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Lista de abreviaturas

BC Buffy coat (camada leucoplaquetéria)

CCL Chemokine ligand (ligante de quimiocina)

CGRP Calcitonin-gene-related peptide

CXL Crosslinking de colageno de cérnea

DEPC letilpirocarbonato

GADPH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

IL Interleucina

KC Ceratocone

MMP Metilmetaloproteinase

NLR Neutrophil-to-lymphocyte ratio (razdo neutréfilo/linfocito)
NPY Neuropeptideo Y

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

PRK Ceratectomia fotorrefrativa

SP Substancia P

TGF Transforming growth factor

TNF Fator de necrose tumoral

VIP Vasoative intestinal peptide (Peptideo intestinal vasoativo)



Resumo

Introducdo: Estudos recentes tém demonstrado presenca de caracteristicas
inflamatdrias no ceratocone. Diversos marcadores inflamatérios estdo descritos em
lagrimas de pacientes com ceratocone na literatura. A patogénese da doenca ainda €
desconhecida, porém fatores ambientais, genéticos e sistémicos parecem fazer parte da
evolucdo do ceratocone. A presenca de caracteristicas sistémicas como alergia e
obesidade estdo relacionados a progressdo da doenca. Objetivos: Avaliar os
neuropeptideos vasoativo intestinal (VIP) e neuropetideo Y (NPY), as quimiocinas ligante
de CC 2 (CCL-2) e CC 5 (CCL-5), interleucina-8 (IL-8) e a interleucinas 6 (IL-6) em
amostras de epitélio de cérnea e de sangue em pacientes com ceratocone e controle
sem doenca. Estimar a associacdo com doenca inflamatéria sistémica pela razdo de
neutrofilos sobre linfécitos (neutrophil-to-lymphocite ratio- NLR), nas amostras de sangue
periférico. Métodos: Estudo prospectivo comparativo com 32 pacientes com ceratocone
em progressdo (submetidos a crosslinking de colageno - CXL) e 32 pacientes controle
(submetidos a cirurgia ceratorrefrativa) em que foram analisados o epitélio da cornea,
extraido do procedimento cirlrgico, e amostra de sangue (buffy coat). As amostras em
triplicata foram avaliadas em RT-PCR para neuropeptideos (VIP e NPY), interleucina (IL-
6) e quimiocinas (CCL-2, CCL-5 e IL-8). Resultados: Nosso estudo demonstrou CCL-5
e IL-8 aumentados com significAncia estatistica no epitélio da cérnea dos pacientes com
KC. As amostras de sangue tém aumento estatisticamente significante em VIP, NPY e
IL-8 no grupo KC, e estatisticamente inferiores neste grupo em relagéo ao grupo controle
de CCL-2 e CCL-5. O indice NLR nédo obteve diferenca estatistica entre 0os grupos.
Conclusao: Nossos dados corroboram estudos que sugerem alteracdo de status do
ceratocone como doenca inflamatéria da cérnea. A presenca de IL-8 na cOrnea e sangue
dos pacientes com KC nos permite inferir em favor de doenca sistémica com possivel
acado ou repercusséo local. Mais estudos sdo necessérios para elucidar a patogénese do

KC e sua correlagdo com doenca sistémica.

Descritores: Ceratocone; Neuropeptideos; Quimiocinas; Inflamacéo; Cornea



1 INTRODUCAO

1.1 Cérnea

A cOrnea € uma estrutura ocular caracterizada por ser avascular e
transparente, em contato direto com o filme lacrimal externamente e com o humor
aguoso internamente. Anatomicamente é dividida em seis camadas: epitélio
(estratificado, escamoso e nao queratinizado), membrana de Bowman (acelular),
estroma (ceratdcitos), camada de Dua, membrana de Descemet e endotélio (camada
Unica de células cubitais).®

A camada mais externa, o epitélio, apresenta renovacao celular
continua, representa aproximadamente 10% da espessura total da cornea e é
densamente inervada. Tem de 5 a 7 camadas de células justapostas com trés tipos
celulares distribuidos: células superficiais, células aladas e células basais. As células do
tecido epitelial corneano sao responsaveis pela manutencdo da homeostase do tecido
como um todo. Tém funcdo de barreira protetora contra infeccdes, através do
reconhecimento de patdégenos e resposta na secre¢cdo de produtos pré e anti-
inflamatdrios na cascata de cicatrizacio.® Além de citocinas e quimiocinas o epitélio da
cornea produz também neuropeptideos.

O estroma corneano corresponde a 80% de espessura da cérnea e é
predominantemente formado por 4gua e colageno do tipo 1. Os glicosaminoglicanos
presentes no estroma sao responsaveis pela regulacdo da hidratacdo e integridade
estrutural. Na matriz extracelular do estroma estao os ceratécitos, que sao ativados por
fatores de modulacdo quando ha injaria tecidual.®® Ja o endotélio faz a homeostase da
agua, transportando o seu excedente para a camara anterior.®

A cérnea é a estrutura mais densamente inervada do corpo humano.
E derivada de ramos do V nervo craniano, o trigémeo, cujos ramos entram pela regi&o
limbar na periferia do estroma no sentido do epitélio, formando o plexo subepitelial. Ao
longo deste percurso subdividem-se em pequenos ramos que Se conectam uns aos
outros constituindo uma rede no epitélio. As terminacdes nervosas ficam expostas com

a perda epitelial e sdo sensiveis a estimulos quimicos, térmicos e mecanicos.®



1.2 Ceratocone

1.2.1 Definicéo

Ceratocone (KC) é definido como “condicdo em que a cornea assume
formato coOnico devido a seu afinamento e protrusdo sendo uma condicdo nao
inflamataria”.*® Foi descrito como doenca na cérnea pelo médico alemdo Burchard
Mauchart em 1748 em que posteriormente foi denominada ceratocone pelo médico
inglés John Nottingham em 1854.¢45)

Tem etiologia desconhecida, mas com caracteristicas multifatoriais
em que ha influéncias ambientais, genéticas, fatores biomecanicos e bioquimicos.

A doenca acomete ambos os sexos sem predilecdo. E usualmente
bilateral e de desenvolvimento assimétrico, com inicio na puberdade e evolugéo até a
terceira década de vida, levando a deficiéncia visual pelo astigmatismo irregular (de dificil
correcdo, sendo a principal causa de baixa visdo) e em casos avancados pela presenca
de cicatrizes na cérnea.*®

Sao descritas associacdes de KC com alergia ocular, atopia e outras
doencas sistémicas como sindrome de Down, sindrome de Ehlers-Danlos, osteogenesis
imperfecta, hipermobilidade articular e prolapso de valva mitral.**9) Mais recentemente

atribui-se também associagdo a obesidade, apneia do sono e distlrbios psiquiatricos.0

1.2.2 Epidemiologia

Ceratocone tem prevaléncia mundial de 50 a 230 casos/100.000¢-6:11)
com diferencas entre algumas populac¢des estudadas por possiveis diferencas entre elas
ou por critérios metodologicos. Embora esteja presente em diversas populacdes parece
haver alguma predilecdo por populagdes asiaticas frente a caucasianos.®1%) Estudos
em familias com KC demonstraram que pacientes em que um dos pais tém a doenca
apresentam risco aumentado de desenvolvé-la, contudo ndo ha padréo de heranca bem

definido.("-1D



1.2.3 Classificacao

Ha varias classificacdes propostas para estadiar a doenca, mas as
mais usadas sdo as de Amsler-Krumeich,*? que considera indices topograficos da
cOrnea, espessura corneana, sinais clinicos a biomicroscopia e dioptrias (miopia e
astigmatismo induzido), e a classificacdo proposta pro Rabinowitz, quanto a localizacdo

e formato do cone.®3

1.2.4 Diagndéstico

O diagnéstico é feito a partir de exame oftalmologico clinico geral
(refracdo, biomicroscopia de segmento anterior, tonometria de aplanacao e fundoscopia)
e exames oftalmoldgicos de imagem complementares: ceratoscopia computadorizada da
cOrnea, mapas de elevacdo corneana (tomografia corneana), mapas de espessura
corneana (paquimetria), e analise biomecéanica, nos quais evidenciam-se as alteracdes

topograficas da cérnea e de sua espessura.

