Dosagem de lisozima na lagrima humana
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, varios trabalhos, onde
se procurou realizar a dosagem de lisozima,
tém demonstrado que a mesma se encontra
diminuida numa série de patologias, onde
podemos incluir a conjuntivite aguda, as iri-
dociclites, o herpes simples, os estados de
sub-nutricdo, as conjuntivites quimicas, a
sindrome de Sjogren e a artrite reumatdi-
de 1,7,14.16,

A partir dessas informacdes poder-se-ia
indagar: a lisozima pode ser considerada um
fator importante na preveng¢ao e tratamento
de determinadas enfermidades, principal-
mente as relacionadas com o segmento an-
terior do olho.

Nos resumos da literatura oftalmoldgica
russa, hd alguns artigos relatando a eficdcia
do seu uso no tratamento da conjuntivite e
da tilcera de cérnea !6. Numerosas andlises de
titulos da lisozima tém sido relatadas na li-
teratura mundial 1. Os primeiros registros
sdo de Covka e Prica em 1911. Fleming, em
1922, descobriu “um elemento marcadamen-
te bacteriolégico no muco nasal, que era ca-
paz de destruir certas bactérias, particular-
mente o Micrococcus lysodeikticus, que ele
chamou de lisozima”.

A lisozima é uma enzima de cadeia lon-
ga e alto peso molecular, presente em todos
os tecidos dos seres humanos. Promove a
despolimerizacdo do mucopolissacarideo al-
tamente polimerizado das bactérias. Isto
significa que € uma enzima mucolitica, que
transforma complicados mucdides em for-
mas simples, liberando agucar degradado,
que se acredita ser uma exosamina. Esta que-
bra, que pode ocorrer tanto em bactérias vi-
vas como mortas, ocorre por meio de hi
drélise de substancias mucéides dentro da
membrana das bactérias !5,

O conteudo protéico da lagrima é uma
caracteristica especifica de cada espécie ani-
mal e a fungao da lisozima varia amplamen-
te de uma espécie para outra. Ainda que a
lisozima esteja presente na maioria dos te-
cidos e secrecdOes animais, somente nos leuco-
citos, secregao nasal e lagrima sua concen-
tragdo € suficientemente elevada para ser
bactericida. A lisozima no fluido lacrimal é
a unica enzima que é secretada numa con-
centracdo constante, independentemente da
taxa de secrecdo. Seria uma proteina in-
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trinseca da ldagrima, associada com a secre-
c¢ao ativa do fluido lacrimal primdrio no 4ci-
no 7.

OBSERVACAO E METODO

1. Material

— Meio de cultura: Eugonagar “BBL"”

— Ind6culo: Micrococcus luteus

— Circulos de papel de filtro com dia-
metro de 6 mm, Whatman n.° 41

— Lisozima: Lysozyme Salt Free (Egg

White) 11.700 UI/mcg Worthington
Bicch Corporation

— Colorimetro B.L. — ‘“‘Spectronic 20”
ou similar

— Pacientes: 95 estudantes do 1° ano
da F.C.M.S.C.-SP, turma de 1980, com
faixa de idade variando de 17 a 22
anos.

2. Método

A. Elaboracao das placas de Petri e curva
padrao.

a. Placas de Petri com 20 ml de Eugo-
nagar; este meio, onde é colocado o indcu-
lo, é aquecido a 45° e, posteriormente, re-
frigerado.

b. A culturapura de Micrococcus foi di-
luida em soluc¢éao fisioldgica, numa leitura de
10% de transmitancia no espectofotémetro,
num comprimento de onda de 570 A. Acres-
centa-se essa solugao ao meio de cultura.

c. A lisozima foi diluida em tampao de
fosfato pH6, em dilui¢bes finais que corres-
pondem a 3.200, 1.600, 800, 400 e 200 mcg/ml.

d. Os discos de papel filtro, com 6 mm
de diametro, sdo embebidos na solugao de
lisozima e colocados nas placas de Petri,
devidamente preparadas, intercalando-se com
a solugao considerada padrao de 800 mcg/
ml (Fig. 1).

e. Os halos de lise ou de inibi¢gdo bac-
teriana sdo lidos no contador de coldnias,
medindo-se seu didmetro através do método
de Randall. A fim de se obter uma curva pa-
drao, coloca-se as concentragdes de lisozima
em ordenada e, em abscissa, os valores dos
halos.

B. Elaboracdo da Curva:

a. Foram realizados exames oftalmold-
gicos completos dos pacientes, para descar-
tar aqueles que possuissem alguma doencga,
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1 — Filtro de papel, em meio de cultura com

Fig.
a presenca de halos de lise.

ocular ou sistémica, que pudesse de alguma
torma influir na dosagem da lisozima.

b. A seguir, esses pacientes foram sub-
metidos a colheita de ldgrima, depositando-
se o papel de filtro no terco lateral do for-
nice inferior do olho direito, com a ajuda
de uma pinca de dente, permanecendo ele
depositado nessa regiao o tempo suficiente
para que pudesse ser embebido pela lagrima.
Nao foi considerada neste procedimento a
perda da ldgrima pela evaporagdo, pois o
seu valor nao € significativo® e também
nao foi determinado um tempo padrao para
a permanéncia do papel de filtro no fdérni-
ce. A colheita foi realizada sempre pela mes-
ma pessoa, no mesmo ambiente, nas mesmas
condicOes e no mesmo horario.

c. O papel de filtro, j4 embebido pela
lagrima, foi entao depositado nas placas de
Petri em numero de trés por placa, alterna-
damente com papel de filtro onde as con.
centragoes de lisozima sao conhecidas (800
mcg/ml). A seguir, as placas ficaram em
estufa a 37°C durante 24 hs e posteriormen-
te foram lidas, sempre pela mesma pessoa
e pela técnica ja anteriormente citada.

