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RESUMO

Obj etivo: Realizar andlisehistopatol 6gicadostecidosuveal eretinianoem
modelo murino que fortemente se assemelha ao desenvolvimento de
malé&ria cerebral humana, correlacionando as alteragdes oculares com
achados encontrados em 6rg&os-alvo como o cérebro. M étodos: Utiliza-
mos camundongos de linhagem isogénica CBA/J por desenvolverem
mal &riaeevoluirem paraformagraveou cerebral quandoinoculadoscom
Plasmodiumberghei (ANKA). Foi realizadainocul acgoviaintraperitoneal
e a parasitemia obtida diariamente. Para correlacionarmos as ateractes
com aevolugdo damaléria, os camundongos foram sacrificados no 3°, 7°
e 9 dia de infeccdo. Apds a enucleacdo, o globo ocular foi fixado em
solucéo de Bouin e incluido em parafina. Os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina, tricrémi cade Gomori e Giemsa. Resultados: Foram
observados aciimul os de pigmentos malaricos (hemozoina) em diversas
estruturasoculares, nafaseinicial dadoenca, atéalteracbesendoteliaisde
vasos retinianos, adesdo de mondcitos na parede vascular e congestdo do
[imen vascular por hemécias parasitadas (sequiestro) em tecido uveal na
fasetardiadainfecgéo. Osnivei sdeparasitemiamostraram curvaascendente
esignificativapor voltado sé&timo dia. Neste model o observamos alteractes
semelhantes agquelas encontradas em outros érgdos-alvo como o cérebro.
Conclusdes: O model o de ma &riamurina permite acorrel acgo dos achados
oculares com outros 6rgaos-alvo dainfecgdo. O seqiiestro de célulasverme-
Ihas parasitadas, na fase tardia, € responsdvel pela maioria das alteracles
oculares da maéria, provavelmente com base nos fendmenos obstrutivos
similares aos processos que envolvem o sistema nervoso central.

Descritores: Malaria/complicagdes; Malaria/induzidoquimicamente; Malariacerebral;
Plasmodiumbergheiflisolamento & purificagao; Olhoffisiopatologia; Hemorragiaretiniana/
etiologia; Doengasretinianas; Infecgdes oculares parasitarias; Camundongos

I NTRODUGCAO

Dentre as protozoonoses distribuidas mundialmente, amalariaou paludis-
mo é a de maior incidéncia, atingindo um niimero significativo de 300 a 500
milh&es de pessoas por ano em cercade 90 paises®. No Brasil, segundo dados
da Fundagdo Nacional de Salde, em 1993 foram registrados cerca de 500 mil
casos, amaioriaabsol uta (em torno de 99%) restritaa AmazoniaLegal .

A maléria é causada por protozoérios do género Plasmodium. Existem
cerca de 120 espécies descritas, porém apenas 4 infectam o homem: P. fal-
ciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale; dentre elas, as 3 primeiras sdo
encontradas no Brasil, com predominio das infecgdes por P. vivax e P.
falciparum.
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O quadro clinico da infecgcdo paltdica pode evoluir com
surtos de manifestacbes agudas e autolimitadas, porém, em
alguns casos, apresentar-se como doengagrave e de éxito letal,
como ocorre na malaria cerebral, dependendo da espécie de
plasmddio envolvidae da respostaimunol égica do hospedeiro.

O acometimento ocular oriundo dainfec¢do pal idicaainda
€ pouco reportado, principalmente em nosso pais, apesar de
apresentar estreitarelacdo com aformagrave dadoencga, mais
precisamente aformacerebral.

As manifestacBes oculares decorrentes da maléria véo
desde achados maisraros, como amaurose mal &rica, nevralgia
do trigémeo, ceratite por Herpes simplex, paralisia do oculo-
motor, cegueira cortical ou danos cerebrais com consequente
acometimento ocular®* até alteragdes mais freqlientes como
hemorragias retinianas, edema de papila e exsudatos algodo-
nosos®9).

A hemorragiaretinianaéum sinal ocular freqliiente, embo-
ranegligenciado, de progndstico significativo damaléria por
P. falciparum, inclusive serve como indicativo do desenvol -
vimento de mal ariacerebral ©.