1.2.5 Tratamento

O tratamento clinico inicial pode ser feito com 6culos e/ou lentes de
contato. Com a evolucdo da doenca a lente de contato rigida torna-se a melhor opc¢éao.
O tratamento cirargico com crosslinking de colageno de cornea (CXL) € sugerido para
diminuir a velocidade de progressao da doenca e 0s anéis intra-estromais podem aplanar
a cornea, diminuindo o astigmatismo irregular. Na presenca de opacidades e/ou
cicatrizes na cérnea ou quando ndo ha indicacdo das alternativas de tratamento
anteriormente citadas ha opcao de transplante de cornea, sendo KC uma das principais

indicacdes para sua realizacdo no mundo.®



1.2.6 Genética e fatores ambientais

A genética no KC nao esta bem definida, com variacdo na descricao
de genes que podem estar associados ao desenvolvimento da doencga, como visual
system homebox 1 (VSX1), superoxide dismutase 1 (SOD1), lysyl oxidase (LOX), e
DOCK 9.@10.14) potencialmente correlacionados a genética estdo descritos 17 genes em
diferentes cromossomos ligados ao desenvolvimento de KC, sendo muitos deles
associados a consanguinidade.(810)

Fatores predisponentes, como a genética, sofrem agéo de um gatilho
ligado a fatores ambientais, dentre eles: o ato de cocar os olhos, uso de lentes de contato,

exposicdo a radiacdo ultravioleta, atopia e obesidade.® 1)

1.3 Marcadores inflamatorios

A cérnea estad em contato direto com o filme lacrimal e ambos fazem
parte da superficie ocular (composto ainda por glandula lacrimal e conjuntiva). Varios
estudos demonstram a presenca de proteases, citocinas, fator de necrose tumoral alpha
e beta (TNF-a e B), e atividade proteolitica no filme lacrimal.(*6-18) No KC o epitélio tem
aumento de concentracdo de metilmetaloproteinase-9 (MMP-9), interleucina-6 (IL-6) e
TNF-a..1617) O afinamento estromal no KC parece decorrente de enzimas proteoliticas
ou diminuicdo nos inibidores de proteases.®161) Qutra teoria seria que poderia haver
redistribuicdo nas lamelas da cérnea, que diminuiriam a adeséao interlamelar e assim as
insercdes lamelares da camada de Bowman.®

Muitos estudos tém enfatizado a hipdtese da doenca ter origem
inflamatoria ou participacdo de seus componentes, que poderiam explicar achados de
aumento de citocinas pro-inflamatérias no filme lacrimal de individuos afetados, como IL-
4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, IL-13, IL-17, TNF-a, transforming growth factor-p (TGF-p),

mediadores celulares inflamatoérios.(14.19-23)



1.4 Neuropeptideos

Neuropeptideos sdo pequenas moléculas proteicas produzidas e
liberadas por neurdnios através de via de regulacdo e secrecdo agindo em substratos
neuronais. Estas moléculas parecem contribuir para o processo cicatricial do epitélio
corneano.® S&o considerados mediadores entre neurénios e células efetoras, como
glandulas, células musculares e imunes (efeito trofico).

Alguns autores descrevem que a grande presenca de inervagao leva
a presenca dos neuropeptideos na superficie ocular, que por sua vez ativam o sistema
imune, levando a inflamag&o neurogénica.(@4-26)

Entre o0s neuropeptideos descritos estdo substancia P (SP),
calcitonin-gene-related peptide (CGRP), vasoative intestinal peptide (VIP) e
neuropeptideo Y (NPY). Ha descricdo de progressdo de KC com achados de
neuropeptideos.®)

A SP tem acédo anti-inflamatoria, aumenta a producdo de metabdlitos
do &cido aracdénico, induz vasodilatacdo, quimiotaxia das células imunes e migracdo do
epitélio da cornea no processo cicatricial.

O CGRP diminui a producéo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-
1, IL-12p40 e CCL-4) e promove secrecdo de IL-10 dos mondcitos. 20

Combinados, CGRP e SP contribuem para recrutamento de
neutroéfilos na cérnea inflamada através de IL-8. A SP amplifica a atuacdo de CGRP na
superficie da cornea.)

Neuropeptideo VIP é expressado por células imunes e reduz
ativamente a funcdo de macrofagos e células dendriticas pela inibicdo quimiotéatica de
citocinas pro-inflamatorias e diminuicdo de receptores toll-like.

O neuropeptideo NPY induz quimioatracdo, adesdo, fagocitose,
liberacdo de TGF-B1 de macréfagos e secrecdo de IL-1B de mondcitos. Contribui para

imunidade ocular privilegiada.®

1.5 Sangue

A analise de sangue vem sendo pesquisada em pacientes com KC a

fim de tentar correlacionar dados sistémicos principalmente (ou especialmente) ao



(des)balanco oxidativo. Foi descrito que o indice neutrophil-to-lymphocyte ratio (NLR)
estaria aumentado em pacientes portadores de KC.?") Este indice esta descrito em

doencas inflamatorias sistémicas e cancer.

1.6 Objetivos

1. Avaliar a presenca dos neuropeptideos (NPY e VIP), citocina (IL-6)
e quimiocinas (CCL-2, CCL-5 e IL-8) no epitélio corneano em pacientes com e sem
ceratocone para determinar sua associacao com inflamacéo;

2. Associar achados no epitélio corneano com achados na amostra

sanguinea periférica de pacientes com e sem ceratocone.



2 METODOS

2.1 Selecao de pacientes

Para a selecado de pacientes dos grupos de estudo e controle foram
realizados exames oftalmologicos prévios, que consistiram em exame clinico
oftalmolégico de rotina, que s&o: melhor acuidade visual corrigida no refrator,
biomicroscopia de segmento anterior (para observagéo clinica da cérnea e demais
estruturas do segmento anterior), tonometria de contato e mapeamento de retina.
Ambos o0s grupos realizaram ainda exames de ceratoscopia computadorizada da
cornea (EyeSys) e tomografia da cornea (Pentacam ou Galilei), que fazem parte da
propedéutica pré-operatdéria em ambos os grupos do estudo. Os pacientes foram
divididos em dois grupos como se segue:

2.1.1 Grupo ceratocone (grupo de estudo)

Elegiveis quando houve diagnéstico de KC e indicacdo médica para
realizacdo de CXL, sugerido quando houve progressdo da doenca. Nao houve
estadiamento quanto a ceratometria nos pacientes com KC, mas a ceratometria
méaxima (Kmax) foi descrita em todos os pacientes. O grupo de estudo foi formado por
32 raspados de epitélio de cérnea, usualmente descartados na ocasido da realizacao
de CXL, e imediatamente inserido em tubo Eppendorf com solucdo de RNA later. Em

seguida foi realizada punc¢éo venosa periférica para retirada de 20mL de sangue.

2.1.2 Grupo Controle

Elegiveis quando houve diagnéstico de miopia ou hipermetropia
moderadas ou astigmatismo composto (até 6 dioptrias no equivalente esférico) sem
alteracdes nos exames que compunham a propedéutica descrita previamente, em que
pacientes teriam indicacdo cirurgica da correcdo das ametropias pelo método de
ceratectomia fotorrefrativa (PRK), sem sinais clinicos ou topogréficos de KC. O grupo

controle foi composto por coleta de 32 raspados de epitélio de cOrnea, usualmente



descartados, na ocasido de procedimento de PRK, e imediatamente inserido em tubo
Eppendorf com solucdo de RNA later. Posteriormente foi seguida da puncéo venosa
periférica para retirada de 20mL de sangue.

Para ambos os grupos foi arguido pelo investigador sobre presenca
de doenca(s) sistémica(s), uso de medicacbes em uso, peso e altura.

Critérios de inclusdo: pacientes de ambos os sexos que foram
submetidos a CXL (grupo de estudo) ou a PRK (grupo controle), de ambos 0s sexos,
na faixa etaria entre 18 anos completos e 40 anos, usuérios ou ndo de lentes de
contato, e apés preenchimento do TCLE por escrito, e sem histérico de procedimento
cirdrgico ocular prévio, ou quaisquer outras doencas sistémicas em tratamento com
corticoides.

Critérios de exclusdo: pacientes submetidos a outro(s)
procedimento(s) cirargico(s) ocular(es) prévio(s), portadores de imunodeficiéncias,
mulheres gravidas, pacientes em tratamento quimioterapico ou em uso continuo de
corticosteroides sistémicos.

A estimativa de tamanho amostral foi realizada pelo servico de
estatistica do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa (IIEP) considerando os objetivos
de comparar os dois grupos de estudo quanto as medidas de CGRP e VIP, assumindo
os desvios padréo de 128 e 6, respectivamente, e a utilizacdo de testes t para amostras

com variancias iguais, bilateral e com nivel de significancia 5%.

