Estudo imunolégico em uveites supostamente
toxoplasméticas

Analise do humor aquoso e do soro de pacientes com uveite posterior ativa supostamente
toxoplasmética e em pacientes normais, pelas reacdes de imunofluorescéncia indireta e imu-
o noenzimatica (ELISA).
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I. INTRODUCAO

Os avangos nas técnicas de diagndstico,
associados a um conhecimento mais racio-
nal por parte dos clinicos e patologistas,
tém mostrado a vasta distribui¢ao da toxo-
plasmose humana. Essa doenca apresenta
uma extensa variedade de manifestagcdes pa-
toldgicas, assumindo ainda toda uma gama
de espectros clinicos. Isto faz com que pa-
cientes acometidos por ela sejam vistos em
consultdérios e enfermarias de quase todas
as especialidades médicas. Um exemplo no-
tavel destas manifestacées sao as relaciona-
das com a oftalmologia, em que a toxoplas-
mose humana tem grande importancia co-
mo a maior responsdvel pela retino-coroidi-
te focal granulomatosa correspondendo a
cerca de 50% de todas as infecg¢bes granu-
lomatosas do segmento posterior do olho!.

No Brasil, DE ABREU-2 e OREFICE-3 de-
monstraram, respectivamente, o Toxoplasma
gondii como responsdvel por 88% e 65% das
uveites posteriores granulomatosas.

A auséncia de repercussao sistémica da
toxoplasmose ocular e a alta incidéncia de
toxoplasmose-infec¢cao na populacao sao im-
portantes fatores que dificultam o diagndsti-
co sorolégico da toxoplasmose ocular. Se-
gundo DESMONTS et alii4 estas deficiéncias
possivelmente sao eliminadas quando se es-
tuda o humor aquoso pois a produg¢ao local
de anticorpos no olho capacita o oftalmo-
logista a fazer o diagndstico preciso.

O método de ELISA (“Enzyme Linked
Immunosorbent Assay”) poderd vir a ser de
grande aplicabilidade no imunodiagndstico
de vdrias doencas infecciosas e parasitdrias.
Esse método mostrou ser tao sensivel quan-
to os tradicionais métodos de dosagem de
antigenos e de anticorpos como a Imunofluo-
rescéncia e o Radioimunoensaio e permitir
a dosagem de pequenas quantidades de anti-
genos e anticorpos s.

ARAUJO E REMINGTON ¢ utilizando o
método de ELISA, destinado a detectar bai-
xas concentragcoes de antigenos de T. gondii,
demonstraram que a antigenemia era detec-
tada em 65,2% dos pacientes com toxoplas-
mose adquirida aguda. A presenca de anti-
genos nao foi detectada no soro de indivi-
duos infectados cronicamente com o T. gondii.
Antigenos de T. gondii foram ainda detecta-
dos no liquido amnidético e liquor de recém-
nascidos com toxoplasmose congénita.

Baseando nos fatores expostos anterior-
mente, propusemo-nos a estudar o soro e o
humor aquoso de 28 pacientes portadores
de retinocoroidite focal granulomatosa ati-
va, supostamente toxoplasmoética e de 27 pa-
cientes “normais” (sem uveite) com os se-
guintes objetivos:

1. — Detectar antigenos do T. gondii no so-
ro e no humor aquoso dos pacientes
pela técnica de ELISA.

2. — Detectar anticorpos anti-T. gondii no
soro dos pacientes pela técnica de Imu-
nofluorescéncia indireta.

II. PACIENTES E METODOS
I1.1 — Pacientes

Os 55 pacientes, estudados no presente
experimento, foram selecionados no ambu-
latério e no servigo de uveite da Clinica Of-
talmoldgica do Hospital das Clinicas da Uni-
versidade Federal de Minas Gerais. (Hospi-
tal Sao Geraldo).

