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Resumo

Callou TMP. Andalise da expressdo das proteinas de barreira epitelial, filagrina e
claudina-1, na superficie ocular de pacientes portadores de dermatite atopica [tese]. Sdo
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2019.

Introdugao: A dermatite atopica (DA) ¢ uma doenga inflamatdria cronica, pruriginosa,
que acomete criancas e adultos e apresenta alta prevaléncia mundial. Em geral, a DA esta
associada a manifestagdes extra-cutdneas de atopia como asma, rinite e manifestagdes
oculares que podem acarretar danos visuais irreversiveis. A patogénese da DA ¢
multifatorial, incluindo componentes ambientais, imunoldgicos, estruturais e genéticos.
A diminuicdo das proteinas filagrina (FLG) e claudina-1 (CLD1) na barreira cutanea dos
pacientes portadores de DA ¢ um dos principais fatores estruturais envolvidos na génese
da doenca. E possivel que a alteragdo dessas proteinas na superficie ocular de pacientes
portadores de DA possa contribuir para a génese das alteragdes oculares. Objetivos:
Avaliar o perfil das proteinas FLG e CLD1 e determinar a expressdo do RNA-m para seus
genes na superficie ocular dos pacientes portadores de DA, e correlacionar os resultados
com o quadro clinico ocular, sintomas e gravidade da doenca. Métodos: Células da
conjuntiva bulbar dos pacientes foram coletadas por citologia de impressdo e avaliadas
pelas técnicas de imunofluorescéncia (IF) e reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR).
Resultados: Detectamos aumento da expressdo da FLG e da CLD1, bem como dos seus
niveis de transcritos de RNAm na superficie ocular nos pacientes com DA comparados
aos controles. Houve correlacdo negativa com a coloragdo com fluoresceina e correlagio
positiva e significativa entre a expressdao da FLG e o TRFL. Conclusdes: No presente
estudo, as células epiteliais conjuntivais de pacientes com DA apresentaram expressao
aumentada de FLG e CLD1, tanto na IF quanto no RT-PCR, em contraste com os achados
cutaneos relacionados. Nossos resultados podem refletir uma resposta protetora da
superficie ocular a inflamacao ocular relacionada a DA e a doencga do olho seco associada.
Também detectamos FLG na conjuntiva de individuos saudédveis, um achado sem
precedentes. Investigacdes adicionais com enfoque no papel da FLG, CLD1 e outras
proteinas epiteliais na superficie ocular de pacientes com DA podem esclarecer a
fisiopatologia da doenca e ajudar a desenvolver terapias eficazes.

Descritores: Dermatite atopica; Filagrina; Claudina-1; Epitélio; TUnica conjuntiva;
Imunofluorescéncia; Reagdo em cadeia da polimerase.
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Abstract

Callou TMP. Analysis of epithelial barrier proteins expression, filaggrin and claudin-1,
on the ocular surface of patients with atopic dermatitis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo™; 2019.

Background: Atopic dermatitis (AD) is a chronic, itchy inflammatory disease that affects
children and adults and presents a high global prevalence. In general, AD is associated
with extra-cutaneous manifestations of atopy such as asthma, rhinitis and ocular
involvement that can lead to irreversible visual damage. The pathogenesis of AD is
multifactorial, including environmental, immunological, structural and genetic
components. The reduction of filaggrin (FLG) and claudin-1 (CLDI) proteins in the
cutaneous barrier of patients with AD is one of the main structural factors involved in the
genesis of the disease. It is possible that the alteration of these proteins in the ocular
surface of patients with AD may contribute to the genesis of ocular involvement.
Purpose: To evaluate FLG and CLDI1 profiles and determine mRNA expression for their
genes on the ocular surface of AD patients, correlating the results with the ocular findings,
symptoms and disease severity. Methods: Impression cytology was performed on the
patients' bulbar conjunctiva for cellular collection and subsequent evaluation through
immunofluorescence (IF) and real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) techniques.
Results: We detected increased expression of FLG and CLD1, as well as their transcript
levels in AD patients compared to controls. There was a negative correlation with
fluorescein staining and positive and significant correlation between TBUT and FLG
expression. Conclusions: In the present study, conjunctival epithelial cells of AD patients
showed an increased expression of FLG and CLD1, on both IF and RT-PCR, in contrast
to related cutaneous findings. Our results may reflect a protective response of the ocular
surface to AD-related ocular inflammation and associated dry eye disease. We also
detected FLG in the conjunctiva of healthy individuals, an unprecedented finding. Further
investigations focusing the role of FLG, CLD1 and other epithelial proteins in ocular
surface of AD patients may clarify the pathophysiology of the disease and help develop
effective therapies.

Descriptors: Dermatitis, atopic; Filaggrin; Claudin-1; Epithelium; Conjunctiva; Immu-
nofluorescence; Polymerase chain reaction.
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1.1. Dermatite Atopica
A dermatite atdpica (DA), também conhecida apenas por eczema ou eczema
atopico ¢ uma doenca cutdnea inflamatdria e, caracteristicamente, pruriginosa.(!
Atualmente, ¢ uma das desordens da pele ndo transmissiveis mais comuns e sua
prevaléncia vem crescendo em paises desenvolvidos, afetando até 30 % das criancas e 10
% dos adultos.>3 A DA tem inicio principalmente na infincia e, em casos mais graves,
mantém-se na idade adulta.® Por apresentar curso cronico e redicivante, essa doenca
afeta significativamente a qualidade de vida dos doentes e das suas familias, resultando
em elevado impacto socioecondmico.>®
A patogénese da DA ¢ multifatorial, incluindo componentes imunoldgicos,
estruturais, ambientais e genéticos.”>® Componente imunoldgico. O sistema imune dos
pacientes com DA apresenta uma desregulacdo, com hiperativacdo da resposta Th2 e
consequente aumento na producdo da imunoglobulina E (IgE) sérica e de mediadores
celulares inflamatorios que estdo intimamente envolvidos com o prurido, principal
sintoma da doenca, ¢ a manutengdo das lesdes cutineas, caracteristicas da DA. Os
linfocitos do tipo Th2 sdo predominantes na fase aguda, assim como as células Th1 estdo
relacionadas ao estagio cronico da doenga, com a colaboragio das células Th22 ¢ Th17.¢
19 Componente estrutural. A pele dos pacientes com DA apresenta uma disfungio
estrutural na epiderme, devido a diminuic¢ao de proteinas com fung¢ao de barreira como as
claudinas (CLDs), principalmente CLD1 e CLD4, ¢ a filagrina (FLG).(!!-'> Componente
ambiental. Somado ao fator imunoldgico, esse desequilibrio na homeostase epidérmica
faz com que os pacientes com DA apresentem maior contato e respondam fortemente aos
alérgenos (poluentes, irritantes quimicos, pélen) e microorganismos do meio externo
gerando sensibilizagdo e exacerbagdo da inflamagdo.'® Além disso, o microbioma da

pele desses pacientes ¢ alterado,'® com maior susceptibilidade a infec¢des oportunistas
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por agentes como Staphylococcus aureus e herpes simples.(!>!? A temperatura e a
umidade atmosférica também sdo fatores influenciadores.'® Ambientes urbanos,
sabidamente poluidos, apresentam maior prevaléncia de DA.!% 200 Componente
genético. A predisposi¢do genética, na DA, ¢ alta, mais de 70% em gémeos
monozigobticos.?! Sabe-se também que existem mutagdes genéticas associadas ao
desenvolvimento da DA. A mutagdo do gene da FLG ¢ a mais associada.?? Essa mutagio
também esté ligada ao inicio mais precoce € a quadros mais graves de DA.(?3:2%

Nao ha marcador patognomdnico para DA. O diagnostico € feito clinicamente e é
baseado na histéria pessoal e familiar de hipersensibilidades, asma e rinite; na morfologia,
cronicidade e distribuigdo das lesdes na pele e na associagdo com outros sinais clinicos.®
Os critérios Hanifin e Rajka®® sdo os mais utilizados até hoje>® e compreendem critérios
maiores e menores. E necesséria a presenca de pelo menos trés critérios maiores e trés
critérios menores para o diagndstico da doenga, conforme o Quadro 1.2 Entre os

critérios menores, um ter¢o compreende alteragdes oculares.
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Quadro 1 - Critérios diagnosticos de Hanifin e Rajka.

Critérios Maiores:

Critérios Menores:

Prurido

Erupg¢do na face e /ou superficie exten-
sora em criangas menores e lactentes
Liquenificagdo nas areas flexurais em cri-
angas maiores

Tendéncia a cronicidade ou recorréncias
crOnicas

Historia pessoal ou familiar de manifesta-
¢oes de atopia: asma, rinite, dermatite
atopica

Xerose cutanea

Prega de Dennie-Morgan (linha acentu-
ada na palpebra inferior)

Escurecimento ao redor dos olhos
Palidez facial

Pitiriase alba

Queratose pilar

Ictiose vulgar

Hiperlinearidade palmar e plantar
Dermografismo branco (linha branca apa-
rece na pele dentro de um minuto, apos a
pele ser friccionada com um objeto)
Conjuntivite, ceratocone, catarata ante-
rior subcapsular

Elevacao da IgE sérica

Reatividade ao teste cutaneo imediato

Adaptado de Hanifin JM, Rajka G. Diagnostic features of atopic dermatitis. Acta Derm Venereol Suppl

(Stockh) 1980; 92 (Suppl.): 4447
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1.2. Manifestacoes oculares na DA

Outras formas de hipersensibilidades sio comuns nos pacientes portadores de DA,
como asma, alergias alimentares,®” rinites e conjuntivites alérgicas®® e o quadro clinico
se torna ainda mais grave quando ha outras comorbidades tais como: infeccdes
cutineas® e extracutineas, condi¢gdes neuropsiquidtricas como depressio, ansiedade®?),
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH),®! doengas autoimunes,®?
cancer,®? obesidade,*¥ disturbios cardiovasculares®®> e envolvimento ocular.?® Embora
mais estudos sejam necessarios para comprovar a associacdo da DA com a maioria das
comorbidades citadas, em relagdo ao quadro ocular, os estudos sdo consistentes e
demonstram risco de perda visual, se ndo identificados e tratados.?

Aproximadamente 40% dos individuos portadores de DA apresentam
acometimento ocular.®® Esse envolvimento ocular ocorre principalmente nos adultos,
pode ocorrer em qualquer etapa do curso da DA, ndo apresentando relagdo direta com o
quadro cutineo, pode ser agudo ou cronico,®? e em casos de maior gravidade, envolve
todo aparelho ocular, desde a pele palpebral até estruturas intraoculares, como a seguir:
escurecimento da pele periorbital (sinal do olho de panda) e perda lateral dos supercilios
(sinal de Hertoghe); palpebras: descamacao, espessamento, edema, fissuras, linhas extras
(linhas de Dennie-Morgan), ectropio, entropio, ptose € maior prevaléncia de blefarites
estafilocdcicas; cilios: triquiase; filme lacrimal: instabilidade do filme lacrimal e
ocorréncia de sindrome olho seco; conjuntiva: quemose, hipertrofia papilar, fibrose e
queratinizagdo patologica, atrofias e simbléfaro; limbo: nodulos de Horner-Trantas e
neovasculariza¢do; cornea: ceratopatia ponteada superficial e ceratite epitelial, defeitos
epiteliais persistentes, pannus, opacidades estromais, aumento da incidéncia de
ceratocone; iris: irite; cristalino: catarata; ivea: uveite; nervo optico: glaucoma; retina:

descolamento de retina.(40-49
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A producao lacrimal desses pacientes também pode ser afetada pelo uso cronico
de medicagdes anti-histaminicas, importantes no tratamento da DA.“Y H4 também relatos
de neoplasias escamosas superficiais, possivelmente, em decorréncia do uso de
imunossupressores sistémicos.“® H4 aumento na incidéncia do glaucoma, pelo uso de
corticoides por longo prazo, porém atualmente, autores sugerem um glaucoma tipico da
DA.*7) Esses pacientes também apresentam maiores incidéncias de ceratites infecciosas,
principalmente por Staphyloccocus aureus ¢ Herpes simples.*® 49 Em relagdo as
conjuntivites, os pacientes com DA podem apresentar varios subtipos incluindo a sazonal
e perene, papilar gigante e as ceratoconjuntivites vernal e atopica.!

