constante
(401). Nzo é, pois, descabido sugerir que na encefalopatia por VIH, no curso evolutivo da qual
também ocorrem alteragdes autoimunes como o atestam certos dados clinicos e
neuropatolégicos ja extensamente referidos, as bandas oligoclonais possam ser também em
parte dirigidas contra auto-antigénios e correlacionar-se com as alteragbes da substincia

branca encontradas no presente trabalho. Alids, esta observagdo € corroborada pelos dados de
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Grimaldi e colaboradores (136) obtidos em doentes seropositivos assintomaticos que lhes
permitiram demonstrar que grande parte das bandas oligoclonais no LCR ndo sdo dirigidas
contra o gpl20 ou o antigénio p24 do VIH, mas sim representam anticorpos inespecificos
sintetizados por disfungfo imunitaria.

Quanto a sintese intratecal de IgG, e uma vez que ndo se procedeu ao doseamento da
IgG especifica anti-VIH, € licito pensar-se que outros agentes infecciosos, que ndo o VIH,
possam ter despertado produgdo de anticorpos especificos, por exemplo nos casos que
apresentavam infecgdes oportunistas, como neurossifilis (398) ou toxoplasmose (220). No
entanto, é de crer que nos grupos A e Bl tal ndo se verificou, pois o estudo analitico exaustivo
de rotina levado a cabo nestes doentes ndio demonstrou a presenga de outros agentes.
Encontrou-se também aumento da sintese intratecal de IgA em alguns casos, incluindo doentes
assintomaticos, cujo significado permanece ainda desconhecido na SIDA (307), afecgio na
qual foi também descrita a presenga de IgA em imunocomplexos (165, 201). Com efeito, esse
achado foi considerado inicialmente como um indicador de activagdo policlonal das células B
(189) e, mais tarde, da existéncia de infec¢des oportunistas no SNC (312, 317).

Outro testemunho da resposta humoral na SIDA foi a activagdo do factor C4 do
complemento, fundamentalmente a nivel do sangue periférico, pese embora o pequeno nimero
de casos estudado. A sintese de C4 pelos macréfagos foi demonstrada por Bentley e
colaboradores (14), pelo que a sua elevagdo na SIDA pode ser explicada pela intensa activagdo
dessas células. Embora este achado seja raro e de significado desconhecido na SIDA, poderia
ter como finalidade promover a neutralizagdo virica (303). Todavia, a activagdo do
complemento pode também acarretar efeitos deletérios no hospedeiro, ao causar lesdes
tecidulares graves pela activagdo de autoanticorpos e deposi¢éo de imunocomplexos (392).

Ora, decorre da apreciagio geral destas alteracdes neuroimunitirias o seu caracter
inespecifico, com aparecimento de quadros similares do LCR noutras infec¢des lentas por virus
do SNC, de que se destaca a panencefalite esclerosante subaguda (358). Curiosamente, foi
encontrada nesta afec¢do marcada degenerescéncia dendritica no cortex préfrontal (283, 284) e
evidéncia de fusio de membranas celulares entre células infectadas (280), mas inexisténcia de
morte neuronal (321). Ja na doenca de Creutzfeldt-Jakob, antigamente atribuida a “agente nfo
convencional” e agora a existéncia de prides (299), ndo estdo descritas alteracSes inflamatérias

nem nunca se isolaram prides no LCR.
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Por ultimo, merecem destaque especial outro tipo de alteragdes da composigdo
proteica encontradas no LCR dos doentes com SIDA, que tém sido relacionadas, nio com
disfuncio imunitiria mas sim com processos degenerativos centrais, nomeadamente da
substancia branca, j4 anteriormente mencionados. Com efeito, no grupo VIH+ havia elevagéo
da globulina B;, também designada por tau (t), a par de descida da concentragdo da outra
fracgfio da globulina B. No entanto, outras alteragbes associadas ao denominado “perfil
degenerativo”, como a elevagdo da pré-albumina e a diminui¢do relativa da globulina y, que o
permitem considerar o reflexo da persisténcia das caracteristicas do LCR ventricular a nivel
lombar (190, 354), ndo eram aparentes na SIDA. Tal facto ndo ¢ de estranhar, tendo em conta
nfo sé a auséneia de marcada degenerescéncia mas também a possibilidade de existir, pelo
menos parcialmente, um efeito de “sobreposigdo” provocado pela resposta neuroimunitaria ao
agente infeccioso. A titulo de exemplo, quanto a este wiltimo aspecto, refira-se que a disfungéo
da BHE acarreta diminui¢do da pré-albumina e que a estimulagio da produgdio de anticorpos
no espaco subaracnoideu induz elevagdo da globulina y.