Os pacientes foram divididos em dois
grupos:

1) — Grupo teste — Este grupo foi consti-
tuido por 28 pacientes portadores de
uveite posterior focal aguda suposta-
mente toxoplasmodtica. Este diagndsti-
co foi feito devido ao aspecto clinico
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observado, isto €, pela presenga de pla-
cas de retinocoroidites focais necraéti-
cas cicatrizadas, do tipo da toxoplas-
mose congénita com um ou mais fo-
cos evolutivos. O aspecto evolutivo
da lesdo foi observado pela presenca
de sinais inflamatdrios na camara an-
terior e no corpo vitreo além do aspec-
to fundoscépico. Todos os pacientes
foram examinados e estudados clinica
e laboratorialmente antes de qualquer
tratamento sistémico ou local (exceto
midridticos).

2) — Grupo Controle — Este grupo foi
constituido por 27 pacientes portado-
res de catarta senil que seriam subme-
tidos a tratamento cirurgico (facecto-
mia). Esses pacientes, além da opa-
cidade cristaliniana, nao apresentavam
outras alteragcGes oculares ou sisté-
micas.

Todos os pacientes foram submetidos a
um exame oftalmoldégico inicial com a seguin-
te propedéutica:

a) — Anamnese

b — Medida da Acuidade Visual

c¢) — Exame Biomicroscépico

d) — Medida da Pressao Intra Ocular
e) — Exame Oftalmoscdépico

I1I.2 — Obten¢ao do humor agquoso

O humor aquoso foi obtido através de
paracentese da camara anterior conforme
técnica descrita por AMSLER & VERREY 7.
O humor aquoso aspiradc foi conservado em
freezer a —20°C.

II.3 — Obtencgao do soro

Apds a paracentese da camara anterior,
os pacientes foram puncionados na veia me-
diana do cotovelo para colheita de 15 ml de
sangue. Apos a obtengao do soro por cen-
trifugagao a 1500 G durante 15 minutos, eles
foram conservados em Freezer a —20°C.

II.4 — Reacdao Imunoenzimatica — ELISA
Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay)

Desenvolvimento do teste.

1 — Controle positivo — Como controle
positivo, foi usado o exsudato peritoneal de
camundongos infectados com o T. gondii apds
centrifugagao a 10.000 G durante 30 minutos
e filtracao em Millipore (membrana de 0,45
mm) para remover células peritoneais e pa-
rasitas. O fluido peritoneal foi misturado
volume/volume com soro normal, sendo usa-
do nas diluicoes de 1:10 a 1:640 em tampao
carbonato.
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2 — Controle negativo — Como controle
negativo, foi usado o soro humano negativo
para T. gondii diluido 1/5 em PBS.

3 — Execuc¢ao da reacdo — Um décimo
de ml das dilui¢gGes dos controles positivos e
negativos mais um décimo de ml de cada
soro e humor aquoso dos pacientes dos gru-
pos teste e controle foram colocados nos
orificios das placas, contendo F(ab), anti-
T. gondii 8. As placas foram incubadas duran-
te duas horas a 37°C. Apds esse tempo, foram
lavadas com solucao salina contendo Tween
20 trés vezes sem deixar os orificios seca-
rem. Em seguida, adicionou-se em cada ori-
ficio 0,1 ml do conjugado, sendo novamen-
te incubados durante uma hora a 37°C. Re-
petiuse o procedimento da lavagem das pla-
cas e adicionou-se 0,1 ml do substrato em
cada orificio. Apds uma hora, & temperatu-
ra ambiente, a reacao foi neutralizada. adi-
cionando-se uma gota de (50 sl) de hidroéxi-
do de sédio molar (NaOH 3MI em &dgua des-
tilada).

A leitura da reacao foi feita por espectro-
fotometria, utilizando o “Automatic ELISA
Reader” (Dynatech Inc. USA) com filtro pa-
ra leitura a 405 nms.

II.5 — Rea¢dao de Imunofluorescéncia indi-
reta

Foi realizada, baseando-se no método
descrito por CAMARGO.

Os soros de pacientes pertencentes aos
grupos teste e controle foram usados puros
e nas sepuintes diluicdes: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16..
etc. Apds incubagao dos soros com o anti-
geno durante 45 minutos a 37°C, as laminas
foram lavadas pelo PBS, secadas e uma gota
do conjugado diluido foi colocado no esfre-
gaco e novamente incubado 45 minutos a
37°C. Em seguida, as laminas foram nova-
mente lavadas, coloradas pelo Azul de
EVANS a 1:4.000 em PBS. A leitura foi rea-
lizada usando microscépio com lamina fluo-
rescente HBO 200 nas objetivas 10 X e 40 X.