A chamada ceratoconjuntivite atopica (CCA), descrita por Hogan em 1953,60 ¢
uma doenga ocular inflamatéria, tipica de pacientes com DA. Os sintomas
frequentemente relacionados a CCA sdo: baixa visual, prurido ocular, fotofobia e
lacrimejamento. A CCA tem inicio tradicionalmente no final da adolescéncia e inicio da
vida adulta,®) embora tenham sido descritos varios casos em criangas.? Entre as demais
conjuntivites alérgicas, a CCA tem maior gravidade pois acomete progressivamente a
conjuntiva e a coérnea dos pacientes, podendo persistir por toda a vida, representando uma

potencial causa de cegueira nesse grupo.©?

1.3. FLG e CLD1 na barreira cutinea

A pele, juntamente com as mucosas, forma um extenso complexo de protegdo e
manuten¢do da homeostase corpérea, através da formacao de barreira fisica e de portdes
de permeabilidade especializados. Entre as suas fung¢des, destacam-se a termorregulagao,
protecdo contra desidratacao e traumas, excre¢ao de substancias, prote¢do contra os raios

UV e agdo imunitéria, que impede a penetragdo de microrganismos.®® Na sua estrutura,
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a pele possui dois conjuntos proteicos essenciais para seu perfeito funcionamento: FLGs
e CLDs e seus defeitos vém sendo associados a génese da DA.(1?)

A epiderme, camada mais externa da pele, ¢ composta por epitélio estratificado,
pavimentoso e queratinizado, apresenta os queratindcitos como suas principais células e
¢ formado por cinco camadas: basal, espinhosa, granulosa, lucida e camada cornea, a mais
externa.®® O estrato corneo (EC) constitui a primeira barreira de prote¢do do tecido
cutaneo, afastando substancias e microrganismos nocivos. As células basais apresentam
intensa mitose e poucos granulos de queratina. A medida que se locomovem para a
superficie essas células vdo aumentando seu nimero de filamentos queratina.®> No nivel
molecular, esse envelope cornificado ¢ formado por proteinas com fungdes altamente
especificas para cada etapa, entre elas a FLG.

A FLG localiza-se no citoplasma dos queratindcitos e tem a func¢do de agregar
os filamentos de queratina para formacdo e organiza¢do do EC.C% 57 A FLG ¢ também
essencial para a hidratagdo dessa camada, uma vez que ¢ precursora dos aminoacidos e
de outros derivados conhecidos no seu conjunto pelo fator emoliente natural, que impede
a perda de fluidos vitais, além de contribuir para regula¢do do pH da pele, reduzindo-0.5%
Esse processo de queratinizacdo ou cornificagdo, no qual a FLG tem papel fundamental,
¢ essencial para que a pele desempenhe suas fungdes.*¥

Sabe-se que na pele dos pacientes com DA, ha diminui¢do da FLG.!? Virios
estudos demostraram, nos ultimos anos, que a mutacao no gene da FLG est4 associada ao
desenvolvimento de caracteristicas de atopia, incluindo a DA.35%-62) Atualmente, essas
mutagdes representam o maior fator de risco para desenvolvimento da DA,5% estdo

(63)

presentes nos casos de maior gravidade,®>) além de estarem relacionados a maior risco de

inicio precoce da DA e maior chance de persisténcia da DA na idade adulta.®¥
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Internamente ao EC, a camada granulosa constitui a segunda barreira de protecao
da pele ao meio externo. Nessa camada, concentram-se os complexos de oclusdo ou tight
Jjunctions (TJ), conjunto de proteinas que garantem funcdo ndo so6 de barreira mecanica
(selagem celular), como também de permeabilidade celular e polaridade (difusdo
paracelular de fluidos, moléculas e ions), além de agirem como plataformas de
sinalizacdo, gerando expressdes de proteinas especificas e garantindo especificidade de
cada tecido.(¢> 6%

Entre as TJ, a familia das proteinas transmembranas CLDs, que possui 27
membros, € ¢ amplamente estudada.®” Na epiderme, a CLD1 ¢ a CLD4 sdo essenciais
no processo de diferenciagdo e queratinizagdo das células da camada basal até o EC.
A reducdo nessas CLDNs estd associada a patogénese da DA e outras doencas
cutineas.(12:6%.70)

Com a diminui¢do da FLG e da CLDI, os pacientes apresentam falhas na sua
barreira de prote¢do cutinea, consequentemente maior contato com alérgenos e

microorganismos, propensao a xerose, alteragdes de pH, alteragdes da sua flora e maior

chance de infecg¢des recorrentes.’!

1.4. FLG e CLD1 na barreira ocular

Assim como na pele, os epitélios da cornea e da conjuntiva formam uma a barreira
que protege o olho dos agentes externos. Além disso, a mucosa ocular também regula o
transito de fluido, eletrélitos e macromoléculas. 7

Como ja mencionado, a FLG tem como uma das suas principais funcdes,
organizar o processo de queratinizacdo. Em condigdes normais, a mucosa conjuntival
apresenta epitélio estratificado ndo queratinizado.’> Mesmo diante dessa informagao,

autores pesquisaram a presenca da FLG na conjuntiva de individuos sadios e a proteina
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ndo foi encontrada.’® Por outro lado, os pacientes portadores de DA podem apresentar
quadros de conjuntivites, blefarites, ceratites e outras manifestacdes oculares que,
cronicamente, alteraram a estrutura da conjuntiva.’>

Em relacao as CLDs, dos 27 subtipos da proteina, os subtipos 1, 4, 7 e 10 estdo
presentes na conjuntiva compondo a barreira de protegdo ocular.’® O subtipo 1 também
faz parte da barreira de protecao epitelial da pele em individuos normais e sua diminuigao
esta relacionada a DA.(!>12) Entretanto, ndo existem trabalhos demostrando se também
ocorrem alteragdes na CLD1 na superficie ocular de individuos com DA.

E possivel que mudangas no perfil da FLG e da CLD1 na superficie ocular de
pacientes portadores de DA possam contribuir para a génese das alteragdes oculares
frequentes nesse grupo. O conhecimento das estruturas formadoras da barreira de
protecdo do epitélio conjuntival ¢ fundamental para a melhor compreensdo da

fisiopatologia das doencas que acometem a superficie ocular, incluindo a DA.



2. Objetivos
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2.1. Geral

Analisar as proteinas FLG e CLDI e seus transcritos de RNAm na superficie ocular de

pacientes com DA, comparando com pacientes sem DA.

2.2. Especificos

a. Correlacionar as proteinas FLG e CLDI1 e seus transcritos de RNAm com o
quadro clinico ocular nos pacientes com DA.

b. Correlacionar as proteinas FLG e CLD1 e seus transcritos d¢ RNAm com os
sintomas oculares nos pacientes com DA.

c. Correlacionar as proteinas FLG e CLDI e seus transcritos de RNAm com a

gravidade da doenga nos pacientes com DA.



3. Métodos
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3.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal e comparativo entre dois grupos de pacientes:
pacientes portadores de DA e grupo-controle formado por pacientes sem DA.

A amostra do estudo ¢ aleatoria simples. A unidade do estudo ¢ o olho, que sdo
independentes um do outro.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica para Anélises de
Projetos de Pesquisa da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob o protocolo de pesquisa nimero 1.291.315

(Anexo 1).

3.2. Calculo de amostra

O estudo piloto mostrou que na analise do perfil das proteinas CLD1 e FLG pela
imunofluorescéncia houve uma média de 1,56 de diferenga na FLG entre pacientes com
DA e controle, com variabilidade maxima de 1,64 (DP = 1,64). Supondo que os resultados
obtidos no estudo piloto permanecam, com 95% de intervalo de confianga (IC) e 80% de
poder, a amostra necessaria para a realiza¢do do estudo ¢ de 17 pessoas em cada grupo
com base no teste bicaudal. Os célculos para analise da CLDI geraram uma amostra
menor que 17, assim como os célculos para realizagdo da andlise génica para ambas as

proteinas.
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3.3. Selecao dos pacientes

- Grupo 1: Pacientes com DA

O diagnostico da doenca foi estabelecido de acordo com os critérios de Hanifin &
Rajka (Quadro 1) no ambulatério de Dermatologia do HC-FMUSP e a classificagdo da
DA de acordo com a pontuagio EASI. O EASI, indice de Gravidade do Eczema por Area
(Eczema Area and Severity Index) foi desenvolvido por Hanifin et al.”” ¢ afere a
gravidade da dermatose baseando-se na associacdo entre a presenca de sinais clinicos,
eritema, papulas, escoriagdo e liquenificacdo, e a area de superficie corporea acometida.
A pontuacdo pode variar de 0 a 72, apresentando correlagdo entre uma maior pontuacao
e a gravidade da doenca. A gravidade da DA foi classificada em leve (0-23) e
moderada/grave (24-72). A dosagem sérica do IgE também foi realizada no ambulatério
de Dermatologia pelo método nefelométrico (N latex IgE mono; Dade Behring, Marburg,
Alemanha). Niveis normais foram considerados até 100 UI/mL.7®

Os critérios de inclusdo adotados por este estudo foram:
- Adultos com diagnostico de DA;
- Interesse e disponibilidade do paciente em participar do estudo proposto;

Os critérios de exclusdo adotados para este estudo foram:
- Uso de colirio ou pomada ocular por pelo menos 4 semanas;
- Presenca de infeccao ocular;
- Presenca de lesdes na superficie ocular ndo caracteristicas da CCA;
- Antecedentes oculares de uveite ou uveite ativa;
- Diagnéstico de glaucoma;
- Gravidez ou lactagao;

- Uso de imunomoduladores sistémicos;
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- Falta de disponibilidade em participar da pesquisa.

Todos os pacientes faziam uso de anti-histaminicos via oral e/ou cremes topicos
dermatoldgicos para hidratagdo. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 2), concordando em participar do estudo e o paciente era livre

para retirar-se a qualquer momento.

- Grupo 2: Grupo-controle composto por pacientes sem DA

O grupo controle foi formado por acompanhantes, ndo familiares, dos pacientes.
Esses individuos ndo apresentavam risco de DA ou qualquer outra doenga na superficie
ocular.

O exame oftalmologico dos individuos incluidos no estudo e a coleta das células
da conjuntiva pela técnica de citologia de impressao foram realizados no Ambulatdrio de
Oftalmologia do HC-FMUSP; as andlises de imunofluorescéncia foram executadas no
Laboratério de Dermatologia, FMUSP; a digitalizacdo das laminas foi feitas na Sala de
Imagem do Departamento de Patologia, FMUSP e as andlises génicas foram realizadas
no Laboratorio de Investigacdo Médica do Departamento de Oftalmologia - LIM 33,

FMUSP.

3.4. Avaliacao oftalmologica

Os pacientes foram avaliados pela mesma examinadora (TMPC) e submetidos aos
seguintes exames (Anexo 3):
1. Acuidade visual, com corre¢ao, utilizando a Tabela de Snellen e distancia padrao de 6
metros.

2. Avaliagdo das estruturas oculares e anexos pela biomicroscopia a lampada de fenda:
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Descamacdo das palpebras (O=auséncia, l=presenca); linhas extras nas palpebras
(O=auséncia, l=presenca); ectropio (O=auséncia,1= presenca), ptose palpebral
(O=auséncia,1= presenga), perda lateral dos supercilios (O=auséncia,l= presenca),
fissuras palpebrais (O=auséncia,1= presenca), escurecimento da pele periorbital
(O=auséncia, 1= presenca), hiperemia da conjuntiva (0=auséncia, 1=presenga); presenga
de hipertrofia papilar em conjuntiva tarsal (O=auséncia, 1= presenga); neovascularizagio
da coérnea (O=auséncia, 1=presenca); opacidade em cornea (O=auséncia, 1=presenca);
catarata (O=auséncia,l= presenca); outros achados como transplante de cornea
(O=auséncia, 1= presenca) e ceratocone (0=auséncia,l= presenga).