2.2 Aspectos éticos

Os pacientes foram informados do estudo e tiveram a oportunidade
de participar quando estavam em concordancia com o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Apéndice 2) aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Hospital
Israelita Albert Einstein (numero CAAE: 97314818.7.0000.0071). O estudo foi
aprovado pela instituicdo (SGPP: 3497). Os pacientes foram submetidos a cirurgia
oftalmolégica conforme a rotina habitual do servigco, sem qualquer mudanca para
adaptacao ao estudo. O acompanhamento pés-operatdrio também ocorreu como de

rotina no servigo.



2.3 Coleta e analise das amostras de sangue periférico

Foram coletados 20mL de sangue periférico por puncdo venosa em
membro superior de individuos pertencentes a este estudo, apos assepsia local.
Realizou-se a técnica de coleta a vacuo que cujo sangue flui diretamente para o tubo
de coleta. Esta técnica possibilita a coleta de varios tubos e é caracterizada por ser um
sistema fechado, sem a necessidade de manuseio da amostra. A coleta de sangue nao
faz parte da rotina oftalmoldgica usual e foi proposta neste estudo com intuito de
correlacionar os achados da cornea com achados sistémicos no grupo de estudo.

O material foi coletado no centro cirargico do Eye Clinic Day
Hospital, e foi enviado para analise laboratorial, no Centro de Pesquisa Experimental
— Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento Péter Muranyi, do Hospital Israelita
Albert Einstein. A contagem de células sanguineas foi realizada por citometria, seguida
de determinacao das células brancas para contagem de neutrofilos e de linfécitos cuja
divisdo implica no NLR.

Os procedimentos laboratoriais foram realizados em cabine de
seguranca biolégica devidamente esterilizada. Foram separados soro, plasma e
camada leucoplaquetaria (buffy coat), seguidos por congelamento em freezer a -80°C

para futuros ensaios imunoldgicos e expressao génica.

2.4 Epitélio corneano

Ambas as coletas das amostras de cérnea do grupo de estudo e do
grupo controle ocorreram na ocasido da realizacéo dos procedimentos indicados (CXL
ou PRK) pela equipe médica do servi¢co Eye Clinic Day Hospital (S&o Paulo, SP).

O paciente foi posicionado no centro cirdrgico sob o microscopio
cirdrgico, e entdo colocado campo estéril e sob anestesia topica com colirio anestésico
(Anestalcon - Alcon, Forth Worth, TX, USA). O olho a ser operado foi exposto com
blefarostato para entdo remocédo do epitélio corneano. As amostras de epitélio
corneano removidos com espatula crescente (Alcon, Forth Worth, TX, USA) por
ocasiao do procedimento cirtrgico (PRK no grupo controle e CXL no grupo de estudo)

foram colocadas em tubo Eppendorf com solucdo RNA later e encaminhadas
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imediatamente para o Centro de Pesquisa Experimental — Laboratorio de Pesquisa e
Desenvolvimento Péter Muranyi, do Hospital Israelita Albert Einstein onde foi mantida

congelada até ocasido do seu processamento.

2.5 Extracédo de RNA

2.5.1 Extracdo de RNA do epitélio corneano e da camada leucoplaquetaria

Apoés descongelar a amostra, esta foi transferida para o frasco de
Eppendorf do kit PureLink RNA (ThermoFisher Scientific) e foi centrifugado 2.000xg por
5 minutos a 4°C. Foi retirado o sobrenadante e acrescentado 600uL de Lysis Buffer e
posteriormente foi passado no vértex para homogeneizacao e transferido para um tubo

do mesmo kit onde foi centrifugado por 2 minutos a 12.000xg.

2.5.2 Purificacé&o de RNA por coluna tratada com DNAse | - PureLink

Para realizacdo desta etapa, foi adicionado ao tubo o mesmo volume
de etanol 70% e misturado no vortex. Posteriormente foi transferido 700uL para tubo com
filtro e centrifugado de maneira rapida (spin) por 15 segundos a 12.000xg com descarte
da parte liquida. Esta Ultima etapa foi repetida até findar a amostra contida no Eppendorf.

Posteriormente foi adicionado 350uL de wash buffer | na coluna e
centrifugado no spin por 12.000xg por 15 segundos e descartado o sobrenadante da
coluna. Foi adicionado a coluna 80uL da mistura de PureLink™ DNAse, incubado por 15
minutos e passado no spin. Na sequéncia foi adicionado 500uL de wash buffer Il com
etanol, centrifugado no spin por 12.000xg por 15 segundos e descartado sobrenadante
da coluna, sendo esta etapa repetida e centrifugada a 12.000xg por 1 minuto em
temperatura ambiente, e substituindo a coluna por um Eppendorf do kit. Segue-se com
adicdo de 62uL de RNASE-FREE water e deixado em temperatura ambiente por 1
minuto, centrifugado a 12.000xg por 2 minutos em temperatura ambiente e trocado frasco
pelo Eppendorf do kit. Com RNA purificado a quantificacdo das amostras foi submetida
ao Qubit 2.0 Fluorometer (ThermoFisher Scientific) e NanoDrop™ One Microvolume UV-

Vis Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific).
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2.5.3 Tratamento do RNA com DNASE transcri¢cdo para cDNA

As amostras em tubos de 0,2mL, mantidas em recipiente com gelo
durante todo o procedimento, foram adicionadas 1ng-5pg do RNA tratado, 0,5uL de
Oligo-dT (0,5ug/uL), 0,5uL de Random primer (0,1ug/pL), 1uL de dNTPs (10nM) e 4gua
ietilpirocarbonato (DEPc) g.s.p. 20uL. Estas foram alocadas no termociclador (Veriti® -
96 Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, ThermoFicher Sc., Singapur) durante 5
minutos a 65°C e durante 2 minutos a 42°C. O programa foi entdo pausado para
acrescentar a cada tubo, sem retira-los da maquina, 4pL tampéo de Superscript 1l (5%),
2uL de DTT (0,1M),1uL de RNAse out e 1puL Superscript Il. Foi entdo reiniciado o
programa que performou a 42°C por 50 minutos, a 70°C por 15 minutos. O cDNA foi entdo

armazenado no freezer a -20°C para posterior analise.

2.5.4 Real-time reacdo em cadeia da polimerase (QPCR)

2.5.4.1 Preparo da placa

As reacbes em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foram
realizadas em placas de 96 pocos, usando reagente Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) para cada amostra. As placas nao foram
preparadas nas bancadas em que estavam as maquinas de leitura para evitar
contaminacdo. Os preparos descritos a seguir foram feitos em triplicata para cada

amostra.

2.5.4.2 Preparo do mix |

Em um tubo de 0,5mL foram misturados 17,5uL de SyBR, 0,7uL de
Primer 5 100nM, 0,7uL de Primer 3’ 100nM, 11,1mL de agua, resultando em volume final
de 30pL.
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2.5.4.3 Preparo do mix Il

Da solucéo descrita acima, foi pipetado 3uL do cDNA em 10uL do Mix
| em microtubos em tiras (strips) de 0,2mL. Cada um dos strips alimentou 3 po¢os na
placa de real time, que foi cuidadosamente vedada com pléstico, a fim de se evitar sua
evaporacao. Posteriormente a placa foi centrifugada, em centrifuga adequada, em

rotacdo de 1000rpm por 30 segundos, sendo posteriormente levada para analise.

2.5.4.4 Processamento e amplificacao

Esta etapa ocorreu no QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System®
(Applied BioSystems, ThermoFisher Sc.) e os resultados exibidos no software Design &
Analysis Software 2.5.0. ApOs colocada a placa na posicdo correta, na gaveta do
equipamento, foram selecionados os primers. A programacao do equipamento decorreu
como se segue: Hold stage - 95°C durante 10 minutos; PCR stage (40 ciclos) -95°C
durante 15 segundos, seguido de 60°C por 1 minuto; Melt curve stage -95°C por 15
segundos, seguido de 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos.
Foram realizadas amostras em triplicata e controle com GAPDH em
cada placa.
Os primers (Invitrogen®, ThermoFisher Sc.) utilizados para este
experimento foram:
I. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (controle);
II. Vasoactive Intestinal Neuropeptide — VIP;
[ll. Neuropeptide Y — NPY;
IV. Interleukin-6 - IL-6;
V. Interleukin -8 - IL-8;
VI. Chemokine ligand 2 - CCL2;
VII. Chemokine ligand 5 - CCL5.