As reagoes Imunoenzimaticas (ELISA)
foram realizadas pelo Professor Fausto Gon-
calves de Araudjo, na “Division of allergy
immunology and infectious disease of Palo
Alto Medical Research Foundation, Palo Alto,
California”; e as reagdes de Imonofluores-
céncia indireta foram realizadas no labora-
tério do professor Evaldo Nascimento, loca-
lizado no Departamento de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Univer-
sidade Federal de Minas Gerais.

III. RESULTADOS

III.1 — Reacao de Imunofluorescéncia indi.
reta
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Grupo teste:

Os resultados mostrados na tabela 1 para
os pacientes pertencentes ao grupo teste de-
monstraram que anticorpos anti-T. gondii fo-
ram detectados pela reagao de Imunofluo-
rescéncia indireta no soro de 27 pacientes
dos 28 estudados, correspondendo a 96,43%,
cujos titulos variavam desde soro puro até
1:4.096. Houve predominancia do titulo de
1:256 que correspondeu a 64,28% dos soros
testados; em apenas 2 pacientes (7,14%), foi
observado positividade da reagao em titulos
mais elevados que 1:256, sendo que, em um
paciente foi positiva até diluicao de 1:1.024
e, em outro, até a de 1:4.096.

Grupo controle:

Os resultados mostrados na tabela 2 pa-
ra os pacientes pertencentes ao grupo con-
trole demonstraram que anticorpos anti-T.
gondii foram detectados pela reagao de Imu-
nofluorescéncia indireta no soro de 20 pa-
cientes dos 27 estudados, correspondendo a
74,10%, cujos titulos variavam desde soro
puro até 1:256. O resultado mais frequente
nesse grupo foi a positividade da reacgdo até
a diluigado de 1:256, que foi observado em 11

pacientes (40,70%); nao sendo observado ne-
nhum paciente com titulo mais elevado que
este. Em 6 pacientes (22,20%), a reagdo de
Imunofluorescéncia foi positiva apenas no
SOro puro.

II1.2 — Reacao Imunoenzimatica (ELISA)
III.2.1 — Soro

A reacdao Imunoenzimatica foi capaz de
detectar antigenos do T. gondii no soro de 4
pacientes (14,28%) do grupo teste (Tabela
1) e de 2 pacientes (7,40%) do grupo con-
trole (Tabela 2). Veja Grafico.

II1.2.2 — Humor Aquoso

Os resultados da reagao Imunoenzimati-
ca para antigenos de T. gondii nas amostras
de humor aquoso dos pacientes tanto do gru-
po teste quanto do grupo controle (Tabela
1 e 2) foram todos negativos, com o mesmo
padrao de leitura apresentado pelo controle
negativo. Portanto, a reagdo Imunoenzimati-
ca, quando realizada no humor aquoso, nao
detectou a presenca de antigenos do parasito
em nenhum paciente como mostra as Tabe-
las 1 e 2.

TABELA 1

Niveis de anticorpos circulantes anti-T. gondii e de antigenos detectados no soro e no humor aquoso dos pa-
cientes pertences ao grupo teste

Nimero dos
pacientes (P)

Imunofluorescéncia indi-
reta no soro (Titulo 1:)

Reacdo imunoenzimdtica (ELISA)
soro humor aquoso

P1 1024 NR*** NR
P 5,10,15,26 64 NR NR
P17 * NR NR
P 11 4095 NR NR
P 12 4 NR NR
P 21 16 NR NR
P 6 256 Reativo (1.087)* NR
P 16 256 Reativo (1.451) NR
P 20 256 Reativo (0.755) NR:
P 24 256 Reativo (0.049) NR
P 23,4,8,9,13,14,17,