3. Avaliagdo dos sintomas oculares. Todos os pacientes foram interrogados pelo autor
sobre a presencga de prurido nos olhos, pruridos nas palpebras, fotofobia e lacrimejamento.
Estas queixas foram graduadas em escala de 0 (ausente) a 5 (intenso) pelo paciente de
acordo com a intensidade dos sintomas. Os pacientes também responderam ao
questionario OSDI (Ocular Surface Disease Index) traduzido e adaptado para a lingua
portuguesa. A escala do questionario varia de 0 a 100, com valores maiores indicando
maior gravidade da doenca na superficie ocular’® (Anexo 4).

4. Avaliagdo da superficie ocular com os corantes vitais: rosa Bengala e fluoresceina. O
exame foi pontuado de 0 (minima) a 9 (maxima), de acordo com a classificacdo de van
Bijsterveld.®? Para avaliagdo com a fluoresceina, a superficie da cornea foi dividida
horizontalmente em 3 partes e cada 1/3 recebia pontuagdo de 0 a 3 (0= sem coloragdo, 1=
coloracdo ponteada leve, 2= coloracdo ponteada moderada e 3= coloragdo ponteada

intensa/confluente) (Figura 1).
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A

Figura 1- Avaliacio da superficie ocular com os corantes vitais A. fluoresceina; B. rosa Bengala

5. Tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL): medida do tempo entre o piscar € o

aparecimento da primeira area seca na cornea. Este exame foi quantificado em segundos,

apOs o paciente piscar 3 vezes. Foi obtida a média de trés medidas subsequentes. Valores

superiores a 10 segundos foram considerados normais.®!82)

6. Teste de Schirmer I: com papel de filtro Whatman 41 (Ophthalmos® — Sao Paulo —

Brasil) sem instilagdo de anestésico. Os pacientes permaneceram com os olhos fechados
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durante o exame. Apo6s 5 minutos, o papel de filtro foi retirado e a extensdo da coluna
umida no papel foi medida em milimetros. Valores maiores que 10 mm foram

considerados normais.®!

3.5. Citologia de impressao
Fragmentos de membrana de nitrocelulose pura (MF - Membrane Filters 0.45 pm,
Merck Millipore, Ireland) medindo 7 mm por 5 mm foram utilizados para obtencdo das
células da superficie ocular. Um recorte no lado esquerdo de cada fragmento foi realizado
conforme a Figura 2. Apos instilagdo de uma gota de colirio anestésico (cloridrato de
proximetacaina a 0,5%, Alcon, Sdo Paulo, Brazil) e com auxilio de pinga romba, o frag-
mento foi colocado sobre a conjuntiva bulbar inferior dos pacientes. A membrana de
nitrocelulose aplicada sobre a conjuntiva foi pressionada utilizando-se o dorso da pinga,
com movimentos lineares, leves e repetidos com o intuito de aumentar a aderéncia sobre
a conjuntiva, por 10 segundos, e retirada em seguida. A operacgdo era repetida se mem-
brana ficasse imida. Essa membrana contendo as células foi pressionada sobre uma
lamina de vidro silanizada e entdo retirada. Durante todo o manuseio, a extremidade re-
cortada da membrana permaneceu sempre a esquerda da examinadora, com intuito de
padronizar a obten¢do da amostra. Foi utilizado sempre o mesmo diagrama para delimi-
tacdo da area sobre a lamina que receberia a membrana contendo as células (Figura 3).
As células aderidas a lamina foram fixadas com solu¢do de paraformaldeido a 4%. As
laminas foram preservadas em PBS (phosphate buffered saline) pH 7,4 até o processa-
mento e analise.
Para a realizacdo do RT-PCR, a membrana contendo as células foi armazenada

em Eppendorf com solu¢do de RNA later (Qiagen,Valencia, CA, USA).
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Toda a operagao foi realizada nos olhos direito e esquerdo. Trés fragmentos fo-
ram utilizados na conjuntiva bulbar inferior em cada olho, seguindo a sequéncia:
conjuntival nasal, intermediria e temporal para as andlises, respectivamente, da IF da

CLD1, da FLG e analise génica (RT-PCR) de ambas as proteinas (Figura 4).

7mm

5mm

Figura 2 - Fragmento da membrana de nitrocelulose utilizado na citologia de impressao

Area para identificacio - Area delimitada para
do paciente. aplicacdo da membrana.

Figura 3 - Diagrama com drea de delimitaciio sobre a limina



Métodos 19

Figura 4 - Localizacio da coleta com os fragmentos da membrana de nitrocelulose sobre a conjuntiva
bulbar inferior P = RT-PCR; F = FLG; C = CLD1

3.6. Imunofluorescéncia

As laminas armazenadas foram lavadas com PBS duas vezes. Utilizou-se 1 % de
Triton X — 100 (cod. X100-500ML, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS-Tween
(PBS-T) (0,1 % de T 20 em PBS) durante dois minutos para permeabilizacdo celular.
Realizado novo enxague com PBS-T. As laminas ficaram uma hora em soluc¢ao de blo-
queio composta por 2 % de albumina de soro bovina (BSA), 5 % de soro fetal bovino
(FCS) em PBS-T (esterilizado por filtracdo e armazenado a -20 ° C). Em seguida, foi
realizado novo enxague com PBS-T. O anticorpo primério em 0,5 % de BSA (em PBS-
T), overnight a 4 ° C , foi adicionado nas seguintes concentragdes: FLG (Anti-filagrina
c6d. NCL-Filagrin, Leica, New Castle Upon Tyne, UK) 1:25 e Claudina-1 (Anti-clau-
dina-1 co6d. 51-9000, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 1:50. As laminas foram lavadas
trés vezes com PBS-T por cinco minutos. Foram adicionados o fluor6foro e DAPI (Di-
hydroethidium co6d. D1168, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em PBS-T, durante uma
hora e meia, ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Os seguintes fluor6foros foram
centrifugados antes da utilizagdo: FLG — 1:800 (Alexa 488 produzido em burro e anti-
coelho (A21202, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), CDL1 — 1:200 (Alexa 488 produzido

em cabra e anti-coelho A11008, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), DAPI - 1:100. As
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laminas foram lavadas novamente com PBS—T durante 5 minutos e montadas com glice-
rina. Para a vedagdo, utilizou-se esmalte. As laminas foram protegidas da luz e
acondicionadas na geladeira.

As laminas foram digitalizadas no Pannoramic Scan (3D Histech, Hungary) em
ambiente escuro (Figura 5). As imagens obtidas foram convertidas em arquivo JPEG com
auxilio do programa Case Viewer (3D Histech, Hungary), sendo selecionados de 2 a 4
campos aleatorios de acordo com a quantidade de células existente em cada lamina e com
aumento de 10 vezes, disponibilizado pelo programa. A partir da obtencao desses campos,
realizou-se a contagem de células utilizando-se o programa Image ProPlus32 (Media
Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland, EUA).

Foram quantificadas todas as células obtidas na amostragem e também as células que
demonstraram imunopositividade intensa para os anticorpos estudados, obtendo-se a
porcentagem da populacdo de células imunopositivas em relacdo ao total de células

quantificadas.
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Figura 5 - Pannoramic Scan (3D Histech, Hungary)

3.7. Anélise génica
3.7.1. Extracdo de RNA total das células coletadas pela citologia de impressao

Para a extracdo do RNA total das amostras de citologia de impressao, foi utilizado
Microkit RNeasy (Qiagen, Courtabouef, France) de acordo com as instrugdes do fabri-
cante. O RNA total das amostras do grupo controle e do grupo de pacientes foi
quantificado por absorbancia em espectrofotdmetro Nanodrop 3000c (Thermo Scientific,
Ashcille, NC, E.U.A.). Consideramos que uma unidade de absorbancia a 260 nm corres-
ponde a 50 ng de RNA. A relacdo de absorbancia entre os comprimentos de onda de 260
e 280 nm de RNA total foi calculada para a certificacdo da auséncia de contaminagdo
protéica (260/280 nm; relagdo isenta de proteina = 1,8 a 2,2). S6 foram utilizados os

RNAs que apresentaram os valores da relacdo 260 e 280 nm livre de contaminagdo
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protéica. Do total obtido para o RNA, 50 ng foram utilizados para a sintese da 1? fita de

DNA complementar (cDNA) e o restante armazenado a -80°C.

3.7.2. Reacao de transcriptase reversa

Primeiramente, os cDNAs foram sintetizados a partir de 50 ng de RNA total das
amostras utilizando o kit SuperScript II (Invitrogen) segundo as instru¢des do fabricante.
Ao fim da reagdo, os cDNAs sintetizados foram entdo quantificados por espectrofotome-
tro em aparelho Nanodrop 3000c, armazenados a -20°C ou foram direcionados a proxima

fase do experimento.

3.7.3. PCR em tempo real

A analise quantitativa dos genes de interesse foi realizada pela técnica de PCR em
tempo real. Dois microlitros de cDNA de cada amostra foram amplificados utilizando o
protocolo do kit SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) em uma rea¢do com volume
final de 25 pL e 0,2 uM de primers especificos para cada gene alvo FLG e CLD1. Para
cada andlise, foram usadas no minimo triplicatas do gene gliceraldeido-3-fosfato desidro-
genase (GAPDH), usados como gene para controle endégeno das amostras do grupo
controle e do grupo de paciente uma vez que sua expressdao nao se modificou entre os
grupos. O controle negativo da reagdo consistiu de agua Mili-Q autoclavada em substi-
tuicdo ao cDNA. A amplificacdo dos produtos de PCR foi realizada no sistema de
deteccdo Corbett Rotor-Gene Q (Qiagen), realizando, por 5 minutos a abertura das fitas
a 95°C, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos para ane-
lamento dos primers e 72°C por 30 segundos para extensdo da fita sintetizada.

Para a quantificagdo do transcrito utilizou-se o método de quantificacdo relativa

(AACt), com a razdo mRNA / mRNA alvo normalizada em relagdo a uma amostra do
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calibrador usando o software de andlise de fusdo de alta resolu¢ao (Rotor-Gene Screen-
Clust; Qiagen).

Os primers utilizados para a FLG foram: senso: 5'-GCAAGGTCAAGTCCAG-
GAGAA-3'; antisenso: 5'-CCCTCGGTTTCCACTGTCTC-3' ®3 ¢ para a CLD1: senso:
5'-AGCTGTTGGGCTTCATTCTCGC-3" e antisenso: 5-TGGGCGGTCACGATG-

TTGTC-3".®%

3.7.4. Curva Padrao dos genes alvo

Foram desenhadas curvas padrdo para os genes FLG, CLD1 e GAPDH a partir do
pool de cDNA de todas as amostras controles. As curvas foram realizadas em duplicatas
e continham as seguintes concentragdes (150 ng/uL, 50 ng/uL, 35 ng/uL, 15 ng/ul e 5
ng/uL). As curvas que obtiveram valor de 72 superior a 0,980 foram usadas para as rea-
¢oes futuras (Figura 6).

Baseada na curva padrao de cada gene, foi escolhido uma concentragdo unica para
fazer a réplica de cada amostra (controles e pacientes). Com isso, as réplicas foram feitas
em concentragdo de 300 ng de cDNA para os genes testados. Para a normatizacdo dos
resultados, foi necessario realizar a replicata do gene GAPDH, tidos como controle en-
dogeno. O programa de amplificagdo para as replicatas foi o mesmo utilizado

anteriormente para a padronizagdo das curvas de concentracao.
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Figura 6 - Curvas-padrio de RT-PCR para os genes de interesse e endégeno a partir do pool das
amostras de cDNA A. FLG; B. CLD1; C. GAPDH

3.8. Analise estatistica

Para avaliacdo das contagens das células foram calculadas as médias das células
dos setores de cada participante avaliado, bem como a razdo entre as células positivas e
o total de células. Foram calculadas as medidas resumo (média, desvio-padrao, mediana,
minimo e maximo) de todas as contagens avaliadas e das razdes das células positivas pelo
total de células segundo grupos e comparados os grupos com uso do teste de Mann-Whit-
ney.

Para correlacionar os dados obtidos na IF e no RT-PCR com os achados clinicos
entre os grupos, foram descritas as caracteristicas qualitativas ou ordinais segundo grupos

e verificada a existéncia de associacdo com uso de testes qui-quadrado ou testes exatos
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de Fisher ou comparadas as caracteristicas ordinais entre os grupos com uso do teste de-
Mann-Whitney.