A tabela 1 demonstra as sequéncias dos "primers" utilizados.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers

Forward sequence Reverse sequence

VIP CCA GTC AAACGT CAC TCAGAT GC CTG GAA AGT CGG GAG ATTCTCC
NPY GCT GCG ACACTACAT CAACCTC CTGTGCTTT CTC TCATCA AGA GG
IL-6 AAG CCA GCC AGA GCT GTG CAG ATG GTT GGG TCA GGG GTG GTT AT
IL-8 CTT CCT GAT TTC TGC AGC TCT G AAA CTT CTC CACAACCCTCTGC
CCL5 CGT GCC CAC ATC AAG GAG GGA CAA GAG CAA GCA GAAAC
CCL2 CCC AAT GAG TAG GCT GGA GA AAA ATG GAT CCACAC CTT GC
GAPDH ATT GCC CTC AACGAC CACTT TGC TGT AGC CAA ATTCGTTGTC

CCL: ligante de quimiocina CC; IL: interleucina; NPY: neuropeptideo Y; VIP: peptideo vasoativo intestinal.

2.6 Anélise estatistica

As variaveis gualitativas foram descritas por frequéncias absolutas e
relativas e comparadas entre 0s grupos por teste exato de Fisher ou testes de qui-
quadrado. As variaveis quantitativas tiveram sua distribuicdo estudada por graficos
bloxplot, histogramas e graficos de comparacdo de quartis, além de testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e foram descritas por médias e desvio-padrdo ou por
medianas e quartis, além de minimo e maximo na amostra. As comparacdes entre 0s
dois grupos quanto as variaveis quantitativas foram realizadas por testes t de Student
com Ou sem correcao para variancias desiguais nos casos em gue a suposicao de
normalidade foi razoavel e por testes de Mann-Whitney nos demais casos. Para avaliar
a correlacdo entre medidas quantitativas, utilizamos o coeficiente de correlacdo de
Spearman, dada a distribuicdo assimétrica da maioria das medidas. As analises foram
realizadas com auxilio do programa SPSS (IBM Corp. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 26.0. 2019) e considerando nivel de significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

A distribuicdo da amostra consta de 64 pacientes, sendo 32 (50%) no
grupo controle e 32 (50%) no grupo caso. Considerando por género temos maioria de
homens em ambos os grupos sendo 53,1% no grupo controle e 62,5% no grupo de casos
(p=0,448). A média de idade dos pacientes foi 27,5 entre os controles e 26,3 entre 0s
casos (p=0,309). Nao h& evidéncias de diferencas quanto a altura dos individuos
(p=0,192). No entanto quando observamos as variaveis peso e indice de massa corporal
ha evidéncias de diferencas entre os grupos, com valores maiores no grupo caso
(respectivamente p=0,007 e p=0,015). Quando consideramos a variavel sobrepeso,
observamos 37,5% nos controles e 71,9% nos casos (p=0,006). Esta & a primeira
descricéo da associagdo de pacientes com KC e obesidade no Brasil.

A lateralidade direita foi de 53,1% no grupo controle e 43,8% nos
casos (p=0,453). Presenca de doencas sistémicas foi mais frequente entre os pacientes
do grupo caso (37,5%) e essa diferenca se mostrou significativa (p=0,021), sendo a
doenca mais comum a alergia respiratéria (p=0,604), seguida de disturbios da tireoide
(p=0,450) e ansiedade ou depresséo (>0,99). O uso continuo de medicac¢éao € citado por
21,9% dos controles e por 43,8% dos casos (p=0,062).

Os grupos também se diferenciaram em relacdo a ceratometria
maéaxima na topografia (Kmax), maior no grupo caso, com mediana de 54,4 enquanto a
mediana no grupo controle foi 44,0 (p<0,001). A espessura da cornea (paquimetria
minima), apresenta evidéncias de maiores valores no grupo de controles (valor-p<0,001).
A tabela 2 descreve as caracteristicas sociodemograficas e clinicas dos grupos

estudados.

Tabela 2. Caracteristicas sociodemogréficas e clinicas dos grupos

Grupo
Controle Caso Valor-p
(n=32) (n=32)
Género, n(%)
Feminino 15 (46,9) 12 (37,5) 0,448 q
Masculino 17 (53,1) 20 (62,5)
Idade & coleta de dados 0,309 tc
Média (desvio-padrao) 27,5 (2,6) 26,3 (5,7)
Mediana (1°; 3° quartil) 27,5 (25,8; 29,4) 25,9 (21,7; 29,6)
Minimo; maximo (n) 21,5; 31,4 (32) 18,2; 38,3 (32)

continua...



...continuacao

15

Peso
Média (desvio-padrao)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)
Altura
Média (desvio-padrao)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)
IMC
Média (desvio-padrao)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)
Lateralidade, n(%)
Olho direito
Olho esquerdo
Sobrepeso ou obesidade, n(%)
Nao (IMC <25)
Sim (IMC 225)
Presenca de doenca sistémica, n(%)
N&o
Sim
Doenca sistémica — Distarbio da tireoide,
n(%)
N&o
Sim
Total
Doenca sistémica — alergia respiratéria,
rinite, n(%)
N&o
Sim
Total
Doenca sistémica — depresséo ou
ansiedade, n(%)
N&o
Sim
Total
Doenca sistémica — outra
N&o
Sim
Total
Uso continuo de medicagéo, n(%)
N&o
Sim
Ceratometria méxima — topografia
Média (desvio-padréo)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)

72,5 (17,9)
70,0 (58,5; 83,5)
48,0; 125,0 (32)

169,4 (10,3)

167,0 (163,0; 177,0)

150,0; 187,0 (32)

25,0 (4,5)
23,2 (22,1; 27,3)
19,0; 37,8 (32)

17 (53,1)
15 (46,9)

20 (62,5)
12 (37,5)

28 (87,5)
4 (12,5)

3 (75)
1 (25)
4 (100)

2 (50)
2 (50)
4 (100)

3 (75)
1(25)
4 (100)

4 (100)
0 (0)
4 (100)

25 (78,1)
7 (21,9)

44,0 (1,6)
44,2 (43,1; 45,4)
38,9; 46,0 (32)

84,2 (17,7)
83,0 (70,0; 98,0)
59,0; 119,0 (32)

173,1 (12,0)

171,5 (163,0; 183,0)

155,0; 201,0 (32)

28,1 (5,6)
26,7 (24,9; 31,6)
19,4; 41,4 (32)

14 (43,8)
18 (56,3)

9 (28,1)
23 (71,9)

20 (62,5)
12 (37,5)

11 (91,7)
1(8,3)
12 (100)

4 (33,3)
8 (66,7)
12 (100)

10 (83,3)
2 (16,7)
12 (100)

8 (66,7)
4(33,3)
12 (100)

18 (56,3)
14 (43,8)

55,2 (5,8)
54,4 (50,3; 58,0)
48,2; 71,3 (25)

0,007 m

0,192t

0,015 m

0,453 q

0,006 q

0,021 q

0,450 f

0,604 f

>0,99 f

0,516 f

0,062 q

<0,001 m

continua...



16

...continuacao

Paquimetria minima — espessura da cérnea <0,001t
Média (desvio-padrao) 531,2 (34,6) 487,9 (40,1)
Mediana (1°; 3° quartil) 524,0 (501,0; 561,0) 488,0 (457,0; 526,0)
Minimo; maximo (n) 472,0; 596,0 (32) 412,0; 546,0 (28)

IMC: indice de massa corporal; f: teste exato de Fisher; g: teste de qui-quadrado; tc: teste t para variancias
desiguais; t: teste t de Student; m: teste de Mann-Whitney.

3.1 Comparagdao de linfocitos e neutrofilos no sangue

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
guando analisados os resultados do hemograma. No indice NLR também ndo houve
evidéncias de diferencas significantes (p=0,995), conforme apresentados na tabela 3. As
demais medidas laboratoriais de amostras sanguineas também ndo apresentam

diferencas significantes entre os grupos e estdo demonstradas na tabela suplementar 1

(Apéndice 1).