18,19,22,23,25 e 28 256 NR NR
P 27 NR NR NR

* Absorcdo em 405 nm ** p = reativo no soro puro *** NR = nao reativo

TABELA 2

Niveis' de anticorpos circulantes anti-T. gondii e

de antigenos detectados no soro e no humor aquoso dos

pacientes pertencentes ao grupo controle

Numero dos Imunofluorescéncia indi- Reacdo imunoenzimética (ELISA)
pacientes (P) reta no soro (Titulo 1:) soro humor aquoso
P 5,10,14,23 p** NR*** NR
P 3,13 16 NR NR
P 6 64 NR NR
P 14,7,8,12,18,
9,20,21,22,26 256 NR NR
P2 P Reativo (0.70M)* NR
P 16 .. p Reativo (0.045) NR
P 9,11,15,17,24,25,27 NR NR NR
* Absor¢cdo em 405 nm ** p = reativo no soro puro *** NR = nao reativo
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No grafico acima estao indicados os re-
sultados da reagdo Imunoenzimdtica para
antigenos T. gondii no soro dos pacientes. A
linha tragada na densidade O6tica 0,04 cor-
responde a 2 vezes a média dos resultados
dos controles negativos. Resultados acima
desta linha, sdo positivos para antigenos do
parasita. Assim, os soros dos pacientes 6,
16, 20 e 24 do grupo teste e dos pacientes
2 e 16 do grupo controle sao considerados
positivos.

Estes resultados estao expressos em uni-
dades de densidade O6tica e a leitura do tes-
te foi feita em um “Automatic ELISA rea-
der” (Dynatech Inc. USA) com filtro para
leitura a 405 nm.

IV — COMENTARIOS
IV.1 — Paracentese de Camara anterior

Os pacientes submetidos a paracentese
da camara anterior, quando eram examina-
dos 48 horas apds, apresentavam apenas
discreta cicatriz corneana linear e periféri-
ca, visualizada somente a cuidadosa biomi-
croscopia.

Das 55 paracenteses realizadas neste tra-
balho, ocorreram as seguintes complicacdes:
o paciente 5 do grupo teste apresentou na
camara anterior, discreta hemorragia que foi
totalmente reabsorvida em 48 horas, e o
paciente 12, do mesmo grupo, apresentou
delaminagao da membrana de Descemet,
acompanhada de edema local. O edema re-
grediu espontaneamente em uma semana.

IV.2 — Conservagao do soro e do humor
aquoso

O soro e o humor aquoso foram con-
servados em Freezer a —20°C por um perio-
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do que variou de 4 dias a 11 meses. O mate-
rial foi conservado sem nenhuma substancia
preservativa.

Esse periodo de conservagao pareceu
nao influenciar nos resultados obtidos nes-
te trabalho. A maioria dos trabalhos reali-
zados, estudando soro e humor aquoso, tam-
bém utilizou material conservado por pe-
riodo de tempo semelhante ao nosso 10,1112,

ApOs esse periodo de conservagao, 0 ma-
terial foi liofilizado e enviado para execugao
da reacdo Imunoenzimatica no “Palo Alto
Medical Research Foundation”, California,
Estados Unidos da América do Norte.

1V.3 — Reacao de Imunofluorescéncia indi-
reta

Os resultados obtidos nesse trabalho vie-
ram confirmar que a reagcao de Imunofluo-
rescéncia indireta para a pesquisa de anti-
corpos anti-T. gondii no soro, € um método
que nao permite fazer o diagndstico de cer-
teza da toxoplasmose ocular nem precisar o
grau de atividade dessa doencga 413,14,

Exemplificando as causas de falha te-
mos:
1 — Em 74,1% dos pacientes do grupo
controle, a reagao de Imunofluorescéncia foi
positiva, isto considerando como resultado
positivo qualquer titulo encontrado, mesmo
em soro puro (sem diluicoes).

2 — Em apenas 2 pacientes 7,14% do
grupo teste, a reagdo de Imunofluorescéncia
foi positiva em diluicdes acima de 1:256, mos-
trando, na maioria dos casos, que a toxoplas-
mose ocular (tipo infec¢ao) nao € acompa-
nhada de titulos elevados de anticorpos no
soro. Esse resultado vem enfatizar que, para
o diagnéstico da toxoplasmose ocular, os ti-
tulos de anticorpos circulantes nao precisam
ser elevados, sendo qualquer titulo significa-
tivo, desde que associado a clinica 1.4.13,15,