As caracteristicas quantitativas avaliadas foram descritas segundo grupos com uso
de medidas resumo (média, desvio padrao, mediana, minimo ¢ maximo) e comparadas
com uso do teste de Mann-Whitney, apenas as idades foram comparadas entre os grupos
com uso do teste t-Student.

Os percentuais de FLG e CLD1 foram descritos segundo cada caracteristica qua-
litativa nos pacientes com DA e comparadas entre as categorias com uso de testes Mann-
Whitney para avaliar se existe influéncia dessas caracteristicas nos valores das células e
foram calculadas as correlagdes de Spearman dos percentuais das células com as caracte-
risticas quantitativas ou ordinais avaliadas para verificar a presenca de correlagdo entre
elas.

O olho foi considerado como unidade amostral para as avaliacdes bilaterais e para
os calculos envolvendo FLG e CLD1 foi considerado o valor do olho mais acometido.

Para a formagdo dos graficos os dados coletados foram gerenciados com o
GraphPad Prism v.8.2.0 para MacOS (San Diego, CA, EUA).

O software IBM-SPSS for Windows versao 22.0 foi utilizado para realizagdo das
demais andlises e para tabulacdo dos dados foi utilizado o software Microsoft Excel 2010.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5% e IC 95%.



4. Resultados
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4.1. Dados demograficos

Nesse estudo, foram incluidos 42 pacientes distribuidos em dois grupos: pacientes
com DA (n=19) e controles (CT) (n=23). A média de idade dos pacientes com DA foi
38,2 anos (DP = 11,9 anos) e no grupo controle foi 45,7 anos (DP = 12,4 anos) e ndo
houve diferencga estatistica entre os grupos (p = 0,054). Foram avaliados 11 homens e 8
mulheres no grupo com DA e 6 homens e 17 mulheres no grupo controle e houve associ-
acdo estatisticamente significativa entre o sexo e os grupos (p = 0,037). No grupo com
DA, 13 pacientes eram da raca branca e 6, da raca negra e no grupo controle, 18 pacientes
eram da raca branca e 5, da raga negra (Tabela 1). A gravidade da DA foi classificada em
leve (n=8) e moderada/grave (n=11). Nos pacientes com DA, a média de pontuagdo do
EASI foide 27,5 +12,1/25,9 (8,6; 55,2) e a média de IgE foi de 18237,9 Ul/mL + 19453,3

/11757 (100; 59500), média + DP / mediana (min; max).

Tabela 1 - Dados demograficos segundo grupos e resultados dos testes estatisticos

Grupo
Variavel DA CT p
(N=19) (N=23)
Idade (anos) 0,054**
média = DP 382+11,9 457+ 12,4
mediana (min.; max.) 36 (24; 67) 43 (28; 67)
Sexo, n (%) 0,037
Feminino 8 (42,1) 17 (73,9)
Masculino 11 (57,9) 6 (26,1)
Raca, n (%) 0,504*
Branca 13 (68,4) 18 (78,3)
Negra 6 (31,6) 52L7

Teste qui-quadrado; * Teste exato de Fisher; ** Teste t-Student
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4.2. Sintomas
Os sintomas e sua gravidade foram relatados pelos pacientes de acordo com a

Tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo dos sintomas avaliados segundo grupos e resultado dos testes estatisticos

Grupos
Varidvel DA (N=19) CT (N=23) P
Prurido nos olhos, n (%) <0,001
Sem sintomas 3 (15,8) 20 (87)
Muito leve 3 (15,8) 2 (8,7)
Leve 3 (15,8) 14,3)
Moderado 5(26,3) 0(0)
Intenso 3 (15,8) 0(0)
Muito intenso 2 (10,5) 0(0)
Prurido nas palpebras, n (%) <0,001
Sem sintomas 3 (15,8) 23 (100)
Muito leve 1(5,3) 0(0)
Leve 3 (15,8) 0(0)
Moderado 4 (21,1) 0(0)
Intenso 5(26,3) 0(0)
Muito intenso 3 (15,8) 0(0)
Fotofobia, n (%) <0,001
Sem sintomas 6 (31,6) 21 (91,3)
Muito leve 5(26,3) 14,3)
Leve 5(26,3) 1(4,3)
Muito intenso 3 (15,8) 0(0)
Lacrimejamento, n (%) <0,001
Sem sintomas 7 (36,8) 23 (100)
Muito leve 3 (15,8) 0(0)
Leve 1(5,3) 0(0)
Moderado 1(5,3) 0(0)
Intenso 4 (21,1) 0(0)
Muito intenso 3 (15,8) 0 (0)

Teste Mann-Whitney
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4.3. Avaliacao oftalmologica

A acuidade visual média (LogMar) foi de 0,65 = 0,91/ 0 (0;3) no grupo com DA
e 0 no grupo controle. Nao foram observadas alteragdes oculares no grupo controle, mas
no grupo com DA foram encontradas varidveis relacionadas as manifestagdes oculares da
doenga. Eczema palpebral e fibrose conjuntival foram as caracteristicas oculares mais

frequentes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas oculares avaliadas segundo grupos e resultados dos testes estatisticos

., Grupos

Variavel p
DA (N =19) CT (N=23)

Eczema palpebral <0,001
Ausente 4 (21,1) 23 (100)
Presente 15 (78,9) 0(0)
Perda lateral dos supercilios 0,199*
Ausente 17 (89,5) 23 (100)
Presente 2 (10,5) 0(0)
Dupla prega palpebral 0,002*
Ausente 12 (63,2) 23 (100)
Presente 7 (36,8) 0(0)
Ectropio 0,084*
Ausente 16 (84,2) 23 (100)
Presente 3 (15,8) 0(0)
Ptose Palpebral 0,014*
Ausente 14 (73,7) 23 (100)
Presente 5(26,3) 0(0)
Fissuras em pele das palpebras 0,002*
Ausente 12 (63,2) 23 (100)
Presente 7 (36,8) 0(0)
Escurecimento da pele periorbital 0,084*
Ausente 16 (84,2) 23 (100)
Presente 3 (15,8) 0(0)
Hiperemia conjuntival 0,452*
Ausente 18 (94,7) 23 (100)
Presente 1(5,3) 0(0)
Fibrose Conjuntival <0,001
Ausente 5(26,3) 23 (100)
Presente 14 (73,7) 0(0)
Hipertrofia de papilas 0,005*
Ausente 13 (68,4) 23 (100)
Presente 6 (31,6) 0(0)
Neovascularizacdo na cornea 0,035*
Ausente 15 (78,9) 23 (100)
Presente 4 (21,1) 0(0)
Opacidades na cérnea 0,005*
Ausente 13 (68,4) 23 (100)
Presente 6 (31,6) 0(0)
Catarata subcapsular 0,035*
Ausente 15 (78,9) 23 (100)
Presente 4 (21,1) 0(0)
Ceratoplastia 0,084*
Ausente 16 (84,2) 23 (100)
Presente 3 (15,8) 0(0)
Ceratocone <0,001*
Ausente 10 (52,6) 23 (100)
Presente 9 (47,4) 0 (0)

Teste qui-quadrado; * Teste exato de Fisher
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4.4. Avaliacao da superficie ocular

Nos testes clinicos realizados para avaliagdo da superficie ocular, valores signifi-
cativamente menores do TRFL foram observados em pacientes com DA (p = 0,007). A
coloracdao com rosa Bengala estava presente apenas no grupo com DA (p<0,001); a colo-
racdo com fluoresceina foi estatisticamente mais intensa no grupo com DA (p < 0,001).
As pontuagdes do OSDI foram significativamente maiores no grupo com DA 27,1 £ 16,9
/ 27,1 (2,3; 64,6) do que no grupo CT 4,2 £ 7,9 /2,1 (0; 33,3), média = DP / mediana
(min; max) (p <0,001). Os resultados do teste de Schirmer I estavam dentro da normali-
dade em ambos os grupos, porém os pacientes com DA apresentaram valores menores

em relagdo ao grupo controle (p = 0,61) (Tabela 4).

Tabela 4 - Testes clinicos para avaliacio da superficie ocular segundo grupos e
resultados dos testes estatisticos

Grupo

Variavel DA Controle p

(N=19) (N=23)
OSDI <0,001
média = DP 27,1+£16,9 42+79
mediana (min.; max.) 27,1 (2,3; 64,6) 2,1(0;33,3)
Rosa Bengala <0,001
média = DP 0,89 +0,99 0+0
mediana (min.; max.) 1 (0; 3) 0(0; 0)
Fluoresceina <0,001
média = DP 1,21+ 1,03 0,13+0,34
mediana (min.; max.) 1 (0; 3) 0(0; 1)
TRFL 0,007
média = DP 6,9+235 8,85+ 1,04
mediana (min.; max.) 7 (3; 10) 9 (7;10)
Teste de Schirmer I 0,061
média = DP 16,8 £ 11,2 23+7,7
mediana (min.; max.) 16 (3; 35) 24 (10; 35)

Teste Mann-Whitney
DA: dermatite atopica; CT: controles; DP: desvio padrdo; OSDI: ocular surface disease index; TRFL: tempo
de ruptura do filme lacrimal.
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4.5. Avaliacao da expressiao das proteinas FLG e CLD1 nas células epiteliais da con-
juntiva nos pacientes com DA e controles pela analise de IF

A expressao das proteinas FLG e CLDI foi estatisticamente maior nos pacientes
com DA que nos controles (p = 0,044 e p < 0,001, respectivamente) (Figura 7).

Os valores para FLG foram 3,1 £ 3,6 / 2,4 (0; 14,1) para o grupo controle e 8,3
9,8/ 4,7 (0,3; 29,2) para os pacientes com DA; para a CLDI1, os valores foram 3,2 + 3,6
/1,7 (0 ; 13,5) para o grupo controle e 7,2 £ 4,5 /5,7 (0,7; 16) para os pacientes com DA,

média = DP / mediana (min; max).
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Figura 7 - Expressdo aumentada da FLG e CLD1 na superficie ocular. Liminas de IF com dupla
marcacio evidenciando a expressio da FLG (A e B) e CLD1 (C e D) em células da superficie ocular
de pacientes com DA (n =19) e CTs para FLG (n =17) e CLD1 (n = 23). A coloracio azul representa
o nucleo das células (DAPI) e a verde, a expressdo da FLG ou CLD1. As linhas representam medianas
com faixas interquartis de expressao da FLG (E) e CLD1 (F) em células oculares avaliadas pela IF
Teste de Mann-Whitney™* p <0,05 e *** p <0,001.
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4.6. Avaliacio da expressao dos transcritos de RNAm das proteinas FLG e CLD1
nas células epiteliais da conjuntiva nos pacientes com DA e controles pela analise de
RT-PCR

A expressao dos transcritos de RNAm para a FLG e para a CLD1 foi estatistica-
mente maior nos pacientes com DA que nos controles (p = 0,040 e p < 0,018,
respectivamente) (Figura 8).