Tabela 3. Resultados das amostras sanguineas

Amostras de sangue Valor-p
Controle Caso

Porcentagem de linfécitos 0,727 m
Média (desvio-padrao) 39,7 (35,4) 32,7 (7,7)
Mediana (1°; 3° quartil) 33,6 (27,6; 38,8) 33,2 (29,2; 38,4)
Minimo; maximo (n) 23,5; 231,0 (32) 12,3; 48,8 (32)

Contagem de linfécitos 0,304 m
Média (desvio-padrao) 4,2 (8,9) 2,4 (0,7)
Mediana (1°; 3° quartil) 2,7 (2,0; 3,1) 2,3(1,9; 2,9)
Minimo; maximo (n) 1,6; 52,8 (32) 1,4;3,9 (32)

Porcentagem de neutrofilos 0,638 m
Média (desvio-padréo) 55,5 (10,8) 56,0 (8,5)
Mediana (1°; 3° quartil) 57,4 (50,3; 62,3) 56,0 (52,1; 59,7)
Minimo; maximo (n) 14,5; 70,3 (32) 39,8; 77,8 (32)

Contagem de neutrdfilos 0,456 m
Média (desvio-padréo) 4,4 (1,5) 4,2 (1,3)
Mediana (1°; 3° quartil) 4,4 (3,3;5,4) 4,2 (3,4, 4,7)
Minimo; maximo (n) 1,0; 7,1 (32) 2,1;9,0(32)

NLR 0,995 m
Média (desvio-padrao) 1,7 (0,6) 1,9(1,1)
Mediana (1°; 3° quartil) 1,7 (1,2; 2,3) 1,7 (1,4; 2,0)
Minimo; maximo (n) 0,02; 2,9 (32) 0,9; 6,4 (32)

NLR: indice neutrdfilo/linfocito; t:

teste t de Student; m: teste de Mann-Whitney.
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3.2 Comparacédo das amostras de cérnea e camada leucoplaquetaria (buffy coat)

nos diferentes genes de interesse

As medidas das amostras foram avaliadas no sangue [camada
leucoplaquetéria ou buffy coat (BC)] e cérnea (C), quanto a diferenca em fold induction
(Tabela 4). As figuras 1 e 2 mostram respectivamente as medidas do gene de interesse
em fold induction para cornea e BC, respectivamente.

Considerando os resultados em fold induction para cornea, 0s
neuropeptidios VIP e NPY ndo apresentaram diferenca estatistica (respectivamente
p=0,413 e p=0,638). A quimiocina CCL-2 apresentou valor-p=0,052, enquanto CCL-5 foi
estatisticamente significante (p<0,001). A interleucina IL-8 apresentou valor-p=0,002,
portanto significante, porém IL-6 ndo apresentou significAncia estatistica (p=0,376).

Para BC os resultados em fold induction apresentaram diferenca
estatistica nos neuropeptidios VIP (p<0,001) e NPY (p<0,001). Nas quimiocinas CCL-2
e CCL-5 os valores sdo menores entre 0s casos (respectivamente p=0,006 e 0,005).
Assim como na cornea IL-8 apresentou resultado significante com p<0,001 e IL-6 sem
significancia estatistica (p=0,063).

A IL-8 é a Unica variavel aumentada no grupo caso, com significancia

estatistica, tanto nas amostras de cérnea como no BC.
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Figura 1. Medidas de fold induction dos genes de interesse na cornea
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Figura 2. Medidas de fold induction dos genes de interesse buffy coat

Tabela 4. Resultados em fold induction
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Grupo
Valor-p
Controle Caso

VIP cornea (fold induction) 0,413 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0 (0,0; 8,2) 0,3 (0,0; 9,4)
Minimo; maximo (n) 0,004; 1746,4 (32) 0,0002; 7270,5 (32)

NPY cornea (fold induction) 0,638 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0 (0,4; 8,0) 1,1 (0,5; 13,6)
Minimo; maximo (n) 0,02; 2402,5 (32) 0,1; 323,1 (32)

CCL-2 cornea (fold induction) 0,052 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0(0,4; 2,2) 0,2(0,1; 1,8)
Minimo; maximo (n) 0,03; 293,1 (32) 0,004; 23,8 (30)

CCL-5 cornea (fold induction) <0,001 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0 (0,3; 3,5) 20161,8 (9983,5; 55364,2)
Minimo; maximo (n) 0,03; 14,3 (30) 42,4; 862202,2 (31)

IL-8 cornea (fold induction) 0,002 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0 (0,5; 17,6) 89,0 (3,5; 423,0)
Minimo; maximo (n) 0,05; 10321,3 (32) 0,009; 4132,1 (32)

IL-6 cérnea (fold induction) 0,376 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0 (0,4; 2,2) 0,7 (0,3;1,5)
Minimo; maximo (n) 0,01; 6,4 (32) 0,03; 211,5 (32)

VIP BC (fold induction) <0,001 m
Mediana (1°; 3° quartil) 1,0(0,1; 8,6) 64,2 (5,1; 440,4)
Minimo; maximo (n) 0,0007; 2831,5 (32) 0,5; 62489,8 (32)

NPY BC (fold induction) <0,001 m

Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)

1,0 (0,8; 1,5)
0,2; 141,6 (32)

24,6 (16,6; 33,3)
9,0; 73893,8 (32)

continua...
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CCL-2 BC (fold induction)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)

CCL-5 BC (fold induction)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)

IL-8 BC (fold induction)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)

IL-6 BC (fold induction)
Mediana (1°; 3° quartil)
Minimo; maximo (n)

1,0 (0,3; 2,0)
0,04; 30644,3 (32)

1,0 (0,4; 7,4)
0,1; 20,6 (32)

1,0 (0,4; 4,0)
0,1; 13,0 (32)

1,0 (0,3; 10,2)
0,1; 519,9 (31)

0,2 (0,0; 0,9)
0,004; 1580,7 (32)

0,3 (0,2; 2,3)
0,0005; 6,3 (30)

29,4 (18,8; 166,4)
3,1; 42465,4 (32)

0,5 (0,2; 1,3)
0,009; 1103,1 (32)

0,006 m

0,005 m

<0,001 m

0,063 m

BC: buffy coat.; CCL: ligante de quimiocina CC; IL: interleucina; NPY: neuropeptideo Y; VIP: peptideo
vasoativo intestinal; m: teste de Mann-Whitney.

3.3 Avaliacdo da relagcdo entre topografia e interleucinas, quimiocinas,

neuropeptidios na cérnea e no buffy coat

Avaliamos a relacdo entre as medidas de ceratometria maxima e
espessura da cornea com as demais de interesse por coeficientes de correlacdo de
Spearman, considerando o total da amostra (64 individuos) e 0s grupos caso e controle
separadamente, dado que a maioria das medidas consideradas diferem entre 0s grupos.
Para esta avaliacdo, consideramos as medidas em fold induction (Tabela 5).

Para o grupo controle, observamos relacbes significantes de
ceratometria maxima com IL-8 cOrnea (correlagéo fraca e positiva, coeficiente 0,369) e
com IL-8- BC (correlacao fraca e positiva, coeficiente 0,388). Para espessura da cornea,
observamos relacdo significante com VIP — coOrnea (correlacdo positiva e fraca,
coeficiente de 0,350).

Para o grupo caso, observamos relagdes significantes de ceratometria
méaxima com CCL-2 diferenca do gene de interesse em relacdo ao de referéncia-cornea
(correlacdo moderada e negativa, coeficiente -0,497) e com IL-8 BC (correlacao
moderada e negativa, coeficiente -0,412). Neste grupo a paquimetria nao foi

estatisticamente significante em nenhuma das variaveis estudadas.