IV.4 -— Reacao Imunoenzimatica (ELISA)
no humor aquoso

Como demonstraram as Tabelas 1 e 2, a
reacao para antigenos de T. gondii, realiza-
da nas amostras de humor aquoso de to-
dos os pacientes, apresentou resultados nrao
reativos. Descartamos a possibilidade de
ocorrer qualquer suspeita com relagao ao
mau funcionamento da reagdo, uma vez que
ela foi controlada por reagentes padroniza-
dos previamente, incluindo soros controles
reativos e nao reativos. Porém, € possivel
que a liofilizacao do material tenha alterado
os antigenos que pudessem estar presentes
no humor aquoso; tal alteracgdo, possivel-
mente, nao ocorreria no soro, porque os an-
tigenos ou estariam sob a forma de comple-
x0s, portanto com seus sitios de ligagdes
bloqueados, ou seriam protegidos pela alta
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concentracdo de proteinas, principalmente
a albumina.

A maioria dos trabalhos publicados so-
bre o estudo do humor aquoso em toxoplas-
mose ocular pesquisou a concentracdo de
anticorpos anti-T. gondii e a sua relagdo com
os anticorpos no soro 10.11,12,14,16, Entretanto
encontramos apenas 1 trabalho na literatura
que se propds a estudar antigenos do T. gon-
dii, pelo método de ELISA, no humor aquo-
SO e no soro em toxoplasmose ocular. Com
esse proposito TABBARA 17 estudou o soro
e os fluidos oculares (humor aquoo e corpo
vitreo). obtidos de olhos de coelhns com re-
tinocoroidite toxoplasmoética induzida experi-
mentalmente, e ndo detectou antigenos de T.
gondii em amostras de humor aquoso, mas
foram detectados no corpo vitreo, nas pro-
ximidades de lesGes retinocoroidianas em
atividade. Sendo assim, nossos resultados
constituem os primeiros relatos sobre a de-
teccio de antigenos na camara anterior de
pacientes com suspeita de toxoplasmose ccu-
lar.

Os resultados do estudo do humor aguo-
SO e a sua comparagao com os obtidos no
soro tém sido decepcionantes e surpreenden-
tes: AMSLER & VERRY 7 isolaram microor-
ganismos no humor aquoso em apenas ra-
rissimos casos. WITMER !! obteve resulta-
dos satisfatérios em apenas 10% dos pacien-
tes submetidos a paracentese para a andlise
do humor aquoso. No presente trabalho, nao
conseguimos detectar antigenos de T. gondii
no humor aquoso, de 28 pacientes com qua-
dro clinico muito sugestivo de toxoplasmo-
se ocular aguda com reagao na cimara an-
terior.

Concordamos com RAHI 8, quando disse
que as investigagdes imunolégicas em uvei-
tes apesar de resolverem alguns problemas
etiolégicos, desmascararam varias outras
aberracdes imunes, que sdo dificeis de ex-
plicar.

V. — CONCLUSOES

1. — A reagdo de Imunofluorescéncia
indireta para toxoplasmose foi positiva no
soro de 74.10% dos pacientes do grupo con-
trole. Esse grupo foi constituido por pa-
cientes portadores de catarata senil, que nao
apresentavam outras alteragcGes oculares,
nem histéria ou alteragdes sistémicas suges-
tivas de toxoplasmose. ,

2. — A reacdo de Imunofluorescéncia in-
direta para toxoplasmose foi positiva no so-
ro de 96,43% dos pacientes do grupo teste.
Esse grupo foi constituido por pacientes com
quadro clinico muito sugestivo ne toxoplas-
mose ocular em atividade. Em apenas 7,14%
desses pacientes a reacdo foi positiva em ti-
tulos superiores a 1:256.

ARQ. BRAS. OFTAL.
48(3), 1985

3. — Antigenos de T. gondii foram detec-
tados pela reagdo Imunoenzimadatica (ELISA)
no soro de 14,28% dos pacientes do grupo
teste e no soro de 7,40% dos pacientes do
grupo controle.

4. — A reacao Imunoenzimatica (ELI-
SA) para antigenos de T. gondii realizada nas
amostras de humor aquoso de todos pacien-
tes, (grupo teste e grupo controle) apresen-
tou resultados nao reativos.