Essas alteracdes na concentragdo das globulinas B traduzem, como se disse, aumento
da actividade neuraminidésica cerebral e, logo, aumento da degradagdo da transferrina, isto &,
reflectem alteragdes tecidulares do SNC (190, 333, 335). Conquanto ndo haja uma correlagéo
especifica entre o aumento da proteina t e doengas neurologicas de base degenerativa (110), €
de realcar que essa alteragfio, a par das outras que caracterizam o perfil degenerativo, foi
descrita na hidrocefalia infantil (354) e noutras doengas degenerativas. Neste dltimo grupo,
verificou-se que a frequéncia das referidas alteragdes no LCR era significativamente maior nas
situagBes em que havia maior atingimento da substéincia branca, como as ataxias hereditarias,
do que nas doengas do neurénio motor, na doenga de Parkinson e nas deméncias (resultados
ndo publicados do Laboratério do Servico de Neurologia e Neurocirurgia). Quanto as
deméncias, merece especial referéncia, por razdes ja apontadas, a doenga de Alzheimer, em
que, caracteristicamente, o LCR é normal ou mostra apenas ligeira elevagdo do teor de
proteinas totais (110), isto é, nio apresenta sintese intratecal de IgG nem bandas oligoclonais
(90), mas sim foi descrita elevagdo intratecal dos niveis da proteina Tau, elemento constituinte
das trancas neurofibrilares, que se considera um marcador bioquimico da doenga (172).

Em resumo, no que se refere as alteragdes degenerativas do LCR encontradas na
SIDA, relacionaveis com o enriquecimento de proteinas a nivel ventricular, cré-se haver boas

razdes para estabelecer a sua relagio com a atrofia da substéncia branca observada.
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CONCLUSOES

1. Na encefalopatia por VIH encontraram-se marcadas alteragdes citoarquitectonicas na
formagfio do hipocampo. Destacam-se a atrofia neuronal e a degenerescéncia dendritica,
ndo acompanhadas de morte neuronal. As alteragbes regressivas contribuem para explicar
as alteragdes demenciais da encefalopatia por VIH, uma vez que qualquer uma delas induz
alteragGes funcionais a nivel dos circuitos neuronais da formagéo do hipocampo. Assim,

2. Tendo como base a estrutura do circuito trissinaptico da formagdo do hipocampo, € de
salientar:

a) As alteragdes morfologicas na sua origem, ao nivel da fascia denteada, onde ha redugéo
do nimero de espinhas dendriticas das células granulares e consequente redugdo da
superficie receptora neuronal, o que condiciona a informa¢@o veiculada do cortex
entorrinal. Em segundo lugar, a neuromodulagéo das eferéncias granulares, feita através
de interneurdnios hilares, encontra-se também afectada, dadas as alteragdes observadas
nestas células.

b) Ao nivel do hipocampo, no segundo elo do circuito, sdo relevantes as alteragdes das
pirdmides de CA3, ou seja, dos neurdnios que sdo alvo das fibras perforantes, das fibras
de associa¢do intrinsecas e comissurais e, muito particularmente, das fibras musgosas.
Por 1ltimo, a degenerescéncia dendritica em CAl acarreta disfun¢do ao nivel do terceiro
elo do circuito, ou seja, ao nivel da sua principal zona de projec¢do extra-hipocampal.

E assim de crer que o processamento da informacdo a nivel do circuito trissindptico e da

transmissdo da informagdo processada a outras areas do cérebro através de numerosas vias

eferentes nomeadamente a subicular/entorrinal e a fimbria/fornix estejam seriamente
afectados e contribuam para alterar os mecanismos basicos da aprendizagem e da memoria.

