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RESUMO: A procura por hovos esquemas terapéuticos para a retinite por HCMV levou pes-
quisadores a busca de um modelo animal para o estudo desta infec¢cdo. Em estudo anterior, ndo
conseguimos nivel adequado de imunossupressdo com associacdo de Azathioprina e
Prednisona em coelhos. Assim, optamos por utilizar a Ciclofosfamida em cinco coelhos da raca
New Zealand, e injetamos HCMV no vitreo de ambos os olhos de cada um deles, em diferentes
etapas do protocolo de imunossupressédo. O periodo de seguimento foi de até 112 dias, avalian-
do-se alteracdes sistémicas (peso, hemograma) e alteragc6es oculares (através de oftalmoscopia
binocular indireta e retinografia). Apos o sacrificio dos animais, pesquisaram-se antigenos de
HCMV em vitreo e retina. Encontrou-se importante perda de peso, hemograma ndo compativel
com os sinais de imunossupressao, lesdes retinianas e alteragc8es vitreas inespecificas
(exsudatos e vitreite com involucéo espontanea). Nao foram detectados antigenos de HCMV nos
Inprints de retinas e vitreos dos coelhos sacrificados. Desse modo, concluiu-se que, também
com esse novo esquema de imunossupressdo, o HCMV causa inflamacé&o intra-ocular
inespecifica. Portanto, a inoculagdo do HCMV, em coelhos, ndo determina modelo experimental
para a retinite pelo CMV.

UNITERMOS: Retinite por Citomegalovirus. Imunossupressao. Ciclofosfamida. Coelhos.

1- INTRODUCAO cessidade da obten¢do de um modelo animal, que esta
sendo estudado por varios pesquisadttes

A pesquisa de um modelo animal para o estudo  Na FMRP-USP, estudou-se a inducéo de reti-
da infeccédo retiniana por Citomegalovirus humandte por HCMV em coelhos imunocompetentes e imu-
(HCMV) tornou-se de fundamental importancia apasossuprimido€°®). Houve o aparecimento de resposta
o surgimento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adqu¥itreoretiniana (lesbes retinianas brancas, turvacéo do
rida (aids §/4. O aumento do nimero de casos e \treo, fibrose sobre o nervo 6ptico) nos dois grupos
consequéncia final dessa infec¢do ocular (cegueids animais e, também, em grupo-controle (coelhos ino-
motivou a procura por novos esquemas terapéicosculados com meio de cultura sem CMV). A gravidade
A realizagdo de pesquisas para este fim trouxe a was lesdes guardou relagdo com a dose do CMV uti-
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lizado,sendo mais evidente com inéculo contend®.2 Critérios de avaliagédo

107> TCID,, por ml. Detectou-se 0 CMV no exame Qg critérios de avaliagio sobre a evolugio dos
imunoistoquimico das retinas dos coelhos imunocoRyelhos foram os seguintéesq aferido diariamen-
petentes, mas nao no das retinas dos coelhos imur_t%;SAIterag()es gerais como queda de pelos, diminui-
suprimidosFoi observado que as lesdes vitreoretbao do apetite, diarréia, 6bito, etemograma, exa-
nianasforam autolimitadas, regredindo espontanegyes que comecaram a ser realizados na quarta se-
mente em todos os grupos de coelhos estudados. GaBna (apos a quinta injecéo); foram realizados, ime-
cluiu-se, a partir das observagoes, que a inoculaggigtamente antes de cada injecdo subsegiente, a fim
de CMV humano, em coelhos, causa reacéo inflamgs se avaliar, imediatamente, o nivel de imunossupres-
téria inespecifica e, apesar da conclus&o, foi questigy nos coelhogftalmoscopia binocular indireta,

nado se @ntensidade de imunossupressao induzidg, £ dia apés a inoculagdo do CMV intravitreo e nos
peloesquema empregado foi suficiente para o des§ftervalos de uma semana, a partir da primeira obser-
vqlwmento daretinite. As_S|m, julgamos necess'érlo r%agéo; eRetinografia, realizada quando a oftalmos-
alizar novo estudo com diferente esquema de imun@g;pia binocular indireta evidenciava alguma alteragéo
Supressao. retiniana ou vitrea.