Tabela 5. Correlacédo entre medidas de topografia, paquimetria e as medidas de interesse (fold
induction)

Controle Caso
Cerat,o.metria Espessura da Cerat'ometria Espessura da
maxima . maxima .
Topografia cornea Topografia cornea
Coeficiente -0,058 -0,235 0,160 0,049
Buffy coat Valor-p 0,752 0,196 0,445 0,814
n 32 32 25 26
Coeficiente 0,015 0,350 -0,077 0,042
VIP cérnea Valor-p 0,935 0,050 0,715 0,832
n 32 32 25 28
Coeficiente -0,013 -0,256 -0,272 0,240
NPY cérnea Valor-p 0,944 0,157 0,189 0,218
n 32 32 25 28
Coeficiente 0,331 -0,035 -0,497 0,253
CCL-2 coérnea Valor-p 0,064 0,848 0,016 0,212
n 32 32 23 26
Coeficiente -0,145 0,175 -0,241 0,127
CCL-5 cérnea Valor-p 0,444 0,354 0,257 0,529
n 30 30 24 27
Coeficiente 0,369 -0,030 -0,072 -0,043
IL-8 cornea Valor-p 0,038 0,869 0,731 0,828
n 32 32 25 28
Coeficiente 0,158 0,097 0,095 0,231
IL-6 cornea Valor-p 0,386 0,597 0,650 0,237
n 32 32 25 28
Coeficiente -0,076 0,155 0,196 -0,016
VIP-BC Valor-p 0,677 0,397 0,347 0,934
n 32 32 25 28
Coeficiente 0,252 -0,041 -0,374 0,113
NPY-BC Valor-p 0,165 0,823 0,066 0,568
n 32 32 25 28
Coeficiente 0,197 0,035 -0,326 -0,022
CCL-2-BC Valor-p 0,279 0,851 0,112 0,910
n 32 32 25 28
Coeficiente 0,145 -0,041 0,012 -0,200
CCL-5-BC Valor-p 0,430 0,823 0,957 0,327
n 32 32 23 26
Coeficiente 0,388 -0,138 -0,412 0,001
IL-8-BC Valor-p 0,028 0,453 0,041 0,996
n 32 32 25 28
Coeficiente -0,043 0,288 -0,097 -0,114
IL-6-BC Valor-p 0,817 0,116 0,645 0,562
n 31 31 25 28

Coeficientes de correlagdo de Spearman. Quanto mais proximo de -1 (correlagdo negativa e
perfeita), mais intenso o vermelho e quanto mais préximo de +1 (correlacdo positiva e perfeita),
mais intenso o azul. Valores em negrito foram significantes no teste de igualdade do coeficiente
a zero. BC: buffy coat; CCL: ligante de quimiocina CC; IL: interleucina; NPY: neuropeptideo Y;
VIP: peptideo vasoativo intestinal.
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4 DISCUSSAO

Ceratocone é doenca de etiologia desconhecida, possivelmente
multifatorial com associacdo de fatores ambientais, biomecéanicos, bioguimicos e
genéticos. Os estudos ndo sao assertivos quanto ao género ja que ha grandes diferencas
metodoldgicas entre eles.®6810 Nosso estudo demonstrou leve predilecéo pelo género
masculino nos grupos estudados, porém sem significancia estatistica, assim como
encontrado na literatura. Outro fator que podemos levar em consideracdo é a obesidade.
Ha relatos na literatura que individuos obesos tém uma tendéncia de maior inflamacéao,
propenséo a infecgbes, e comorbidades em geral.(?®)

Embora ainda ndo esteja bem consolidada, a descricdo da correlagéo
entre obesidade e KC vem sendo estudada. Nossos resultados mostram individuos do
grupo KC com obesidade e sobrepeso maiores que no grupo controle com significancia
estatistica. Acreditamos ser este o primeiro estudo que correlaciona obesidade e KC no
Brasil. Outros autores também descrevem obesidade em pacientes com KC, como
Pihlblad et al.?® Recentemente um estudo populacional com adolescentes israelenses
identificou maior chance de desenvolver KC naqueles com sobrepeso ou obesidade.
Entretanto autores de outro estudo populacional na Turquia, ndo evidenciaram diferenca
no indice de massa corporal (IMC) entre os grupos KC e controle.®% Postula-se que
obesidade poderia vir a ser fator de risco para desenvolver KC em pacientes
predispostos especialmente por alteracdo na elastina tarsal, levando a frouxiddo na pele
palpebral, alteracdo na sua fungéo e irritagcdo mecanica da cérnea.?® Um ambiente pré-
inflamato6rio com resposta imune prejudicada sdo descritas com o acumulo de tecido
adiposo®® e poderiam estar relacionadas na patogénese do KC.

No nosso estudo, pacientes com relato de outras doengas no grupo
KC foi estatisticamente significante quando comparado ao grupo controle. Destaca-se a
presenca de alergia respiratoria e doenca psiquiatrica (depressédo e ansiedade). Alergia
respiratoria isoladamente nao apresentou significancia estatistica, assim como no estudo
de Woodward et al.®) Sua frequente presenca em pacientes com KC pode estar
subdiagnosticada devido a baixa repercussdo clinica que nao requer tratamento
continuo. Entretanto é muito frequente o ato de cocar os olhos nos pacientes com KC e
este estd associado a progressdo da doenca® e a alergia.(6183132) |ema et al.

descrevem que 64,3% da amostra com KC admite cocar os olhos de forma vigorosa e
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frequente, conquanto negativa no seu grupo controle.(® Sharma et al. descreveram a
forte relacéo entre alergia ocular e progressdo do KC.?% Mas é importante lembrarmos
que o processo inflamatério gera uma sequéncia de eventos bioquimicos e acimulo de
células imunes, o qual pode gerar um desconforto local e coceira consequentemente.

O KC pode ser classificado de varias maneiras. A classificacdo mais
aceita é a de Amsler-Krumeich, dividida em 4 estagios, e leva em consideracdo a
refragcdo (miopia e astigmatismo), ceratometria central (K), paguimetria, e presenca ou
ndo de cicatriz na cornea.® Nosso estudo ndo fez estadiamento do KC, mas mediu
ceratometria maxima (Kmax), que foi estatisticamente significante quando comparado ao
grupo controle, assim como a paquimetria minima. 58

Ceratocone é uma doenca descrita como ndo inflamatéria, e na sua
etiologia ainda desconhecida, hipotetiza-se a influéncia de inflamac&o.® Sem sabermos
se ha repercusséo sistémica vemos alguns estudos, assim como 0 nosso, investigando
amostras de sangue.

A razao de linfécitos e neutréfilos (NLR) fornece um nimero que pode
ser preditor de doenca inflamatéria.?”? Karaca et al.?”) descreveram resultado
estatisticamente significante em pacientes com KC, assim como Oltulu et al.,®® mas
diferentemente do nosso estudo em que ndo houve diferenca estatistica, assim como
encontrado por Bozkurt et al.%

Coérnea com ceratocone tem nervos mais facilmente visiveis ao
exame biomicroscopico. Os nervos liberam neuropeptideos, que contribuem na
homeostase e processo de cicatrizagdo da cornea.®3%

Em nosso estudo, os neuropeptideos VIP e NPY estdo aumentados
no sangue dos pacientes com KC. N&o foram encontrados na literatura artigos que
correlacionam amostras de sangue, neuropeptideos e KC.(2426:3536) Entretanto, ha relato
de maior concentracdo de NPY sanguineo com obesidade em estudos com ratos. NPY
pode ser produzido por adipdcitos, e no tecido adiposo pode participar mediador
autocrino, paracrino ou enddécrino. O neuropeptideo NPY promove diferenciacdo de
adipocitos e acimulo de gordura no metabolismo de tecido adiposo branco.®”

Nas amostras de epitélio da cdérnea ndo houve significancia estatistica
para os neuropeptideos. O neuropeptideo VIP foi observado em maior quantidade em
botdes de cdérnea por Sacchetti et al.?¥ diferentemente do nosso estudo do qual néo

houve aumento, no entanto o material estudado foi epitélio da cornea.
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Neuropeptideo VIP é conhecido por exercer acao anti-inflamatéria
pela inibicdo de quimiocinas pré-inflamatérias, como CCL-2 e 5.%) Conforme publicacéo
de Mantelli et al., os neuropeptideos nas mucosas poderiam estar envolvidos no
processo de inflamacao local pelo mecanismo de inflamacgé&o neurogénica, que € quando
um estimulo para liberacdo dos neuromediadores locais promove producéo e liberagcéo
local de citocinas e quimiocinas.@®

As quimiocinas apresentam papel regulatério na resposta inflamatoéria
e na homeostase.®® Demonstramos que a quimiocina CCL-2 tem maior expressao no
grupo controle, tanto para amostras de epitélio da cornea quanto para amostras de
sangue. Ebihara et al. descreveram possivel associacdo de condicfes inflamatérias
oculares ap06s descreverem expressdo de CCL-2 no epitélio de cérneas normais e em
culturas de ceratdcitos, assim como a interacdo com seus receptores pelas camadas da
cornea.® Mais recentemente Villarreal-Ponce et al. publicaram a influéncia de CCL-2
no processo de reparacao tecidual sugerindo que sua auséncia atrasa 0 mecanismo de
cicatrizacéo.“® Assim inferimos que a diminuicdo de CCL-2 poderia alterar a cascata de
reparacao tecidual nos pacientes com KC.