Individuos com hemorragias retinianas grandes e |esfes
centrais parecem associar-se mais comumente a resultados
pobres na evolugdo da doenca quando comparados aqueles
portadores de hemorragias periféricas observadas em casos
ndo complicados®®. Algunsautores afirmam que aseveridade
das hemorragias retinianas esta rel acionada com as hemorra-
gias cerebraistv.

Em pacientes portadores de maléria, a presenca de edema
macular, edemaextramacul ar e anormalidades vascul ares séo
consideradas varidveis preditivas do processo evolutivo da
doenga, isto &, sinais significativos de progndstico para a
malériagrave*?.

Os vasos retinianos podem refletir alteracdes vasculares
patol 6gicas decorrentes de inUmeras doengas sistémicas, ao
mesmo tempo em que podemos considerar aretinacomo uma
extensdo do cortex cerebral.

Devido a grande importancia do estudo histopatol gico se-
guencial, ou sgja, correlacdo dos achados histopatol 4gicos com
o tempo de evolucdo da infeccdo, utilizaremos como modelo
experimental camundongosdalinhagemisogénicaCBA/Jdevido
a sua alta susceptibilidade e mortalidade por maléria cerebral
quando inoculados com Plasmodium berghei cepa ANKA®19),

Diante desses dados nos propomosa: i) realizar umaandli-
se histopatol 6gica seqliencial das estruturas oculares definin-
do os achados coriorretinianos na infecgéo inicial e as al-
teraces mais tardias decorrentes dainfecc8o grave; ii) corre-
lacionar as alteracdes oculares histopatol 6gicas no decorrer
da infecgdo murina com achados sequienciais descritos em
outros 6rgaos, mais precisamente o cérebro®4),

METODOS

1) Animaise Casuistica:
Os camundongos da linhagem isogénica CBA/J foram ce-
didos pelo Biotério Central da Fundacdo Oswaldo Cruz - RJ.
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Devido aalta mortalidade foram utilizados 25 camundongos,
todos machos com idade de 6 semanas no momento dainocu-
lac8o. Os camundongos foram divididos aleatoriamente em
grupos de 6 animais por gaiola (sendo um controle e cinco
infectados) mantidos nas mesmas condi¢6es de alimentacéo e
temperatura.

2) Parasitaeinoculagdo experimental:

Asamostrasdo P. berghei cepa ANKA foram cedidas pelo
Laboratério de Pesquisas em Malaria do Instituto Oswaldo
Cruz — FioCruz — Rio de Janeiro — RJ, onde se encontravam
criopreservadas em nitrogénio liquido. As amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente, sendo adicionado de
imediato, solugdo salina (cloreto de sddio 0,85% em é&gua
destilada). Procedeu-se uma centrifugacdo a 4009 por cinco
minutos em temperaturaambiente. Asheméciasforam lavadas
com sol ucéo salinaaté que ndo houvesse maissinal de hemali-
se, e posteriormente, ressuspensas, também em solugdo salina,
até o volume desejado.

Paraamanutencéo da cepain vivo foi inoculado 0,2 ml da
suspensdo obtida, via intraperitoneal em camundongos que
ndo fizeram parte do grupo experimental. Trés passagens da
cepa (retirada de sangue de camundongo infectado e inocul a-
¢&o em camundongo n&o infectado) foram realizadas, sempre
com o0 acompanhamento da parasitemia.

Antes da inoculagdo no grupo de camundongos do experi-
mento fez-se acontagem hematimétrica, em cAmarade Neubauer,
do sangue dos camundongos que mantiveram a cepa. A partir
destes valores, calculou-se adiluico do sangue necessaria para
queum inéculo de 0,2 ml contivesse 10° hemécias parasitadas.

A inoculacdo foi realizada por viaintraperitonial em cada
camundongo do grupo experimental.

3) Determinacdodaparasitemia:

A determinagéo da parasitemiafoi obtida através da con-
feccéo de esfregacos sanguineos e visualizag&o em microsco-
piadptica (aumento de 1000 x). O sangue foi coletado a partir
de umaincisdo naextremidade dacaudados animais. O esfre-
gaco foi fixado com metanol e corado pelo método de Giemsa.
Posteriormente, as |&minas foram lavadas em agua corrente e
secadas atemperatura ambiente.

A parasitemiafoi determinadapel o percentua de hemécias
parasitadas em relacdo ao total de hemacias examinadas.

4) Técnicadeenucleacéo:

Utilizamos 2 camundongos para padronizagédo da técnica
de enucleacéo.