2- MATERIAIS E METODOS 2.3 Caracterizacdo das lesdes retinianas nos animais

] No final do periodo de observagéo, os animais
Foram estudados cinco coelhos da raca Negram sacrificados e suas retinas extraidas para exame
Zealand, do sexo feminino, com peso aproximadgolggico com o olhan situ. Logo apés a retirada, fo-
de 3 kg, que receberam Ciclofosfaniiflana dose am feitosinprints do tecido retiniano em laminas de
65 mg/kg de peso, por via EV e 2% com um  microscopia que, a seguir, foram secas e fixadas por
intervalo de seis dias entre as inje¢BeO esquema 15 minutos, em acetona gelada. Os locais sobre as 13-
acima foi administrado de maneira continuada duraginas, contendo os tecidasp6ts) foram identifica-
te todo o periodo de acompanhamento clinico e oftglps com esmalte de unhas e, posteriormente, foram
mologico dos animais, completando o total de 19 injgypmetidos a teste de imunofluorescéncia direta para
¢oes. Os olhos direitos receberam a do$@TOIDsy  jgentificagio de antigenos virais. Para tal, acrescenta-
de HCMV, diluida em meio de cultura, contendo fibroram-se, sobre aspots 50 L de anticorpo monoclo-
blastos humanos, no 42ia de imunossupresséong| especifico para CMV, conjugado a fluoresceina e
medicamentosa. Os olhos esquerdos foram poupag@gido em solugéo azul de Evans (FITC / Labeled Mo-
e utilizados como controles, inicialmente; no entantggclonal Ab with Evans Blue Counterstain. Baxter
no 78 dia de imunossupressdo medicamentosa, regfiagnostic Inc., Issaqual, WA, USA). As Iém’inas fo-
beram a dose ¥9TCID, ,, de HCMV. Ainoculag&o ram incubadas por 30 minutos 32, a seguir, lava-
do CMV foi feita por via intravitrea, através de agulhgas com PBS por 10 minutos e com &gua destilada por
de Insulina, a 5-6 mm do limbo. Ainoculagao foi feitgym minuto. Em seqiiéncia, as laminas foram secas e
em dose unica. montadas com laminulas, utilizando-se glicerina na
interface, observadas e fotografadas, utilizando-se micros-
copio defluoresceina com lampada de mercdrio (Zeiss,
Diluicdes decimais e seriadas, até 1:1000, ddemanha). Apos a retirada dos olhos, foram feitos,
amostra de CMV cepa AD169 (estirpe de CMVWambém, esfregacos do humor vitreo sobre laminas de
humano, adaptada ao uso de laboratério) foramicroscopia que, a seguir, foram processados da mes-
inoculadas, em quadruplicata,dlOpor orificio, numa ma forma que omprints de retina.
microplaca de 96 orificios, contendo monocamadas de
fibroblastos humanos. As col6nias foram observadas Leg ) TADOS
em microscépio invertido no 18ia pds-inoculacao,
quando se determinaram os orificios em que as O periodo de observacéo dos animais foi de até
monocamadas apresentaram efeito citopatogénite? dias, totalizando 19 inje¢des imunossupressoras.
caracteristico. Com base na leitura do teste, calculads coelhos 3 e 4 foram a 6bito no D70 (trés dias apos
se o titulo viral em dose infectante para 50% e 100401 2 injecdo) e D82 (trés dias apés & ijecio) de
(OD e OE, respectivamente) das culturas celularigsunossupresséo, respectivamente. O coelho 1 foi sa-
(TCIDg, e TCID, ), utilizando-se a técnica de Reectrificado no D106 e os coelhos 2 e 5 sacrificados no
Muench. D112 de Imunossupressao.

2.1 Preparo e calculo do in6culo
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Figura 1 - Variacéo do peso (em gramas) dos coelhos estudados no decorrer do experimento.

a injecéo.

Os parametros he-

matolégico84 ndo mostra-
ram variagao significativa
com o decorrer do experi-
mento.

A oftalmoscopia bi-

nocular indireta foi realiza-
da semanalmente e as alte-
racoes, observadas no fun-
do de olho dos animais, e sua
evolucdo séo descritas nas
Tabelas | (OD) e Il (OE).