Os valores para FLG foram 0,92 + 0,84/ 0,54 (0,15; 2,6) para o grupo controle e
1,57 £ 1,55/ 0,81 (0,37; 6,43) para os pacientes com DA; para a CLDI, os valores foram
1,13 £0,67 /1,05 (0,48; 3,77) para o grupo controle e 2,3 + 1,66/1,49 (0,47;5,5) para os

pacientes com DA, média = DP / mediana (mim; max).
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Figura 8 - Expressio do gene FLG e CLD1 avaliada por RT-PCR. A. Aumento da expressido de
transcritos de RNAm FLG (n =17) e B. CLD1 (n = 18) em células conjuntivais de pacientes com DA
em comparac¢io com controles saudaveis CT (FLG, n = 20) / CLD1, n = 23). As linhas representam
medianas com intervalos interquartis de expressido de transcritos de RNAm da FLG e CLD1

Teste de Mann-Whitney * p <0,05
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4.7. Correlacao entre as proteinas FLG e CLDI1 e seus transcritos de RNAm e o
quadro clinico ocular (carateristicas oculares e testes clinicos para avaliacdo da su-
perficie ocular), sintomas e gravidade da DA

Nao houve correlagdo entre o percentual das proteinas FLG e CLD1 e as caracte-
risticas oculares (Tabelas 5 e 6). Houve correlagdo direta e estatisticamente significativa
entre os transcritos de RNAm da FLG e a presenca de eczema palpebral e fibrose conjun-
tival nos pacientes com DA (Tabela 7). Houve correlagdo entre os transcritos de RNAm

da CLD1 e a ptose palpebral (Tabela 8).
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Tabela 5 - Descri¢do da expressdo da proteina FLG pela analise de IF nas células epiteliais da con-
juntiva nos pacientes com DA segundo caracteristicas oculares

., Categoria

Variavel P
Ausente Presente

Eczema N=4) (N=15) 0,469
média + DP 12,41 £12,83 7,2+9,07
mediana (min.; max.) 9,56 (1,32; 29,18) 4,72 (0,26; 28,18)
Perda lateral dos supercilios (N=17) N=2) 0,947
média + DP 8,7+ 10,3 4,86 +2,65
mediana (min.; max.) 4,72 (0,26; 29,18) 4,86 (2,99; 6,74)
Dupla prega palpebral N=12) N=17) 0,384
média + DP 9,25 +10,03 6,66 £9,95
mediana (min.; max.) 4,99 (0,26; 29,18) 2,64 (0,29; 28,18)
Ectrépio (N =16) (N=3) 0,793
média + DP 9,12+10,48 3,88 +2,69
mediana (min.; max.) 4,99 (0,26; 29,18) 3,51 (1,39; 6,74)
Ptose palpebral N=14) IN=95) 0,754
média + DP 8,15+£9,75 8,7+11,12
mediana (min.; max.) 4,12 (0,26; 29,18) 5,26 (1,39; 28,18)
Fissuras na pele das palpebras N=12) N=7) 0,773
média + DP 8,9+ 10,2 7,25+£9,78
mediana (min.; max.) 4,12 (0,26; 29,18) 5,26 (0,29; 28,18)
Escurecimento da pele periorbital (N=16) N=3) 0,359
média + DP 7,48 £9,29 12,64 +£ 13,59
mediana (min.; max.) 4,12 (0,26; 29,18) 6,74 (2,99; 28,18)
Hiperemia conjuntival (N=18) N=1) 0,842
média + DP 8,46 + 10,06 5,26+ 0
mediana (min.; max.) 4,12 (0,26; 29,18) 5,26 (5,26; 5,26)
Fibrose conjuntival IN=95) N=14) 0,219
média + DP 12,43 £ 10,89 6,82 £9,36
mediana (min.; max.) 11,31 (1,32; 29,18) 3,25 (0,26; 28,18)
Hipertrofia de papilas N=13) (N=6) 0,282
média + DP 6,42 +7,9 12,36 £12,94
mediana (min.; max.) 3,51 (0,26; 28,07) 6,9 (0,36; 29,18)
Neovascularizacao na cérnea (N=15) (N=4) >(,999
média + DP 7,94 £ 9,34 9,62+12,9
mediana (min.; max.) 4,72 (0,26; 29,18) 4,97 (0,36; 28,18)
Opacidades na cérnea (N=13) (N=6) 0,282
média + DP 10,55+ 11,09 3,41 £3,02
mediana (min.; max.) 5,26 (0,26; 29,18) 2,46 (0,36; 8,54)
Catarata subcapsular (N=15) (N=4) 0,100
média + DP 9,92 +10,4 2,19+3,07
mediana (min.; max.) 5,26 (0,26; 29,18) 0,88 (0,29; 6,74)
Ceratoplastia (N=16) N=3) 0,421
média + DP 9,21 +£10,35 3,43 £4,45
mediana (min.; max.) 4,99 (0,26; 29,18) 1,39 (0,36; 8,54)
Ceratocone (N=10) N=9) 0,113
média + DP 12,66 +£ 11,84 3,44 £2,88

mediana (min.; max.)

8,29 (0,29; 29,18)

2,99 (0,26; 8,54)

Teste Mann-Whitney
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Tabela 6 - Descri¢do da expressdo da proteina CLD1 pela analise de IF nas células epiteliais da con-
juntiva nos pacientes com DA segundo caracteristicas oculares

i Categoria

Variavel P
Ausente Presente

Eczema N=4) (N=15) 0,596

média + DP 6,93 +5,07 7,23 £4,57

mediana (min.; max.) 5,08 (3,15; 14,41) 6,47 (0,68; 16)

Perda lateral dos supercilios N=17) N=2) 0,421

média + DP 7,53 +£4,63 4,09 +2.24

mediana (min.; max.) 6,47 (0,68; 16) 4,09 (2,5; 5,67)

Dupla prega palpebral N=12) N=17) 0,837

média + DP 7,02 +4,42 7,43 £5,06

mediana (min.; max.) 5,66 (1,53; 16) 6,47 (0,68; 15,57)

Ectrépio (N =16) (N=3) 0,254

média + DP 7,75 £ 4,66 4,1+224

mediana (min.; max.) 6,83 (0,68; 16) 5,09 (1,53; 5,67)

Ptose palpebral N=14) IN=95) 0,687

média + DP 7,71 £4,91 5,67+3,2

mediana (min.; max.) 6,06 (0,68; 16) 5,67 (1,53; 9,8)

Fissuras na pele das palpebras (N=12) IN=T7) 0,837

média + DP 7,35+4,15 6,86 £ 5,46

mediana (min.; max.) 6,06 (2,5; 16) 5,67 (0,68; 15,57)

Escurecimento da pele periorbital (N=16) N=3) 0,875

média + DP 7,39 £4,75 5,99 £ 3,66

mediana (min.; max.) 6,06 (0,68; 16) 5,67 (2,5;9,8)

Hiperemia conjuntival (N=18) IN=1) 0,842

média + DP 7,27+ 4,64 5,35+0

mediana (min.; max.) 6,07 (0,68; 16) 5,35 (5,35; 5,35)

Fibrose conjuntival IN=95) (N=14) >0,999

média + DP 7,62 +4,5 7,01 £4,7

mediana (min.; max.) 5,65 (3,15; 14,41) 6,07 (0,68; 16)

Hipertrofia de papilas N=13) (N=6) 0,966

média + DP 7,18 £4,49 7,16 £5,06

mediana (min.; max.) 5,67 (1,53; 16) 5,91 (0,68; 15,57)

Neovascularizacao na cérnea (N=15) N=4) 0,736

média + DP 7,24 £3,95 6,9+7,1

mediana (min.; max.) 5,67 (2,5; 16) 5,67 (0,68; 15,57)

Opacidades na cérnea N=13) (N=6) 0,127

média + DP 8,05+ 3,89 5,27 £5,59

mediana (min.; max.) 6,47 (3,15; 16) 3,16 (0,68; 15,57)

Catarata subcapsular (N=15) N=4) 0,307

média + DP 7,83 +4,41 4,71 £4,71

mediana (min.; max.) 6,47 (2,5; 16) 3,6 (0,68; 10,97)

Ceratoplastia (N=16) N=3) 0,359

média + DP 7,4+ 3,87 5,93 £8,36

mediana (min.; max.) 6,07 (2,5; 16) 1,53 (0,68; 15,57)

Ceratocone (N=10) N=9) 0,133

média + DP 8,67+4,25 5,51 £4,46

mediana (min.; max.)

8,12 (3,15; 16)

5,09 (0,68; 15,57)

Teste Mann-Whitney
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Tabela 7 - Descri¢do dos transcritos de RNAm da FLG nas células epiteliais da conjuntiva nos paci-

entes com DA segundo caracteristicas oculares

Categoria

Variavel p

Ausente Presente
Eczema N=4) N=13) 0,003
média + DP 0,49+0,11 1,9+ 1,64
mediana (min.; max.) 0,49 (0,37; 0,62) 1,63 (0,55; 6,43)
Perda lateral dos supercilios (N=15) N=2) 0,368
média + DP 1,31 £0,96 3,54 £4,09
mediana (min.; max.) 0,81 (0,37; 3,22) 3,54 (0,65; 6,43)
Dupla prega palpebral (N=10) N=17) 0,962
média + DP 1,75+ 1,88 1,3+ 0,99
mediana (min.; max.) 0,93 (0,37; 6,43) 0,81 (0,52; 3,22)
Ectrépio N=14) N=3) 0,953
média + DP 1,69 £ 1,67 0,98 £0,6
mediana (min.; max.) 1,01 (0,37; 6,43) 0,65 (0,62; 1,67)
Ptose palpebral N=13) N=4) 0,624
média + DP 1,78+ 1,71 0,89 +0,52
mediana (min.; max.) 1,2 (0,37; 6,43) 0,64 (0,6; 1,67)
Fissuras na pele das palpebras (N=11) (N=6) 0,884
média + DP 1,87 +1,84 1,01 £0,56
mediana (min.; max.) 1,2 (0,37; 6,43) 0,73 (0,55; 1,77)
Escurecimento da pele periorbital (N=14) N=3) 0,591
média + DP 1,35+ 0,98 2,57 +3,35
mediana (min.; max.) 1,01 (0,37; 3,22) 0,65 (0,62; 6,43)
Hiperemia conjuntival (N=16) N=1) 0,235
média + DP 1,47 £1,54 322+0
mediana (min.; max.) 0,73 (0,37; 6,43) 3,22 (3,22; 3,22)
Fibrose conjuntival N=4) N=13) 0,023
média + DP 0,64 £0,38 1,85+ 1,67
mediana (min.; max.) 0,49 (0,37; 1,2) 1,63 (0,55; 6,43)
Hipertrofia de papilas N=11) (N=6) 0,808
média + DP 1,68 +1,79 1,36 £ 1,08
mediana (min.; max.) 0,81 (0,46; 6,43) 1,13 (0,37; 3,22)
Neovascularizacao na cérnea (N=13) (N=4) 0,956
média + DP 1,7+ 1,74 1,15+£0,66
mediana (min.; max.) 0,81 (0,37; 6,43) 1,15 (0,55; 1,77)
Opacidades na cérnea N=12) IN=95) 0,574
média + DP 1,3+ 1,04 2,2+2,43
mediana (min.; max.) 0,73 (0,37; 3,22) 1,67 (0,55; 6,43)
Catarata subcapsular (N=13) (N=4) 0,785
média + DP 1,77+ 1,72 0,92 +0,51
mediana (min.; max.) 1,2 (0,37; 6,43) 0,73 (0,55; 1,67)
Ceratoplastia (N=14) N=3) 0,859
média + DP 1,62 + 1,69 1,33 £0,68
mediana (min.; max.) 0,73 (0,37; 6,43) 1,67 (0,55; 1,77)
Ceratocone N=9) (N=38) 0,481
média + DP 1,3+ 1,06 1,872

mediana (min.; max.)