Os camundongos foram col ocados em uma cdmara conten-
do gaze embebida com éter até que atingissem o nivel dein-
consciéncia, e posteriormente retirados dacémarae fixados em
uma placa de cortica em declbito ventral. O procedimento de
retiradado globo ocular foi realizado através de visualizag&o em
microscépio experimental, modelo Zeiss.

5) Histologia:

O material foi fixado em solucéo de Bouin por um periodo
minimo de nove horas. Posteriormente, o material foi submeti-
do atréslavagens consecutivas com & cool etilico a70%, com
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intervalos de uma hora. Seguiu-se a inclusdo em blocos de
parafina para que se procedessem aos cortes histol dgicos. O
corte do globo ocular foi feito no plano horizontal (pupila -
nervo 6ptico).

Osmeétodos de col oracdo foram Hematoxilina-Eosina, Co-
loracdo Tricrémicade Gomori (visualizag8o de matriz extrace-
lular) e Giemsa (observagdo de parasitas). A andlisedos cortes
histol 6gicos foi através de microscopia Optica em aumentos
100, 400e1000x.

RESULTADOS

O primeiro grupo de animais foi sacrificado no 3° dia de
infeccdo. As parasitemias obtidas encontravam-se entre 1 e
4%. Nos cortes histol 6gicos foram observados acimulos de
pigmentos maléricos localizados na camada de células gan-
glionares e dentro de vasos da camada nuclear externa da
retina e vasos coroideanos. Observou-se também, alteracdo
do padrado de coloragdo (intensidade) das hemécias quando
coradas pelo método da hematoxilina/ eosina.

No 6°diadeinfeccdo foi encontrado morto um camundon-
go. Este, ndofoi utilizado paraanélise, umavez que o objetivo
do estudo era de se retirar o globo ocular com o camundongo
inconsciente (mantendo-se a perfusdo sanguinea tecidual).

O segundo grupo de animaisfoi sacrificado no 7° dia (D7)
deinfeccdo. As parasitemias variaram entre 14,8 € 27,2%. As
alteracdes celulares encontradas foram aumento de volume,
alteracBes morfoldgicas e presenca de pigmentos malaricos
nashemécias (Figural).

Entre os dias 8 e 9 de infeccdo 4 camundongos foram
encontrados mortos.

Oterceiro grupo foi sacrificado no 9° diadeinfeccdo. Estes
animais apresentavam-se com sinais clinicos de maléria cere-
bral, tais como, apatia, caguexia, ericamento de pelos, taqui-
cardia, taquipnéiae paralisia, culminando com o chamado “roll
over” (tendénciaarolar sobre si mesmo involuntariamente) e

-

Figura1-Hemaéacias com macrocitose e pigmentos malaricos

coma. Asparasitemiasvariaram entre 23 e 64%, e encontradas
formas de trofozoitas e esquizontes do Plasmodium berghei
(Figura 2). Neste grupo de camundongos, encontramos
espessamento e irregularidade do endotélio de vasos reti-
nianos (Figura3), acimulo intravascular de hemécias parasita-
das naretina (Figura 4) e presenca de mondcitos aderidos ao
endotélio vascular e congestdo de vasos coroideanos por
hemécias parasitadas (Figuras5 € 6).

DI SCUSSAO

Osniveisde parasitemiaforam compativeiscom os espera-
dos, mostrando um aumento progressivo e significativo a
partir do 7° dia de infecc8o, 0 que justifica a ocorréncia de
Obito de alguns camundongos por volta deste periodo.

Os achados histopatol 6gicos mais significativos como con-
gestdo vascular, alteracdo das células endoteliais dos vasos
retinianos e aderéncia de célul as a parede vascular ocorreram

Figura2-Esfregaco de sangue periféricode camundongos corados
emGiemsa. Presencade heméacias parasitadas

Hematoxilina/Eosina
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Flgura4 Awmulomtravaswlardehemécnasparasntadas Hematoxilina/
Eosina

Figura5-Congestéode vasos coroideanos porheméacias parasitadas.
Tricrébmicade Gomori

Figura6-Congestédode vasos coroideanos porhemacias parasitadas.
Tricrémicade Gomori

napresencade parasitemias mais el evadas, isto é, por voltado
9 diadeinfecgo. Estas alteracOes parecem estar diretamente
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relacionadas a gravidade do quadro clinico, dados estes, com-
pativeis com os descritosi*?,