Conforme mostrado,

as alteracbes observadas

foram inespecificas e apre-
sentaram involug&o espon-

As alteragbes gerais, observadas nos anima@nea. As retinografias mostram aimagem de um fundo
foram: coriza e diarréia (de carater limitado), e, prirde olho normal (Figura 2) e uma vitreite intensa, impe-
cipalmente, queda de pelos e perda de peso. A viadiledo a focalizacdo da retina (Figura 3), observada nos
administragéo foi alterada a partir da sétima injec@oelhos 4 e 5 (em diferentes graus), tratando-se de
imunossupressora, de endovenosa para intramusculeacao inespecifica.
devido a necrose ou esclerose das veias utilizadas para N&o foram detectados antigenos de CMV nos
Inprints de retinas e vitreos dos coelhos.

Tabela | - AlteracGes observadas pela oftalmoscopia binocular indireta em relacdo ao tempo de
inoculacéo do CMV intravitreo (Olho direito)

I?r:iscﬁggg: Coelho 1 Coelho 2 Coelho 3 Coelho 4 Coelho 5
4 Fundo de olho Fundo de Fundo de olho Fundo de olho Fundo de olho
normal olho normal normal normal normal
11 Exsudato al- Exsudato al- Exsudato em Vitreo turvo, com Fundo de olho
godonoso, na godonoso, semi-lua, no 1/3  estrutura em normal
parte superior préximo ao posterior do forma de cisto
do disco disco (forma  vitreo, proje- (bolha?)
umbilicada) tando-se sobre
o disco
18 Diminuicdo do Fundo de Exsudato nédo Vitreo com Fundo de olho
exsudato. olho normal visualizado, areas de opaci- visivel, mas
apenas regiao ficacdo e ima- embacado
circular com gem sugestiva (Reagéo Vi-
leve pigmen- de cisto. Fundo trea ?)
tacdo ao redor normal.
25 Fundo de olho Fundo de Fundo de olho Sem alteragBes Sem alteragBes
normal olho normal normal em relagédo ao em relagédo ao
exame anterior exame anterior
32 Fundo de olho Fundo de Exsudato vitreo Vitreo turvo
normal olho normal se organizando.  com exsuda-

OH4—-woO

Retina sem
alteracdes

¢do no vitreo.
Retina sem al-
teracdes.

119



FLM da Silva; JFC Figueiredo; LTM Figueiredo;CC Sauaia; E Romao & MLV Rodrigues

Tabela Il - Alteracdes observadas pela oftalmoscopia binocular indireta em relacdo ao tempo de
inoculacdo do CMV intravitreo (Olho esquerdo)

Dias apo6s a Coelho 1 Coelho 2 Coelho 3 Coelho 4 Coelho 5
inoculacao
4 Fundo de olho  Vitreo turvo, ¢} o) Vitreo turvo,
normal retina sem B B retina sem
alteracdes alteracdes
11 Fundo de olho Vitreite (3+) | | Vitreite (4+)
normal
18 Fundo de olho  Vitreite (2+) T T Vitreite (3+)
normal
25 Fundo de olho  Vitreite (1+) (0] o Vitreite (3+)

normal

Retina sem

alteracéo.

Houve progressao da doenca para
uma vitreite mais severa, com en-
volvimento de camadas retinianas
externas em algumas areas, destrui-
¢ao retiniana, edema de cordide e
areas de congestdo. O HCMV foi
recuperado de cultura de células
coriorretinianas, em titulos varian-
do de 16 a 10 pfu, durante o pico
da doenca. Antigenos de HCMV
foram detectados por imunofluores-
céncia, na retina, dois a quatro dias
apos a inoculacao. Os autores con-
cluiram, a partir dessas observa-
¢Oes, que 0 modelo de retinite pelo
CMV poderia ser utilizado para es-
tudos experimentais referentes a re-
tinite pelo HCMV.