RESULTADOS

Através da concentragao conhecida de li-
sozima em mcg/ml, determinamos o valor
dos halos em mm, podendo desta maneira
tracar o grafico I.

Com o diametro das lises conhecido, foi
feita a extrapolagao dos dados para o gra-
fico padrao (grafico I) e se encontrou a
concentragao correspondente ao material co-
lhido dos pacientes.

Com os valores das concentragoes de li-
sozima, foram feitas tabelas e graficos que
pudessem ajudar na compreensao dos dados
obtidos. Assim Grafico II, foram agrupa-
dos os dados das concentragdes variando de
200 mcg/ml, a fim de dar uma idéia ampla
das variagOes em percentagem.
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Grédfico I — Curva padrédo da lise bacteriana medida
em mm de halo com diferentes concentragdes de li-
sozima.

63 63

1] [ L

WO 000 1200 MO 60D 16G0 2000 20 MO0 0D 2800 XID 30D 3400 D meg/mi
Grafico II — Distribuicdo percentual das concentracées
da lisozima na ldgrima de estudantes do 1l° ano da
F.CM.S.C.S.P. — 1980.

A seguir, foram calculados os valores mé-
dios da concentragdao de lisozima com o in-
tervalo de confianga representado no Grafico
III.

COMENTARIOS

O método por nés desenvolvido foi ba-
seado no de Bonavida e Sapse 34, por ser
um método que se assemelha mais as nos-
sas condicOes, tanto econdmicas como mate-
riais. Nao foi nosso intuito fazer compa-
ragd0es com valores determinados por ou-
tros autores, uma vez que esses Sa0 encon-
trados em condigOes totalmente diversas das
nossas.

A bactéria usada foi o Micrococcus lu-
teus, porque, segundo o Manual Bergey?,
em sua oitava edigao, cuja nomenclatura
bacteriolégica € aceita mundialmente, 0 Mi-
crococcus lysodeikticus e a Sarcina lutea
sdo agrupados numa mesma espécie: o Mi-
crococcus luteus.
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Grédfico III — Intervalo de confianga para valores mé-
dios da concentracdo de lisozima na ldgrima, segundo
a idade, em estudantes do 1. ano da F.C.M.S.C.S.P.
— 1980,

Com relagao aos voluntarios, nao foram
considerados os fatores sexo e uso de fumo,
porque nao sao valores capazes de interferir
consideravelmente na dosagem da lisozima 4.

Os valores por nés encontrados sé tém
validade para a faixa etdria situada entre os
17 e os 22 anos, uma vez que a idade é fator
de real importancia, pois a concentragao da
lisozima na lagrima diminui com o aumen-
to da idade ¥. As concentragdées por nods es-
tabelecidas nao condizem com essa afirma-
cao, provavelmente por ser muito estreita a
faixa etdria utilizada.

Alguns dos pacientes usando lente de
contato dura ou gelatinosa no estudo e ana-
lise da lisozima nao mostraram diferencga sig-
nificativa entre eles.

CONCLUSAO

A concentracao meédia da lisozima na l4-
grima humana, dentro de uma faixa de ida-
de ‘variando de 17 a 22 anos, foi igual a
19755 = 5931 mcg/ml. A concentragio da
lisozima que mais ocorre na faixa etdaria
analisada estd em torno dessa média, consi-
derando-se todos os valores agrupados, isto
¢, considerando-se os usudrios de lentes de
contato.

Com relagao aos usudrios de lentes de
contato, a média encontrada foi de 1.803 =
499,9 mcg/ml, sendo portanto inferior aos
dos nao usudrios de lentes de contato, cuja
média foi de 1.996,6 = 604,2 mcg/ml.

RESUMO

O intuito deste trabalho foi determinar a dosa-
gem da lisozima na ldgrima humana, sem fazer compa-
ragbes c¢om valorés determinados por outros autores.
Para isso, baseamo-nos no trabalho de Bonavida e
Sdpse (1968). A amostragem foi de 95 voluntdrios, com
uma faixa etdria variando de 17 a 22-anos de idade.
4, partir dos dados obtidos, chegamos a conclusdo de
que ‘a- média é de 1.9755 * 5931 mcg/ml
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SUMMARY

The objective of this study was to determine the
amount of lysozyme in human tears, without making
comparisons with values determined by other authors.
It was based on the work of Bonavida and Sapse (1968).
The sample was from 95 volunteers with an age range
varying from 17 to 22 years. Given the data gathe-
red, we came to the conclusion that the average is
1975.5+ 593.1 mcg/ml.
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