0,81 (0,37; 3,22)

1,16 (0,55; 6,43)

Teste Mann-Whitney



Resultados 39

Tabela 8 - Descri¢do dos transcritos de RNAm da CLD1 nas células epiteliais da conjuntiva nos pa-
cientes com DA segundo caracteristicas oculares

i Categoria

Variavel p
Ausente Presente

Eczema N=4) (N=14) 0,327
média + DP 1,56+ 1,15 2,51+1,75
mediana (min.; max.) 1,08 (0,81; 3,26) 1,89 (0,47; 5,5)
Perda lateral dos supercilios (N=16) N=2) 0,471
média + DP 2,22 +£1,68 2,94 +1,79
mediana (min.; max.) 1,3 (0,47;5,5) 2,94 (1,67; 4,2)
Dupla prega palpebral N=11) N=17) 0,860
média + DP 2,28 +1,41 2,33+2,11
mediana (min.; max.) 1,67 (0,81; 4,42) 1,3 (0,47;5,5)
Ectrépio N =15 N=3) 0,360
média + DP 2,17+1,74 2,98 +1,19
mediana (min.; max.) 1,29 (0,47; 5,5) 3,26 (1,67; 4)
Ptose palpebral N=13) IN=95) 0,046
média + DP 1,87 +1,56 3,43 +£1,46
mediana (min.; max.) 1,24 (0,47; 5,5) 4 (1,67; 4,96)
Fissuras na pele das palpebras (N=11) IN=T7) 0,536
média + DP 2,21+£1,78 2,45+1,57
mediana (min.; max.) 1,24 (0,55; 5,5) 2,11 (0,47; 4,96)
Escurecimento da pele periorbital (N=15) N=3) 0,130
média + DP 2,04 £1,57 3,61 £1,72
mediana (min.; max.) 1,29 (0,47; 5,5) 4,2 (1,67; 4,96)
Hiperemia conjuntival N=17) N=1) 0,222
média + DP 2,4+1,65 0,55+0
mediana (min.; max.) 1,67 (0,47; 5,5) 0,55 (0,55; 0,55)
Fibrose conjuntival N=4) (N=14) 0,127
média + DP 1,07 £ 0,24 2,65+1,72
mediana (min.; max.) 1,08 (0,81; 1,29) 2,37 (0,47; 5,5)
Hipertrofia de papilas N=12) (N=6) 0,553
média + DP 2,32+1,34 2,27+232
mediana (min.; max.) 1,89 (0,87; 4,42) 1,06 (0,47; 5,5)
Neovascularizacao na cérnea N=14) N=4) 0,798
média + DP 2,19+1,57 2,68+2,14
mediana (min.; max.) 1,48 (0,55; 5,5) 2,65 (0,47; 4,96)
Opacidades na cérnea N=12) (N=6) 0,437
média + DP 2,08 £1,67 2,75+1,68
mediana (min.; max.) 1,27 (0,55; 5,5) 3,06 (0,47; 4,42)
Catarata subcapsular (N=14) (N=4) 0,959
média + DP 2,33+1,75 2,19+1,49
mediana (min.; max.) 1,3 (0,55; 5,5) 2,15(0,47; 4)
Ceratoplastia (N=15) N=3) 0,654
média + DP 2,38 +£1,68 1,92 £1,85
mediana (min.; max.) 1,67 (0,55; 5,5) 1,3 (0,47; 4)
Ceratocone N=9) N=9) 0,436
média + DP 2,09 +£1,88 2,52 +1,48

mediana (min.; max.)

1,24 (0,55; 5,5)

2,11 (0,47; 4,42)

Teste Mann-Whitney



Resultados 40

Ja em relacdo as medidas de avaliagdo da superficie ocular, o TRFL apresentou
correlacdo direta estatisticamente significativa com o percentual de FLG (r =0,635ep =
0,003), ou seja, quanto maior o valor do TRFL, maior o percentual de FLG nos pacientes
com DA. Os resultados com a fluoresceina demostraram correlagdo inversa estatistica-
mente significativa entre a coloragdo e o percentual da FLG (r = -0,487 e p = 0,034) nos
pacientes com DA.

Nao houve correlagdo entre o percentual das proteinas FLG e CLD1, assim como
dos seus transcritos de RNAm e a gravidade da DA (niveis de IgE e EASI), coloragdo
rosa-Bengala, teste de Schirmer I e sintomas oculares, incluindo os resultados do questi-

onario OSDI (Tabela 9).
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Tabela 9 - Correlagio entre a gravidade da DA (EASI e niveis de IgE), testes clinicos de avaliacio da
superficie ocular (OSDI, corantes fluoresceina e rosa Bengala; TRFL e teste de Schirmer I) e sinto-
mas oculares e a expressdo das proteinas FLG e CLD1, e seus transcritos de RNAm

Correlacgio

IF

FLG-expressao

IF

CLD1- expressao

FLG relativa AACt CLDI relativa AACt

r -0,142 0,213 0,318 -0,100
EASI p 0,562 0,411 0,185 0,693

N 19 17 19 18

r -0,346 0,113 0,273 0,182
IgE p 0,147 0,666 0,258 0,470

N 19 17 19 18

r -0,108 0,385 -0,142 0,057
OSDI p 0,660 0,127 0,562 0,823

N 19 17 19 18

r -0,324 0,210 0,006 -0,133
Rosa Bengala P 0,177 0,418 0,982 0,599

N 19 17 19 18

r -0,487 0,242 0,213 0,257
Fluoresceina p 0,034 0,349 0,381 0,303

N 19 17 19 18

r 0,635 -0,324 0,131 -0,104
TRFL p 0,003 0,204 0,594 0,682

N 19 17 19 18

r 0,307 -0,127 -0,096 0,165
Teste de Schirmer I p 0,201 0,626 0,695 0,512

N 19 17 19 18

r 0,188 0,112 -0,367 0,169
Prurido nos olhos p 0,440 0,669 0,122 0,502

N 19 17 19 18

r 0,217 0,235 -0,189 0,017
Prurido nas palpebras  p 0,372 0,364 0,437 0,947

N 19 17 19 18

r 0,074 0,248 -0,230 0,049
Fotofobia p 0,763 0,337 0,343 0,846

N 19 17 19 18

r 0,156 0,164 -0,210 0,162
Lacrimejamento P 0,523 0,530 0,389 0,520

N 19 17 19 18

Correlagdo de Spearman
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Na pele, a FLG localiza-se na epiderme, no citoplasma dos queratinocitos e tem a
funcdo de agregar os filamentos de queratina para formacgdo e organizacdo do estrato
c6rneo.C”- 89 A FLG também desempenha papel crucial da hidratagdo dessa camada,
impedindo a perda dos fluidos vitais.®® Na superficie ocular, a FLG encontra-se na
camada basal das células epiteliais da cornea,®® mas ndo na conjuntiva bulbar.(74 37 8%)
Virios estudos demostraram que mutacdes no gene da FLG estdo associadas ao
desenvolvimento de atopias, incluindo a DA.?3:3%-62.89 No entanto, até o momento, pouco
foi discutido a respeito da fungdo da FLG na superficie ocular higida e de pacientes com
DA.

Por outro lado, sabe-se que em pacientes com disturbios de cicatrizacdo da
superficie ocular (por exemplo, penfigoide cicatricial, sindrome de Stevens—Johnson e
traumas quimicos) ocorre aumento da FLG na conjuntiva, associado ao sofrimento
continuo da superficie ocular, e pode colaborar para o processo de queratinizagdo
patologica da mucosa nessas doengas.®7- 8890

No presente estudo, verificamos que nos individuos portadores da DA, ha
aumento da FLG nas células epiteliais da conjuntiva, tanto na analise pela I[F como na
expressdo génica, fendmeno inverso ao observado na pele dos portadores de DA.('¥) Uma
possivel razdo para este aumento da FLG nas células da conjuntiva seria a tentativa da
superficie ocular proteger-se da agressao provocada pela inflamagdo ocular relacionada
ao quadro da DA e ao quadro de olho seco associado nestes pacientes, como ja observado
em outras doengas cicatriciais cronicas da conjuntiva.®®

A pesquisa nos bancos de dados académicos (Pubmed e Medline) revelou que o

nosso estudo mostrou, pela primeira vez, que: 1) FLG pode ser expressa na conjuntiva
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bulbar de individuos saudaveis, e 2) as expressoes da FLG e CLD1 na conjuntiva bulbar
(IF e RT-PCR) sdo maiores nos individuos com DA do que nos controles saudéveis.

Um estudo prévio detectou a expressao do RNAm da FLG na superficie ocular de
individuos saudaveis base em culturas de células de fragmentos de conjuntiva de botdes
de doadores.®" Em contraste, nos avaliamos material in vivo e analisamos ndo apenas a
expressao do RNAm, mas também o estagio subsequente, que ¢ expressdo da proteina na
mesma amostra.

No presente estudo, os pacientes com DA apresentaram niveis elevados de FLG
e CLDI1 nas células epiteliais da conjuntiva. Isso € o oposto do que seria esperado na pele
de pacientes com DA.U2:°2) De fato, o perfil de proteinas da pele dos pacientes incluidos
em nosso estudo foi publicado anteriormente e mostrou expressao reduzida de FLG e
CLD1 na pele.!'® Os niveis elevados de FLG nas células epiteliais da conjuntiva podem
ser uma resposta protetora da superficie ocular a inflamacdo relacionada a DA e a
sindrome do olho seco, como demonstrado para outros disturbios cicatriciais cronicos da
conjuntiva, processo referido como queratinizagdo patoldgica.®® % 939 O aumento dos
niveis de transcritos de RNAm da FLG nas células da conjuntiva dos pacientes com DA
que apresentaram fibrose conjuntival corrobora com esse fato.

Além de desempenhar fungdes essenciais e especificas na barreira epitelial da
epiderme, as CLDs também estdo envolvidas no processo de queratinizagio.® * Isso
pode explicar o aumento de CLD1 na superficie ocular dos pacientes com DA avaliados
neste estudo. Outros autores ja estudaram alteragdes das CLDs em doengas conjuntivais.
Um estudo demonstrou diminui¢do da expressdo de CLDI1 no pterigio em comparagao
com a conjuntiva normal.®> Outro estudo mostrou expressdo diminuida de CLD4 em
granulomas conjuntivais.®® Porém, esses processos estdo mais relacionados ao perfil

fibrovascular e a degeneracdo do estroma conjuntival e ndo estdo relacionados a
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queratinizagdo, que tem relacdo com o aumento da expressdo de CLDs, como ocorreu nos
nossos resultados. Nao ha dados na literatura avaliando o comportamento da CLDI1 na
conjuntiva de pacientes com DA.

Os niveis de FLG sdo normalmente baixos (de acordo com nossos resultados) ou
ausentes na conjuntiva bulbar - um epitélio ndo queratinizado.’* 87 Como a FLG
desempenha um papel na hidratacdo e na prevencdo de perda de fluido vital na pele,*®
niveis mais altos de FLG durante os estdgios iniciais da inflama¢ao da superficie ocular
pode funcionar como fator protetor e ajudar a estabilizar o filme lacrimal. Como esperado,
os valores de TRFL foram mais baixos no grupo com DA do que no grupo controle, uma
vez que as alteragdes oculares da DA estdo geralmente associadas a doengas do olho seco
devido a produgdo reduzida de filme lacrimal e ao aumento da evaporagdo das
lagrimas.>°7-9®) Por outro lado, o TRFL mostrou correlagdo significativa e positiva com
niveis aumentados de FLG em pacientes com DA, refor¢ando a ideia de que a expressao
de FLG na superficie ocular tem uma fungdo protetora. Outro achado interessante em
nosso estudo, que apdia a mesma ideia, foi a correlacdo negativa e significativa da FLG
com a graduagdo de coloracdo da fluoresceina na superficie ocular em pacientes com DA
(ou seja, quanto maior a expressdo de FLG, mais fraca a coloragdo).

Dessa maneira, a desregulagdo das proteinas FLG e CLDI1 encontrada na
conjuntiva dos pacientes com DA parece ter relagdo com um processo secundario de
resposta ao sofrimento da superficie ocular, com intuito de prote¢do, mas que resultaria
na cicatrizagdo e queratinizacdo da conjuntiva, ¢ podem, ndo necessariamente, estar
relacionada com a fisiopatologia das alteragcdes oculares da DA, como ocorre na pele.
Outros estudos suportam essa teoria, sugerindo que ndo ha relacdo entre mutagdes
comuns da FLG, um dos maiores pilares envolvidos na etiopatogenese da DA, e a

prevaléncia de AKC®%°D ¢ de outras manifestagdes oculares® nos pacientes com DA.



Discussao 46

Quanto aos achados clinicos, a acuidade visual foi pior no grupo com DA do que
no grupo controle, corroborando com os resultados de estudos que mostram perda de
visdo em pacientes com DA devido a cicatrizes da cérnea, catarata, ceratocone e outras
comorbidades.*#? 49 98,100-103)

A produgado lacrimal, avaliada pelo teste de Schirmer I, foi menor no grupo DA
do que no grupo controle, mas dentro da faixa normal. Diminui¢do semelhante na
producdo lacrimal foi relatada em estudo anteriores em pacientes com DA.©1-%3) [sso pode
ser devido ao uso sistémico e continuo de anti-histaminicos, uma estratégia comum no
controle das lesdes cutaneas relacionadas a DA. O medicamento pode afetar os receptores
muscarinicos das glandulas lacrimais, reduzindo a producdo de lagrimas.*>) Em relagdo
ao uso de medicacdes para o tratamento das lesdes cutaneas da DA, estudos tém mostrado
que o uso do Dupilumab, anticorpo monoclonal recentemente aprovado pelo FDA, est4
associado ao desenvolvimento de conjuntivites nesses pacientes.(!%4199 A fisiopatogénese
dessa complica¢do ocular ainda ndo foi esclarecida.