5. — Os resultados obtidos com a rea-
cao Imunoenzimaéatica (ELISA), no sentido de
detectar antigenos de T. gondii, quer no soro,
quer no humor aquoso de pacientes com sus-
peita de toxoplasmose ocular em atividade,
nao trouxeram nenhum esclarecimento diag-
nostico. Entretanto, mais estudos devem ser
feitos para avaliar o real valor de reacao
Imunoenzimdtica (ELISA) para antigenos
no imunodiagndstico de toxoplasmose ocu-
lar.

RESUMO

A toxoplasmose ocular é uma importante causa de
uveftes em todo o mundo. Apesar de sua importancia
em oftalmologia, ainda existem vdrios fatores que difi-
cultam seu diagndstico de certeza, o que impossibilita
estimar sua real incidéncia.

Uma abordagem racional desse problema € o estudo
comparativo do humor aquoso e o do soro em pa-
cientes suspeitos clinicamente de toxoplasmose ocular.
Os trabalhos existentes na literatura pesquisaram a con-
centragdo de anticorpos anti-T. gondii no humor aquo-
SO e no soro por vdrios métodos; parece-nos que este
€ o primeiro trabalho publicado que pesquisou a pre-
senca de antigenos de T. gondii no humor aquoso e
soro em toxoplasmose ocular humana.

Foram examinados um total de 55 pacientes, divi-
didos em dois grupos: grupo teste, constituido por 28
pacientes portadores de uvefites posteriores aguda supos-
tamente toxoplasmdética e grupo controle, constituido de
27 pacientes portadores de catarata senil. Foi realiza-
da reacdo de Imunofluorescéncia indireta para anticor-
pos anti-T. gondii no soro e a reagdo Imunoenzimdtica
(ELISA) para antfgenos de T. gondii no humor aquoso
e no soro de todos os pacientes.

Anticorpos anti-T. gondii foram detectados pela
reac¢do de Imunofluorescéncia indireta no soro de 96,43%
dos pacientes do grupo teste e de 74,109% dos pacientes
do grupo controle.

Antigenos de T. gondii foram detectados pela rea-
¢ao Imunoenzimdtica (ELISA) no soro de 14,289 dos
pacientes do grupo teste e no soro de 7,40% dos pa-
cientes do grupo controle.

A reacdo Imunoenzimdtica para antigenos de T.
gondli quando realizada no humor aquoso, ndao detectou
a presenca de antfgenos em nenhum paciente.

SUMMARY

Ocular toxoplasmosis is an important etiology of
uveitis all over the world. Literature review shows
that, despite its importance in ophthalmology, there are
still some facts which make it hard to be diagnosed
with certainty, making it difficult to estimate its real
incidence.

A rational approach of this problem is the compa-
rative study of aqueous humor and serum, in patients
clinically suspected of having ocular toxoplasmosis. Tho-
se works written in literature have researched the anti-
body anti-T. gondii concentration in the aqueous humor
and in the serum, through several methods; it seems
to us, that this is the first work published which has
researched the presence of T. gondii antigens in the
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aqueous humor and in the serum of human ocular to-
xoplasmosis.

A total of 55 patients were examined, divided in
two groups: the test group of 28 patients with acute
posterior uveitis supposedly caused by toxoplasmosis
and, a control group of 27 patients with senile cata-
racts. An indirect immunofluorescence reaction for an-
tibodies anti-T. gondii in the serum and also the
‘“Enzyme Linked Immunosorbent Assay'’ (ELISA) for
antigens of T. gondii in the aqueous humor and in
the serum of all the patients were performed.

Antibodies anti-T. gondii were detected by the indi-
rect immunofluorescence reaction in the serum of
96,43% of the patients in the test group and in the
serum of 74,10% of the patients in the control group.

Antigens of T. gondii were detected by the ‘‘Enzy-
me Linked Immunosorbent Assay’’ (ELISA) in the se-
rum of 14,28% of the patients in the test group and
in the serum of 7,40% of the patients in the control
group.

The ‘“Enzyme Linked Immunosorbent Assay’’ (ELI-
SA) for antigens of T. gondii when performed with
the aqueous humor didn’t detect the presence of any
antigens of the parasite in any of the patients.
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