Tatebayash? et. al.,1995,
realizaram, também, um estudo para
avaliacdo do modelo experimental,
em coelhos, de retininite por
HCMV, realizando injec&o intravi-
trea e pré-retiniana de HCMV em
olhos de coelhos. Vitreite, conges-
tdo do nervo 6Optico, multiplos
infiltrados brancos e pequenos, no vitreo ou na super-
ficie retiniana, e descolamento de retina foram obser-

Dunkel et ak”, 1993, descreveram um modelo/ados. A histopatologia mostrou a presenca de infil-
experimental de retinite por HCMV, em coelhos, fatrado de células inflamatérias no vitreo, nervo éptico e
zendo injecéo intravitrea de*jffu do HCMV AD169 na superficie retiniana externa. A estrutura retiniana
em coelhos. Vitreites e areas focais de infiltrado dei preservada, exceto pelas alteracdes nas areas do
células imunolégicas foram vistas nas camadas rediescolamento de retina. N&o foram vistas areas de
nianas internas, dois a quatro dias apds a inoculacAgcrose ou destruicdo da retina. A imunoistoquimica

Figura 2 - Fundo de olho normal de coelho.

4- DISCUSSAO E CONCLUSOES
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cifica, sem evidéncias de infeccéo,
sendo o modelo considerado néo
apropriado paro o estudo da retini-
te por HCMV.

Laycok!® et al, em 1997,
descreveram um modelo experi-
mental de retinite por HCMV, em
ratos, em que aretina humana € im-
plantada na camara anterior de
olhos de ratos e, entdo, é inoculado
HCMV no mesmo local. Foi ob-
servado que ocorreu replicacéo do
HCMV na retina humana.

Esses trabalhos, que trazem
resultados positivos, mostram alguns
inconvenientes como: curto periodo
de observagafe dificuldade téc-
nica na avaliagdo da doefi¢a

O presente trabalho mostrou
gue nao foi constatada infeccéao re-
tiniana por HCMV, nos coelhos exa-

Figura 3 - Fundo de olho, mostrando intensa reagéo vitrea, impedindo a visualiza¢éo minados, como também nao foram
da retina. detectados antigenos de CMV nos
Inprints de retinas e vitreos dos co-
elhos. Isso nos leva a concluir que,
n&o mostrou evidéncias de infeccéo pelo CMV. A inanesmo com o uso de novo esquema de imunossupres-
culacdo do meio de cultura, contendo soro de boviséo e com o uso de diferentes inéculos, a injecao intra-
fetal, causou reacdo similar aos inoculos que contieular de CMV humano causa lesées retinianas e al-
nham o virus. Os autores concluiram, entdo, que a ineracdes vitreas inespecificas, em coelhos, reforcan-
culagdo do HCMV no vitreo e retina, em olhos ddo a caracteristica de que o CMV humano seja alta-
coelhos, causaram uma reacao inflamatéria ndo espeente especifico da espécie.

SILVAFLM; FIGUEIREDO JFC; FIGUEIREDO LTM; SAUAIA CC; ROMAO E & RODRIGUES MLV.  Retinitis induction
by human cytomegalovirus in imunossupressed rabbits. Medicina, Ribeirdo Preto, 33: 117-122, apr./
june 2000.

ABSTRACT: The search for new therapies to the HCMV retinitis made researchers look for
an animal model for this infection. In anterior study we didn’t get a good level of imunossupression
in rabbits with Azathiprina and Prednisona. In this way, we opt for use the Cyclophosphamide in
five rabbits of New Zealand race, in which were injected HCMV in vitreous of both eyes, in different
stages of imunossupression protocol. The observation period was 112 days, observing sistemics
alterations (weight, blood count) and ocular alterations (trough binocular ophthalmoscopy and
retinography ). After the animals sacrifice, it was researched HCMV antigens in vitreous and retina.
It was found important weight loss, blood count not compatible with the imunossupression signs,
retinians lesions and vitreous alterations not specifics (exsudate and vitreits with spontaneous
involution ). It wasn't detected HCMV antigens in vitreous and retina inprints from the sacrificed
rabbits. In this way, it was concluded that also with this new imunossupression scheme, the
HCMV causes not specific intra-ocular inflamation. Therefore, the HCMV inoculation in rabbits
doesn’t determine an experimental model to HCMV retinitis.

UNITERMS: Cytomegalovirus Retinitis. Immunosuppression. Cyclophosphamide. Rabbits.
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