A graduagdo da coloracdo com fluoresceina e rosa Bengala revelou sofrimento
epitelial na coérnea e conjuntiva nos pacientes com DA. A perda da integridade da barreira
epitelial esta associada a doencas alérgicas em geral, o que também ocorre na superficie
ocular.197- 19) OQutros autores relataram alteragdes epiteliais na conjuntivite alérgica,
principalmente nos subtipos vernal e AKC,1%% 119 caracterizados pela perda da camada
de glicoclice e que foram utilizados como marcadores de lesdo epitelial. ')

Os resultados do questiondrio OSDI mostraram que pacientes com DA
apresentam queixas relacionadas a alteracdes na superficie ocular, conforme o esperado,
mas nao houve correlagdo com os resultados da FLG e CLDI.

Nao ha marcador patognomonico para o diagnostico da DA. A desregulacdo

imunolédgica (um dos pilares da fisiopatologia da DA) esta associada a niveis séricos
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elevados de IgE, observados na maioria dos casos, € ¢ considerada o achado laboratorial
mais tipico e um indicador da gravidade da doenga.(!'? Os niveis elevados de IgE de
nossos pacientes eram compativeis com a literatura,(!'*» ¥ mas ndo estavam
correlacionados com a porcentagem das proteinas FLG e CLD1. Assim como também
ndo houve correlagdo entre a classificagdo EASI dos pacientes com DA e o perfil das
proteinas. Esses resultados sugerem que ndo ha uma relacdo de interdependéncia entre o

quadro clinico da DA e suas manifestagdes oculares, como ja publicado previamente.®

115)

A DA pode causar um impacto significativo na visdo do paciente, mesmo se
tratada adequadamente®?, e os achados relacionados a FLG € CLDI1 podem levar ao
desenvolvimento e a pesquisa do tratamento. Experimentos envolvendo FLG
recombinante ja foram demonstrados.(!'% 17 Nosso estudo fornece insights sobre o papel
do FLG e CLDI na fisiopatologia das manifestagdes oculares na DA. Investigacdes
adicionais sobre o comportamento ¢ a fun¢do de FLG e CLDI1 na barreira ocular de
pacientes com DA sdo necessarias para esclarecer a etiologia da doenga e desenvolver

terapias eficazes e direcionadas.
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Nas condigdes de realizacao desse estudo, conclui-se que:

1.

As células epiteliais conjuntivais de pacientes com DA apresentaram expressao
aumentada da FLG e CLD1 em relagdo aos controles sadios, tanto na IF quanto
no RT-PCR, em contraste com os achados cutaneos relacionados. Nossos
resultados podem refletir uma resposta protetora da superficie ocular a inflamagao
ocular relacionada a DA e a doenga do olho seco associada.

As células epiteliais da conjuntiva bulbar de individuos saudéveis apresentam
CLDI1 como ja esperado, e FLG, relato inédito na literatura.

Existe uma relagdo entre os testes clinicos de avaliagdo da superficie ocular e o
percentual da proteina FLG na conjuntiva de pacientes com DA. Houve correlacao
negativa entre o percentual da FLG com a coloracdo por fluoresceina e correlagao
positiva e significativa com o TRFL. Tais achados corroboram para o papel
protetor da FLG.

Houve aumento dos niveis de transcritos de RNAm nas células da conjuntiva dos
pacientes com DA que apresentaram fibrose conjuntival.

Nao houve correlagdo entre os sintomas relacionados as manifestagdes oculares
da DA e o perfil das proteinas FLG e CLDI.

Nao houve correlagdo entre a gravidade da DA e o perfil das proteinas FLG e

CLDI.
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7.1. Parecer do comité de ética e pesquisa

p
Hospital das Clinicas da FMUSP
I_,L‘zu Comissdo de Etica para Analise de Prajetos de Pesquisa - CAPPesg

PROJETO DE PESQUISA

Theulg: AR ALISE IMUNO-HISTOOUIMICS DAS PROTEIMNAS FILAGRINA E CLARDING Mo, SL-
PERFICIE OCULAR DF PACIENTES PORTADORFS DE DERMATITE ATCRICA,

Pesguisador Responsdvel: DRA. RLUTH MIFLIK] SANTD Wersdo: 1

Pesguisador Executante: THAIS MARI PINHEIRD CALLOL CAAE: 499949515, F 0000 0063
Fimalidade Académica: Doutorado

Orientadar; DRA. RUTH MINUEK] SANTO

institulgdo: HOFRUEP

Deparmmento: OFTALMOLIG A E DTCHRINDUARINGOLGEA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Reghktro an-ling: 14065
Mimers do Parecer: 1.291.315
Data da Relatorfa: 21/10/2015

Apresentacde deo Projete: Meste protocelo os pesguizadores pretendem avaliar as protelnas
Filagrina &= Claudina na superficie ocular de pacientes portadores de dermatite atdpica. erdo
avaliados, no periodo de outebra de 2005 a setembro de 2016, no Ambulatario de Cornea &
Jpencas Externas, 50 pacicntes sende 25 pacientes no grupe controle, sem qualguer rsce de
pozsuirem dermatite atdpica ow qualguer outra doenga em superficie ocular e 25 oom
dermatite atdpica, O projeto estd clarn @ apresenta relevancia na drea médica, & metodologa

=ctd adequada para proposta do estuda e nde trara riscos parz o sujeito da pesgquisa.

Objetive da Pesguisa: Ot pesquisadores  apresentam como  proposta do o estudo @
determinardn da presenta das proteinas filagrina & <lauding na conjuntiva dos pacientes
saudaveis, através de andlise imuno-histonuimica, & avaliar o perfil dessas protainas na
cuperflcie ocular dos pacientes portadores de dermatite atdplea. Seus ahjetivos estio claros e

pertinentas ao desenho da pesquisa.

Ayaliacso dos Risces e Beneficios: Meste estude, ndo hd beneflcio diretn para o sujeite da
pachUisa, aols trata-se de um ewperiments que ird avaliar a hipdtese de que os pacientes
portadores de dermatite atdpica |doenca na pele) apresentam alteracies Imporanies na
superficie poular.

Fua Dr. Owidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragde - 52 andar
CEP 0D5403-0110 - 530 Pauln - 5P,
55 11 2661-7585 - 55 11 1661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marela carvalhodihe trousp.br
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r .~
Hospital das Clinicas da FMUSP

kb Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa: O projeto é relevante na drea médica.

ConsideragBes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria: O TCLE estd de acordo com as
normas desta comiss3o.

Recomendagdes: Sem recomendagbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Recomendamos sua aprovagio.
Situagiio do Parecer: Aprovado.

Necessita Apreciagio da CONEP: Nio.

Consideragdes Finais a critério do CEP: Em conformidade com a Resolugio CNS n? 466/12 -
cabe a0 pesquisador: a) desenvolver o projeto conforme delineado; b) elaborar e apresentar
relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo CEP, a qualquer momento; d)
manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas individuais e
todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicaglo, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico
participante do projeto; f) justificar perante o CEP interrupcSo do projeto ou a niio publicagio
dos resultados.

S30 Paulo, 21 de outubro de 2015

/
Prol. Dr. Alfredo José Mansur
Coordenador
Comiss@o de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225-?&&0&%&!&0-9@
CEP 05403-010 - S3o Paulo - SP.
55 11 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc fm.usp br
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7.2. Termo de Consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

A N OME: ettt b et b sseh s e st bt h b e hbeaee it eaats ke eaie b eat e bane et e a et eaanr b ent
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 & ..ot cienics e SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ...,
ENDEREQCO ..ottt st ss s st s s

BAIRRO: ...........

DATA NASCIMENTO.: .....L.....d......

ENDERECO! ...ttt ssss st sssss st sss s s sssisin N i APTO: ...
BAIRRO: ............. CIDADE: ........c.....
CEP: i TELEFONE: DDD {(............ St s

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS PRO-
TEINAS FILAGRINA E CLAUDINA NA SUPERFICIE OCULAR DE PACIENTES POR-
TADORES DE DERMATITE ATOPICA.

2. PESQUISADOR : Profa. Dra Ruth Miyuki Santo
CARGO/FUNCAOQ: MEDICA ASSISTENTE | CREMESP: 57390

3. UNIDADE DO HCFMUSP: Diviszo de Clinica Oftalmologica HCFMUSP
4. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO =
RISCO BAIXO o© RISCO MAIOR o

5. DURAGCAO DA PESQUISA : 12 meses

TCLE Projeto Andlise imunohistoguimica X Dermatite atépica versdo 10 08 2015
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Essas informag0es esiao sendo forecidas para sua participagao voluntaria neste estudo, que tem
como objetivo avaliar a superficie dos olhos de pacientes saudaveis e de pacientes com dermatite atépica
(doenga na pele, causada por alergia, muito comum no Brasil € no mundo).

2 - Serao realizados os seguintes procedimentos:

2.1 Medida da vis&o : com e sem Oculos, utilizando uma tabela com lefras maiores € menores (Tabela de
Snellen) e distancia padrao de 6 metros.

2.2. Avaliagio das estruturas dos olhos e da quantidade de liagrima nos olhos: utilizando um apare-
Iho que possui uma lampada que ilumina os olhos e facilita a observagéo. (Lampada de fenda)

2.3. Avaliagio dos sintomas oculares. Os pacientes serzo interrogados pelo autor sobre a presenga de
cogeira, intolerancia a luz e lacrimejamento.

24. Colirios coloridos: dois colirios com cores diferentes (rosa bengala e fluoresceina) serdo colocados
apenas uma vez em cada olho. Apds isso, sera feita avaliagdo dos olhos na mesma limpada de fenda.
2.5. Tempo de ruptura do filme lacrimal: serd avaliado o tempo em e o pacienie mantém o colirio colori-
do na superficie do olho. O paciente apenas precisara piscar e deixar os olhos abertos alguns segundos
apos a colocago dos colirios coloridos.

2.6. Medida da producio de lagrima nos olhos. (Teste de Schirmer |): sera realizada a colocagao de
uma pequena tira de papel na pélpebra inferior. Os pacienies permanecerdo com os olhos fechados du-
rante o exame. Apos 5 minutos, o papel sera refirado.

2.7. Coleta de células da parte branca do olho. (Citologia de Impressao): um pequeno papel adesivo
sera levemente encostado na parte branca do olho apés colocagao de um colirio anestésico.

3 - Todos os procedimentos apresentam risco minimo ao paciente. O paciente podera apreseniar descon-
forto discreto e passageiro apds realizagdo da citologia de impressao e dos testes com os colirios colori-
dos.

4 — Neste estudo, ndo ha beneficio direto para o participante. Trata-se de experimento, testando a hipd-
tese de que os pacientes portadores de dermatite atopica (doenga na pele) apresentam alteragdes impor-
tantes na superficie ocular.

5 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. A principal investigadora € a Profa. Dra Ruth
Miyuki Santo e a investigadora executante € a Dra. Thais Maria Pinheiro Callou que poderdo ser en-
coniradas no Ambulatério de Oftalmologia HCFMUSP — Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 155 — 6° an-
dar, Bloco 8 - Bairro Cerqueira César - Sao Paulo, Capital - CEP 05403-000 — Fone: 11 2661.6213.
Contalo para emergéncia 24 horas - Enfermaria da Oftalmologia 11 2661.6287. Se vocé tiver alguma
consideragdo ou dvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica para Andlise
de Projeios de Pesquisa (CAPPESQ) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661.6442
ramais 16, 17 e 18 , FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TCLE Projeto Andlise imunohistoquimica X Dermatite atdpica versdo 10 08 2015



Anexos

55

6 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de pariicipar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigao;

7 — Direito de confidencialidade — As informagoes oblidas serao analisadas em conjunto com outros paci-
entes, ndo sendo divulgado a identificagao de nenhum paciente;

8 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
aberios, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;,

8 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do es-
tudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha compensagao financeira relacionada & sua partici-
pagao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

10 - O pesquisador assegura a utilizagao dos dados e do material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que i ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo "ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA DAS PROTEINAS FILAGRINA E
CLAUDINA NA SUPERFICIE OCULAR DE PACIENTES PORTADORES DE DERMATITE ATOPICA.”