A CCL-5 aumentada com significancia estatistica na coérnea de
pacientes com KC pode indicar inflamacéo local, jA que esta quimiocina esta relacionada
a varios processos inflamatérios, tais como angiogénese, cancer, inflamacdo de vias
aéreas e artrite reumatoide.“? Na literatura ha descricdo de CCL-5 na lagrima,®® mas
nao na cornea, sendo este o primeiro a relatar esta quimiocina localmente. Quando
comparadas CCL-5 em amostras de sangue de pacientes com KC com controles
saudaveis, ndo foi encontrada significancia estatistica, contrariamente ao nosso estudo
em que CCL-5 esta presente de maneira significante no grupo controle.??

Além das quimiocinas, as interleucinas também estdo descritas no
filme lacrimal de estudos com KC.(18:32.33)

Interleucina-6 é uma das mais estudadas em KC especialmente em
amostras de lagrima. E reguladora de MMP-9 cuja ac&o exerce influéncia na estrutura
da matriz de colageno presente na cornea e cuja degradacédo parece fazer parte da
fisiopatogenia do KC.® No nosso estudo ndo houve significancia estatistica no sangue
ou na cérnea, embora esteja aumentado nesta. A IL-6 atua na cascata de inflamacéo e
induz a expresséo de CCL-2 e IL-8.¢42)

Contrariamente a Spandau et al.,*® nosso estudo mostra

concentracbes de CCL-5 e IL-8 no epitélio da cérnea de ambos 0s grupos, porém
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aumentada com significancia estatistica nos pacientes com KC. Interleucina-8 é
sintetizada por células do epitélio da cérnea em resposta a inflamacdo local.® Foi
descrita ainda como componente ligado a resposta alérgica.* Concentracées de IL-8
aumentadas na cornea e no sangue de pacientes com KC, nos permite inferir sobre
doenca sistémica, com sitio de acdo atuante nos olhos. A obesidade poderia ser o

estimulo pelo qual a inflamacéo pode se perpetuar (ou ser redundante) pela acao do IL-
g.(45,46)
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6 CONCLUSOES

1. Nosso estudo demonstrou no epitélio da cérnea as quimiocinas
CCL-5 aumentada com significancia estatistica no grupo de estudo assim como
interlucina-8 (IL-8);

2. Os achados das amostras de sangue tém aumento significante para
interleucina-8 (IL-8) no grupo de estudo que nos permite inferir sobre possibilidade de
doenca sistémica com possivel acdo ou repercussao na cérnea,

3. A razéao entre neutrdfilos linfocitos ndo apresentou diferenca entre

0s grupos estudados.
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Abstract

Introduction: Recent studies have been presented inflammatory features on
keratoconus. Many inflammatory markers are described on tears of patients tears with
keratoconus. The KC pathogenesis is still unknown, however environmental and genetics
issues may be part of this disease evolution. In addition, some systemic features such as
allergy and obesity seem to be related to the progression of KC. Purpose: To evaluate
the neuropeptides vasoactive intestinal peptide (VIP) and neuropeptide Y (NPY),
chemokines ligand 2 (CCL-2) and 5 (CCL-5), and interleukins 6 (IL-6) and 8 (IL-8) on
corneal epithelial cells and blood of patients with KC and healthy controls. The neutrophil-
to-lymphocite ratio (NLR) was evaluated to predict inflammation. Methods: This was a
prospective observational study including 32 KC patients who underwent corneal
crosslinking (CXL) and 32 control patients who underwent photorefractive keratectomy
(PRK). Patients’ corneal epithelial cells removed surgically, and blood (buffy coat) were
analyzed. The samples in triplicate were evaluated on rt-PCR for neuropeptides (VIP e
NPY), interleukin-6 (IL-6) and chemokines (CCL-2, CCL-5 and IL-8). Results: Our study
showed statistically higher CCL-5 and IL-8 on corneal epithelial cells in patients with KC.
Blood cells were statistically higher in VIP, NPY and IL-8 in KC’s group, and statistically
lower in patients with KC compared with controls for CCL-2 and CCL-5. NLR showed no
difference between the groups. Conclusions: Our data support findings of other studies
that suggested the alteration of KC status such as inflammatory corneal disease. The
presence of IL-8 at cornea and blood samples of KC’s group suggests systemic disease
with a possible local or repercussion action. Further studies are warranted to elucidate

KC pathogenesis and its correlation to systemic disease.

Keywords: Keratoconus; Neuropeptides; Chemokines; Inflammation; Cornea
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Tabela 1. Outros resultados das amostras sanguineas

Grupo

Valor-p
Controle Caso

WBC 0,510t
Média (desvio-padrao) 7,8 (1,9) 7,5 (1,6)
Mediana (1°; 3° quartil) 7,6 (6,6; 9,3) 7,6 (6,4; 8,2)
Minimo; maximo (n) 4,4; 11,7 (32) 4,6; 11,5 (32)

RBC 0,076 t
Média (desvio-padréo) 4,9 (0,5) 5,1(0,5)
Mediana (1°; 3° quartil) 4,9 (4,6; 5,2) 5,0 (4,6; 5,5)
Minimo; maximo (n) 4,1; 5,9 (32) 4,2; 6,4 (32)

HGB 0,470t
Média (desvio-padréo) 14,6 (1,6) 14,8 (1,3)
Mediana (1°; 3° quartil) 14,7 (13,1; 15,6) 14,8 (13,9; 15,8)
Minimo; maximo (n) 12,2; 18,3 (32) 12,3; 17,2 (32)

HCT 0,354 m
Média (desvio-padrao) 43,8 (9,6) 43,9 (4,5)
Mediana (1°; 3° quartil) 42,8 (38,9; 45,4) 43,8 (40,6; 45,7)
Minimo; maximo (n) 36,2; 91,7 (32) 36,5; 60,5 (32)

MCV 0,586 m
Média (desvio-padrao) 49,4 (71,5) 45,7 (75,1)
Mediana (1°; 3° quartil) 86,9 (65,2; 89,4) 86,2 (0,6; 88,1)
Minimo; maximo (n) -85,7; 91,7 (32) -84,6; 115,2 (32)

MCH 0,063 m
Média (desvio-padrao) 31,7 (10,1) 29,3 (1,4)
Mediana (1°; 3° quartil) 30,2 (29,0; 31,1) 29,2 (28,4; 30,5)
Minimo; maximo (n) 27,0; 86,4 (32) 26,7; 31,7 (32)

MCHC 0,310 m
Média (desvio-padréo) 34,4 (1,3) 33,9 (1,8)
Mediana (1°; 3° quartil) 34,5 (33,5; 35,0) 34,3 (33,4; 34,7)
Minimo; maximo (n) 31,0; 37,3 (32) 26,4; 36,5 (32)

PLT 0,893 m
Média (desvio-padréo) 240,6 (77,8) 242,3 (62,6)
Mediana (1°; 3° quartil) 246,0 (206,5; 289,0) 251,5 (198,0; 278,5)
Minimo; maximo (n) 12,8; 379,0 (32) 105,0; 386,0 (32)

MXD% 0,373 m
Média (desvio-padréo) 9,5 (6,6) 9,0 (2,4)
Mediana (1°; 3° quartil) 8,1(5,4; 10,3) 9,3(6,9; 10,9)
Minimo; maximo (n) 4,4; 32,7 (20) 4,5; 12,6 (10)

MXD# 0,350 m
Média (desvio-padrao) 0,7 (0,5) 0,8 (0,3)

continua...
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Mediana (1°; 3° quartil)

Minimo; maximo (n)
RDW-SD

Média (desvio-padrao)

Mediana (1°; 3° quartil)

Minimo; maximo (n)
RDW-CV

Média (desvio-padrao)

Mediana (1°; 3° quartil)

Minimo; maximo (n)
MPV

Média (desvio-padrao)

Mediana (1°; 3° quartil)

Minimo; maximo (n)

0,6 (0,5; 0,9)
0,3; 2,2 (20)

40,6 (7,1)
41,6 (40,0; 43,2)
3,4; 45,0 (32)

13,7 (5,4)
12,9 (12,4; 13,3)
11,7; 43,4 (32)

9,2 (4,8)
10,4 (9,8; 11,0)
-8,9; 11,9 (32)

0,8 (0,5; 0,9)
0,4; 1,3 (10)
0,069 m
38,5 (13,9)
41,1 (38,3; 42,5)
-35,2; 55,1 (32)
0,183 m
12,7 (0,6)
12,6 (12,2; 13,0)
11,8; 14,4 (32)
0,316 m
9,5 (4,9)
10,6 (9,8; 11,4)
-8,9; 13,1 (32)

HCT: hematdcrito; HGB: hemoglobina; MCH: hemoglobina corpuscular média; MCHC: concentracdo de
hemoglobina corpuscular média; MCV: volume corpuscular médio; MPV: volume plaquetério médio; MXD:
contagem de células mistas; PLT: plagueta; RBC: red blood cells; RDW: red cell distribution width; WBC:
white blood cells;t: teste t de Student; m: teste de Mann-Whitney.