Também,

3. Se encontraram, no estudo bioquimico do LCR, sinais de atrofia da substincia branca,
achado que de algum modo se correlaciona com a observagdo do atingimento preferencial de
componentes do neuropilo e realga a hipotese dos sindromes demenciais serem basicamente do

tipo subcortical. Mais ainda,
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4. Detectaram-se indicadores de activagdo imunitaria, celulares e humorais, no LCR, que
apontam para o envolvimento constante e persistente do sistema nervoso em doentes
infectados por VIH-1 ou por VIH-2, mesmo assintomaticos. Quando se procurou
correlacionar as alteragdes do LCR com a clinica, concluiu-se que a pleocitose e a disfungédo
da BHE eram mais frequentes em doentes com sintomatologia neurolégica, enquanto a
presenca de bandas oligoclonais da globulina y, a sintese intratecal de imunoglobulinas e a
activagdo do complemento, foram observadas independentemente da existéncia de

envolvimento neurolégico. Por ultimo,

5. Ndo havendo morte neuronal, e uma vez que as alteragdes das arvores dendriticas e a atrofia
dos neurdnios hipocampais sfo lesdes potencialmente reversiveis, € legitimo especular que
possam ocorrer fenémenos de reorganizagdo estrutural, o que pode vir a ser um processo

determinante no evoluir clinico destes doentes.