Eu disculi com a Dra Thais Maria Pinheiro Callou sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagao & isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tralamento hos-
pitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de
qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data [

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia
auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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7.3. Ficha de avaliacao

PROTOCOLO: DERMATITE ATOPICA E SUPERFICIE OCULAR

Data: /

/

Nome:
RGHC:

Data de nascimento:

Profissdo:

Sexo: M F

Idade:
Fone:

Classificagdo da dermatite atopica (EASI):

() Doenga ocular prévia/atual? Qual?
() Doenga na cornea prévia/atual? Qual?
() Cirurgia ocular prévia/atual? Qual?
() Doenga sistémica? ( ) AR ( )DM ( )SSJ ( )SS ( ) Outras:
() Medicacao sistémica (altimos 30 dias) Qual?
() Medicacao ocular (ultimos 30 dias) Qual?
() LC (ultimos 30 dias) ( ) Ja usou. Qual? Periodo:
() Outros
Avaliacido dos sintomas oculares:
Interrogatorio:
- Prurido nos olhos 012345 0 — sem sintomas
- Prurido nas palpebras 012345 1 - sintoma muito leve
- Fotofobia 012345 2 — sintoma leve
- Lacrimejamento 012345 3 — sintoma moderado
4 — sintoma intenso
AV (ce): 5 - sintoma muito intenso
oD
OE
Conjuntiva OD OE .
0 — sem sinais
Filamentos 012345  |012345 I - sinal muito leve
2 —sinal leve
Hiperemia 012345 012345 3 — sinal moderado
4 — sinal intenso
Hipertrofia papi- | 012345 012345 > - sinal muito intenso
lar
Fibrose conjunti- | 012345 012345
val
Outros achados:
Palpebras OD OE
Linha de Dennie Presente ( ) | Presente ( )
Ausente () | Ausente ()
Hiperpigmentacao cutdnea | Presente ( ) | Presente ( )
periocular. Ausente () | Ausente ()
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Palpebras OD superior | OE superior | OD inferior | OE inferior
Eczema 012345 012345 012345 012345
Perda lateral de super- | 012345 01234 012345 012345
cilios
Entropio 012345 012345 012345 012345
Ectropio 012345 012345 012345 012345
Ptose 012345 012345 012345 012345
Fissuras. 012345 012345 012345 012345
Inflamagao/hiperemia | 012345 012345 012345 012345
de bordo palpebral
Muco 012345 012345 012345 012345
Outros: 01234 01234 01234 01234
Cornea OD OE
Opacidades 012345 012345
(nubéculas, leucomas,outras cicatrizes)
Neovasculariza¢ao 012345 012345
Pontos de Horner Trantas 012345 012345
Pterigio 012345 012345
Outros: 012345 012345

Outros achados biomicroscépicos:

Fundoscopia:
PIO:

Pentacam: Realizado () Nao realizado ( ) Motivo:
Questionario — OSDI (Em anexo):

Citologia de Impressao

Realizado ( )
Realizada ( )

Nao realizado ( )
Nao realizada ( )
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OD: OE:
TRFL:__/__/__ segundos. TRFL:__/__/__ segundos.
Schirmer I: mm Schirmer I: mm
Fluoresceina Fluoresceina
0-3 0-3

Rosa Bengala Rosa Bengala
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7.4. OSDI

R.M. Santo et al. / Journal of Clinical Epidemiology 68 (2015) 370—378
Appendix
Cultural adapted Brazilian—Portuguese version of the OSDI
Responda as perguntas abaixo e marque com um X a resposta que o senhor/senhora acha a mais correta.

Nos ultimos 7 (sete) dias, vocé teve algumas dessas sensagdes:

0 tempo A maior parte A metade Em alguns Em nenhum
todo (4) do tempo (3) do tempo (2) momentos (1) momento (0)

Olhos sensiveis a luz?
Sensagao de areia nos olhos?
Dor ou irritagao nos olhos?
Visao embagada?

Olhos pesados ou cansados?

(S IV S R

Nos (ltimos 7 (sete) dias, por causa dos problemas nos seus olhos, o senhor/senhora teve dificuldades para realizar as seguintes tarefas - mesmo
guando estava usando dculos:

0 tempo A maior parte A metade Em alguns Em nenhum Nao realizei
todo (4) do tempo (3) do tempo (2) momentos (1) momento (0) esta atividade

Ler?

Dirigir ou ver nome do 6nibus & noite?

Trabalhar com o computador ou usar
caixa eletronico?

9 Assistir a TV?

0~ >

Nos lltimos 7 (sete) dias, seus olhos incomodaram o senhor/senhora em alguma destas situagoes:

A maior Nao estive em
0 tempo parte do A metade Em alguns Em nenhum lugar assim na
todo (4) tempo (3) do tempo (2) momentos (1) momento (0) semana que passou

10 Lugares com vento?
11 Lugares muite secos ou com pé?
12 Lugares com ar-condicionado?
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Ocular Surface Disease Index® (OSDI®)?

Ask your patients the following 12 questions, and circle the number in the box that best represents each
answer. Then, fill in boxes A, B, C, D, and E according to the instructions beside each.

. All Most Halt Some None
Have youexperienced any of the  oryne  ofthe  ofthe  ofthe  ofthe
following during the last week? time time time time time
1. Eyes that are sensitive to light? . . 4 3 2 1 0
2. Eyes that feel gritty?........... 4 3 2 1 0
3. Painful or sore eyes? .......... 4 3 2 1 0
4. Blurred vision? ............... 4 3 2 1 0
5. Poorvision? ................ 4 3 2 1 0
Subtotal score for answers 1to 5 (A)
Have problems with your eyes All Most Halt Some None
limited you in performing any of of the of the of the of the of the
the following during the last week?  time time time time time NA
6. Reading?.............coouunn 4 3 2 1 0 NA
7. Driving atnight? .............. 4 3 2 1 0 N/A
8. Working with a computer or 4 3 2 1 0
bank machine (ATM)?.......... NA
9. Watching TV? ................ 4 3 2 1 0 NIA
Subtotal score for answers 6 to 9 (B)
Have your eyes felt uncomfortable All Most Halt Some None
in any of the following situations of the of the of the of the of the
during the last week? time time time time time NA
10. Windy conditions?. ............ 4 3 2 1 0 NA
11. Places or areas with low
humidity (very Gy)? ........... 4 8 2 L 0 NA
12. Areas that are air conditioned?. . . 4 3 2 1 0 NA

Subtotal score for answers 10 to 12 (C)

Add subtotals A, B, and C to obtain D (D)
(D = sum of scores for all questions answered)

Total number of questions answered (E)
(do not include questions answered N/A)

Please turn over the questionnaire to calculate the patient's final OSDI° score.
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Evaluating the OSDI® Score'

The OSDI® is assessed on a scale of 0 to 100, with higher scores representing greater disability. The index
demonstrates sensitivity and specificity in distinguishing between normal subjects and patients with dry eye
disease. The OSDI® is a valid and reliable instrument for measuring dry eye disease (normal, mild to moderate,
and severe) and effect on vision-related function.

Assessing Your Patient’s Dry Eye Disease™?

Use your answers D and E from side 1 to compare the sum of scores for all questions answered (D) and the
number of questions answered (E) with the chart below.* Find where your patient’s score would fall. Match
the corresponding shade of red to the key below to determine whether your patient’s score indicates normal,
mild, moderate, or severe dry eye disease.

12| 104 208 313
1| 14 227 341
125 25.0

-
o

B

§ 9( 139 278

<= 8 i

28

§ »w 7

E

g8 ¢

Bw 5

5 4

[

; 3 *Valuss 1 determine dry aye severity caculziad usng tha OSOF formua

2 0S0F =__ (sum of scores) x 25
1 (# of questions answered)
5 10 15 20 25 30 35 40 45 48
Sum of Scores for All Questions Answered
(D from Side 1)
T
Normal Mild Moderate Severe

Patient's Name: Date:
How long has the patient experienced dry eye disease?
Eye Care Professional’s Comments:

1. Data on file, Allergan, Inc.
2. Schiffman RM, Christianson MD, Jacobsen G, Hirsch D, Reis BL. Reliability and validity of the Ocular Surface Disease
Index. Arch Ophthalmol. 2000;118:615-621

Copyright © 1995, Allergan
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PURPOSE

Thice is N0 CONSEASUS reganding the peofile of claudin-1 (CLD-1). & tght juncton
fransmembrane protein, and flaggrin (FLG), a Mament aggregating protein, on
the ocular surface of patierts with atopic dermatits. We conducted a prospective,
expermentsl study 10 compare the profie of thess protsing O ™ Dulbar
conunctivi of Mopic dermattis pasents with healthy indvidusls.

METHODS

We evalused 20 indivicuals, feen patients and five controls. Age ranged from

22 w 55 years. Inchasion criera; patients dagnosed with alopic dermatits

(Hanfin & Raja criteria). Exclusion critersa: use of lopical ocular medication In

the last month and oculer dsease other than alopic keraloconjuncivits.

Epihelal colls from the inforior Buldar Conjunctive were cbtained by imgression —
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Blosystems, Newcastie upon Tyne, UK). For the identification of CLD-1 and uanhﬂ“ﬁv!&:.u:«éngsaﬁguaa“ﬂﬂlags In the skin.'
FLG, secondary Aexa 488 (code A11008, il . Tong et al showed that in the eye FLG plays a role In compensating ocuar

Invitrogen) and Alexa 488 (code A21202, Invitrogen) were Used, respectively suriace stress.? Nakamura et al showed elevated levels of FLG in conjunctiva
Sides were scanred using the Pannoramic Scan (30 Mistech, Mungary) and % covering the comes in coular SUMace Cisenses a3 Sevens-Jobnscn syndrome,
aalyzed wih the software i=age-Pro Plus. The mean and standand deviston 00N MUCCUS METLAN POMBNGO, and chamical iuses, dut not in noemal
(mean, standard deviaion, minimum and madmum) of immunciadellated cells B conjunctiva.® In our study we found an increased expression of FLG In the
and Be ratios of postive celis by the total number of colls were cakulated conjunctive of patients with atcpic dermatiis compared 1o normal indivicuals.
Seconding 10 B GouDs 854 Compared by e QU usieg the Mana-Whitasy This finding might reflact the chromic injury of ™he conjunctiva in patients with

tests. The tests were performed with significance level of 5% AKC towards keratrization of e ocuar surface
B Cc Further studes rogarding expression of ocular barrier proteins In atopic patients

with ocular involvement are needed to beter understand the pathogenesis of
RESULTS Fllaggrin expreasion is Increased i patients with stopic dermatiia. ocular alterations and 1o enhance therapeutic management.
() Patient with atopic dermattia. (C) Normal Individual
Both the mean of FLG positve calls and T ratio of FLG positive by ™e ot
mumber of cells were statstically higher in the Group of patients with slopic
dermatits compared 1o ™e control group (@ = 0.005). The mean of CLD-1
postive oalls showed no statistically signficant dfference between e groups
(p>0.05) (Tadie).
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OCULAR SURFACE PROFILE IN PATIENTS WITH
ATOPIC DERMATITIS
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PORPOSE
The aim of this study is to analyze the ocular surface profile in patients with atopic dermatitis,

METHODS
- 66 eyes of 33 patients with atopic dermatitis fron 1ent of Dermatology were examined.
- General Hospital of the University of S3o dicir
- Ocular surface profile outcome me:

“Tear film break-up time (BUT)
Mesnares tewr floe wadelay

- Rose Bengal staining score.
IVas Wipsterveld)

RESULTS
- In the present group, the patients showed only mild findings in ocular surface.
averape S Nermal value sverage SD
Reose Bengal 0s7 0,76

Schirmer | (mem) 15,22 RAY Mmm Flugrescein 056 0,89
BUT (seconds) 55 29 10 seceads

DISCUSSION
-Abnormal Schirmer I - Antihistamines cat se reduction in tear production.
-Abnormal BUT - Tear film lipid layer L

-Lipid layer deficiency is common in atopic
> High meibomian gland disfuncion due to €
> High colonization by Staphylococcus a

- Tear film dysfunccion is not the only cause of ¢ in patients with atopic dermatitis.

CONCLUSION

Patients with atopic dermatitis can show mild chronic signs of ocular surface damage, however, tear production
and ocular surface stability are within normal values,
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