Apéndice 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Pacientes com idade > 18 anos

Introducéo

Vocé foi convidado (a) para participar voluntariamente do estudo intitulado: “Estudo dos
neuropeptideos do epitélio da cornea em pacientes com e sem ceratocone”. Se
vocé decidir fazer parte dele, precisara saber das possibilidades de riscos e beneficios e
confirmar sua participacé@o através do termo de consentimento livre e esclarecido.

Este documento esclarece sobre o estudo que vocé deseja participar. Se vocé tiver
qualquer pergunta, por favor, sinta-se a vontade para entrar em contato com o médico
responsavel pela conducgéo do estudo ou com algum profissional que participa do estudo
e que possa esclarecer suas duvidas.

A deciséo de fazer parte do estudo é voluntaria e vocé pode recusar ou retirar-se do
estudo a qualquer momento sem nenhum tipo de consequéncia para o seu tratamento.
O objetivo dessa pesquisa é avaliar moléculas da camada mais superficial da cornea em
pacientes com ceratocone e sem ceratocone e buscar associagdes com sangue que

possam estar correlacionadas.

Procedimentos realizados neste protocolo

Vocé sera incluido (a) apés aceitar participar do estudo. Seréo avaliadas as células da
cOrnea que serao retiradas pelo(a) seu(sua) médico(a) e que seriam descartadas, ou
seja, faz parte da técnica cirargica anteriormente proposta para vocé sem qualquer
modificacdo (Crosslinking de colageno para fortalecer as pontes de colageno da cérnea
- se voceé for portador de ceratocone; ou cirurgia fotorrefrativa ou PRK se vocé for corrigir
a miopia e/ou o astigmatismo).

Serd retirada amostra de sangue de 20mL, imediatamente antes de realizacdo do
procedimento cirdrgico proposto, para complementar o estudo da cérnea.

Todas as amostras serdo enviadas ao HIAE para analise laboratorial. Os dados seréo
processados pela equipe e passardo por andlise estatistica. Ndo serdo necessarias
visitas seguintes, exceto as ja programadas na sua rotina oftalmologica, com o(a)

médico(a) com quem as faz rotineiramente, ou seja, o0 pés-operatdrio de rotina.



Ou seja, as amostras serdo colhidas na Eye Clinic e serdo enviadas ao Hospital Albert
Einstein para analise. O pds-operatorio sera conduzido na Eye Clinic pela equipe médica,

sem qualquer alteracéo.

Riscos e inconveniéncias

Vocé podera sentir desconforto durante a retirada da amostra de sangue e podera se
formar um hematoma no local da retirada.

A coleta do raspado da cérnea ocorrera de acordo com o método indicado por seu(sua)
meédico(a) cirurgido(d) e podera causar irritagcdo e/ou incémodo local, que nao interferem
na sua recuperacado ou no seu prognastico e serdo tratados com medicacdes topicas

(colirios) e sistémicas (comprimidos).

Beneficio do tratamento
N&o ha beneficio direto ao participar desta pesquisa. Entretanto sua participacao
contribuira a meédio e/ou longo prazo para ampliar os conhecimentos médicos na area

de Oftalmologia.

Alternativa (s) a participacao no estudo
Nada mudara no seu seguimento oftalmoldgico, seja no tratamento clinico ou cirargico,

caso VOCé néo queira participar deste estudo.

Direitos do participante

Sua participacdo € voluntaria e vocé pode retirar seu consentimento ou ainda
descontinuar sua participagcdo em qualquer momento, se o assim o preferir, sem
penalizacdo e/ou prejuizo de qualquer natureza. Nao havera nenhum custo a vocé
proveniente deste estudo, assim como ndo havera qualquer tipo de remuneracgao pela

sua participacdo. Ao assinar este termo vocé ndo abre méo de nenhum direito legal.

Danos a Saude
Se uma lesdo ou qualquer dano a saude ocorrer como comprovado resultado de sua
participagdo nesta pesquisa, assisténcia integral estard disponivel sem que vocé tenha

gastos.



Indenizacéo

Se vocé sofrer algum dano ou doenca, previsto ou ndo neste termo de consentimento e
relacionado com sua participacao no estudo, os pesquisadores responsaveis do estudo
pagardo as despesas médicas necessarias e decorrentes do tratamento, pelo tempo que
for necessario. A equipe do estudo devera ser notificada o mais rapido possivel. Os
pesquisadores garantem assisténcia integral gratuita e imediata.

Vocé nado renunciard a quaisquer de seus direitos legais ao assinar este termo de
consentimento, incluindo o direito de pedir indenizagédo por danos resultantes de sua

participacdo no estudo.

Confidencialidade

A equipe do estudo e a equipe assistencial terdo acesso a seus dados, no entanto, seu
anonimato é garantido e possiveis publicacdes cientificas resultantes deste estudo nao
o (a) identificard em nenhuma circunstancia como participante. Os dados obtidos serdo
tratados sob estritas condi¢cdes de confidencialidade.

Os seus dados também poderdo ser compartilhadas com 0s seguintes grupos/pessoas
associadas a este estudo de pesquisa ou envolvidos na revisdo de pesquisas: outros
funcionérios da equipe de pesquisa dos Pesquisador Responsavel, equipe do Centro de
Pesquisa Clinica, o Comité de Etica em Pesquisa e o Departamento Juridico; e também
0s representantes do governo ou agéncias federais, quando exigido por lei. Caso surjam
novas informacdes que possam ser importantes a sua decisdo de continuar na pesquisa,
vocé ou seu representante legal serdo informados assim que os dados estejam
disponiveis.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Albert Einstein
(CEP), cuja funcéo é o de aprovar os estudos envolvendo seres humanos.

Para qualquer duavida geral e/ou relacionada a direitos do participante (direito a
informacdao clara, relacionado a custos, acompanhamento médico e hospitalar em caso
de danos decorrentes da participacado na pesquisa, confidencialidade de dados, acesso
a resultados), entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Albert
Einstein localizado na Av. Albert Einstein, 627/701 - Morumbi, CEP: 05652-900, Sao
Paulo, SP no telefone (11) 2151-3729/ e-mail cep@einstein.br.

Para qualquer duvida relacionada ao estudo, por favor, sinta-se a vontade para entrar
em contato com os médicos responsaveis pela conducdo do estudo, Dra. Junia C.
Marques no telefone: (11)3884-2020.


mailto:cep@einstein.br

Reclamacdes, elogios e sugestdes deverdo ser encaminhados ao Sistema de
Atendimento ao Cliente (SAC) por meio do telefone (11) 2151-0222 ou formulario
identificado como “fale conosco” disponivel na pégina da pesquisa clinica ou
pessoalmente.

Entendo também que o material coletado sera usado exclusivamente para responder as
perguntas dessa pesquisa e para garantir minha seguranca. Apos a realizacao destes

testes o material coletado sera descartado.

Assinaturas de Consentimento

Fui informado de todos os detalhes relacionados ao estudo ao qual serei submetido.
Receberei uma via assinada e datada deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

4 N

Nome Completo do participante da pesquisa

Data: [/ [
\ Assinatura do participante da pesquisa /

4 )

Nome completo e legivel do pesquisador responséavel

Data: [
\ Assinatura do pesquisador responséavel /

Nome completo do representante legal

Data: / /

Assinatura do representante legal

\___Relacdo do representante legal com o paciente /




Apéndice 3. Graduacéo topografica dos pacientes do grupo de estudo baseado nos
padrdes de Rabinowitz

Imagem topogréfica n
Encurvado inferior 15
Gravata borboleta assimétrica com eixos radiais inclinados 8
Gravata borboleta assimétrica com maior curvatura inferior 4
Oval 3
Gravata borboleta assimétrica com maior curvatura superior 1
Irregular 1

Fonte: Baseado em Rabinowitz YS, Yang H, Brickman Y, Akkina J,
Riley C, Rotter JI, et al. Videokeratography database of hormal human
corneas. Br J Ophthalmol. 1996;80(7):610-6.