RESUMO E CONCLUSOES

SUMMARY AND CONCLUSIONS




O Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), acompanha-se, na maioria dos
casos, por complicagdes do foro neurolégico, quer devidas & acgdo directa, neurotoxica, do
virus da imunodeficiéncia humana (VIH), quer secundérias a neoplasias e infec¢Ses por agentes
oportunistas. Das primeiras, a mais frequente ¢ o complexo cognitivo/motor associado a
SIDA, que se correlacionou com o aparecimento de atrofia cerebral, embora permanegam
controversos o tipo € a extensio de sofrimento neuronal. Estudos recentes, quantitativos,
mostraram perda aprecidvel de neurdnios corticais, enquanto outros, usando técnicas de
quantificagdo tradicionais, nfo encontraram morte celular na formagdo do hipocampo (FH).
Dada a frequéncia de aparecimento de sintomas cognitivos nos doentes seropositivos
entendeu-se relevante estudar a FH, regido do cérebro que desempenha papel importante no
processamento das informagdes cognitivas, nomeadamente a aprendizagem e a memoria. Para
apreciar o comportamento imunoldgico do sistema nervoso, 6rgdo considerado santudrio do
sistema imune e possivel reservatorio de virus, estudou-se concomitantemente o liquido céfalo-
raquidano (LCR) de doentes VIH+. O estudo morfométrico da FH efectuou-se em material
necrdpsico proveniente de 2 grupos de adultos do sexo masculino: 10 infectados por VIH-1 e
10 individuos com média etaria semelhante, cujo material se usou como controlo. Utilizaram-
se métodos estereologicos unbiased, nomeadamente o disector optico e o fractionator, para
determinar os nimeros totais de neurdnios das principais subdivisdes da FH: camada de células
granulares e hilo da fascia denteada e camada de células piramidais das regides CA3 e CAl do
hipocampo. Através do principio de Cavalieri determinaram-se os volumes de cada subdivisdo,
que incluiu também as camadas ndo celulares. Recorrendo ao nucleator, determinaram-se os
volumes nuclear e somatico médios das mesmas populagBes neuronais. Para aprofundar a
caracterizagdo citoarquitectonica da FH, foram estudadas, qualitativa e quantitativamente, as
arborizagdes dendriticas neuronais pelo método de Golgi. Complementou-se a analise da FH
com técnicas imuno-histoquimicas para melhor avaliagdo da degenerescéncia neuronal
(ubiquitina) e gliose (GFAP). Encontrou-se uma significativa diminui¢do de volume de todas as
subdivisdes da FH nos doentes com SIDA, mas sem morte neuronal concomitante. No entanto,
os volumes nuclear e somético médios neuronais eram sempre menores nesse grupo. Além
disso, observaram-se importantes alteragdes dendriticas na SIDA em todas as arborizagdes
estudadas, mas mais notérias nas células hilares em cesto e nas piramides de CA3, e redugéo
do nimero de espinhas dendriticas nas células granulares e nas arborizagdes basais das
pirdmides de CA3 e CAl. O estudo imuno-histoquimico mostrou idénticos padrdes de
marcagdo para a ubiquitina e para a GFAP. A anadlise do LCR revelou alteragdes celulares e
humorais, independentemente da existéncia de envolvimento neuroldgico clinico, tradutoras de
activagdo imunitéria intratecal, bem como sinais de atrofia da substincia branca. As marcadas
alteragdes citoarquitecténicas da FH que se encontraram na encefalopatia por VIH contribuem
para explicar as alteragdes demenciais, uma vez que, qualquer uma delas, seguramente acarreta
uma disfungdo dos circuitos neuronais. Mais propriamente, observaram-se alterages em todos
os elos do circuito trissindptico da FH, o que permite aduzir que o processamento da
informagdo a esse nivel, esteja seriamente afectado, comprometendo os mecanismos bésicos da
aprendizagem e da memdria. Ndo havendo morte neuronal, e uma vez que as lesdes
encontradas sdo potencialmente reversiveis, ha possibilidade de ocorrer reorganizacio
estrutural, factor relevante especialmente se continuarem a surgir avangos na terapéutica
retrovirica.
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The Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) presents, in most of the cases,
neurological complications due either to the direct neurotoxic effect of the human
immunodeficiency virus (HIV) or secondary to neoplasms and opportunistic infections. Among
the former, the most frequent is the AIDS-associated cognitive/motor complex, which has been
correlated to the appearance of cerebral atrophy, although the type and extent of neuronal
suffering remain a controversial issue. Recent quantitative studies have shown a remarkable
loss of neocortical neurons, while others, using traditional quantification techniques, have not
found cell death in the hippocampal formation (HF). Taking into account the frequency of
cognitive symptoms in AIDS-patients we decided to study the HF in this condition, as this
region plays an important role in the processing of the cognitive information, namely in
learning and memory. To evaluate the immunological behavior of the central nervous system,
which is considered a sanctuary organ of the immune system and a possible virus reservoir, the
cerebrospinal fluid (CSF) of seropositive patients was also studied. The morphometric study of
the HF was performed in necropsic material from 2 groups of male adults: 10 infected by HIV-
1 and 10 age-matched individuals, whose material was used as control. Unbiased stereological
methods, namely the optical disector and the fractionator, were used to estimate the total
number of neurons from the major HF sudivisions: granule cell layer and hilus of the dentate
fascia and pyramidal cell layers of CA3 and CALl regions of the hippocampus. The volumes of
each subdivision, including the non-cellular layers, were calculated by applying the Cavalieri’s
principle. The mean neuronal nuclear and somatic volumes from the same neuronal populations
were measured by the nucleator. Besides, in order to appreciate the HF cytoarquitectonical
characteristics, the neuronal dendritic arborizations of those cells were qualitative and
quantitatively studied using the Golgi method. This study was extended at the
immunohistochemical level to better evaluate the neuronal degenerations (ubiquitine) and the
gliosis (GFAP). We found a significant volumetric reduction in all HF subdivisions in AIDS-
patients, but without cell death. Nevertheless, the neuronal mean nuclear and somatic volumes
were always lower in that group. Besides, important dendritic changes were observed in AIDS
in all arborizations studied; these changes were more apparent in hilar basket cells and in CA3
pyramids. A reduction of the dendritic spine density in the granule cells and in the basal
arborizations of the CA3 and CAl pyramids was found. The immunohistochemical study did
not reveal any changes between AIDS patients and controls. The CSF analysis showed cellular
and humoral abnormalities, irrespective of the clinical appearance of neurological involvement,
traducing intrathecal immune activation, as well as signs of white matter atrophy. The marked
HF cytoarchitectonical changes found in HIV encephalopathy contribute to explain the
demential features, as each of them, surely leads to dysfunction of HF neuronal circuitry. In
fact, changes in all loops of the HF trisynaptic circuit were observed, which allow us to
conclude that the information processing might be seriously affected compromising the basic
mechanisms of learning and memory. Taking into account the maintenance of neuron numbers
and the fact that the lesions found are potentially reversible, the occurrence of structural
reorganization is thus possible, which deserves to be stressed due to the advances in
retrovirical therapeutics.
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