Em outros 6rgéos como no cérebro, ocorre, por volta do 6°
dia de infeccdo a presenca de vasos repletos de mondcitos e
linfocitos formando tampdes intravascul ares, além de extrava-
samento de algumas células mononucleares para 0 espaco pe-
rivascular que se encontra edemaciado®. No nosso estudo,
observamos achados semelhantes porém, ao invés de tampdes
mononucl eares, encontramos heméci as parasitadas aderidas ao
endotélio vascular, conforme estudos realizados por outros
autores®®,

Asalteragdesocularesoriundasdainfecgdo malaricadevem
estar rel acionadas alesdes de célulasendoteliais. Ashemorra-
gias retinianas devem-se a trombose parasitaria de pequenos
vasos, hipdxia local e hemdlise provocada pelo parasita®.
Estas |esdes podem ocorrer através de hemacias parasitadas e
aderidas ao endotélio de vasos da coroide e retina, levando a
obstrucdo parcial ou total dos mesmos, com consegiiente
hipdxiae alteragdo napermeabilidade vascular.

Para analise dos processos de adesdo celular do endotélio,
faz-se necessarios estudos voltados para mecanismos de ci-
toaderéncia e receptores para Plasmodium nas células endo-
teliaisdeleitosvasculares coriorretinianos, por meio detécni-
casimunohistoquimicas.

CONCLUSOES

As alterac8es histopatol dgicas observadas, estéo associa-
dasaestdgios maisgraves damalériae podem ser consideradas
como variavei simportantes na evol ugdo da doenca, pois deno-
tam o envolvimento damicrocirculacdo ocular nafisiopatogenia
damaéria

As alteracOes ocul ares foram observadas desde 0 3° diada
infecgdo, porém, encontravam-se maisfregiientemente rel acio-
nadas a estados graves dadoenca (D7/D9), mais precisamente
com a maléria cerebral, o que nos leva a concluir que os
fendbmenos retinianos ocorram paral elamente ao comprometi-
mento cerebral, uma vez que existe analogia entre retina e
cortex cerebral.

O modelo murino utilizado proporcionou o estudo das
alteracdes coriorretinianas desencadeadas pela infeccdo pelo
Plasmodium berghei ANKA permitindo extrapolar evidéncias
paraamal ariahumana.

As alteracBes do fundo de olho podem anteceder o agra-
vamento da doenca, denotando dessa forma, a grande impor-
téncia de um seguimento fundoscopico rigoroso em pacientes
portadoresde malaria.
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ABSTRACT

REFERENCI AS

Purpose: To accomplish a histopathological analysis of ocu-
lar structures, that is, uveal and retinal tract in amurine model
that closely resembles human cerebral malariaand to correlate
the ocular alterations with findingsin the target organ such as
thebrain. M ethods: Weused mice of isogeniclineage (CBA/J)
for they develop malaria, actually the neurological form (cere-
bral malaria) when inoculated with Plasmodium berghei
(ANKA). We performed an intraperitoneal inoculation and
parasitemiawas obtained daily. To correlate the changes with
mal aria devel opment, the mice were sacrificed on the 3, 7t
and 9 "day of infection. After the enucleation, the eyeball was
fixed in Bouin solution for later inclusion in paraffin. The
obtained sections were stained with hematoxylin and eosin,
Gomori's trichrome and Giemsa. Results: Malarial pigments
(hemozoyn) were observed in several ocular structuresin the
initial ‘phase of the disease, also endothelial changesin retinal
vessels, monocyte adhesion and parasitized erythrocyte clog-
ging of retinal and choroid vessels (sequestration) in the
latest stage of infection. Parasitemialevels showed an ascen-
ding and critical curve by the seventh day. In this model we
observed similar changes that occur in other organs, such as
the brain. Conclusions: The malaria murine model permits
correlation of the ocular features with those other of target
organs. The sequestration of late stage parasitized red cells
accountsfor most ocular changesin malaria, probably on the
basis of obstructive phenomena, similar to the process which
involves the central nervous system.

Keywords: Malaria/complications; Malaria/chemically indu-
ced; Cerebral malaria; Plasmodium berghei/isolation & purifi-
cation; Eye/physiopathology; Retinal hemorrhage/etiology;
Retinal diseases; Parasitic eye infections; Mice
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