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Callou TMP. Análise da expressão das proteínas de barreira epitelial, filagrina e 
claudina-1, na superfície ocular de pacientes portadores de dermatite atópica [tese]. São 
Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2019. 
 
Introdução: A dermatite atópica (DA) é uma doença inflamatória crônica, pruriginosa, 
que acomete crianças e adultos e apresenta alta prevalência mundial. Em geral, a DA está 
associada a manifestações extra-cutâneas de atopia como asma, rinite e manifestações 
oculares que podem acarretar danos visuais irreversíveis. A patogênese da DA é 
multifatorial, incluindo componentes ambientais, imunológicos, estruturais e genéticos. 
A diminuição das proteínas filagrina (FLG) e claudina-1 (CLD1) na barreira cutânea dos 
pacientes portadores de DA é um dos principais fatores estruturais envolvidos na gênese 
da doença. É possível que a alteração dessas proteínas na superfície ocular de pacientes 
portadores de DA possa contribuir para a gênese das alterações oculares. Objetivos: 
Avaliar o perfil das proteínas FLG e CLD1 e determinar a expressão do RNA-m para seus 
genes na superfície ocular dos pacientes portadores de DA, e correlacionar os resultados 
com o quadro clínico ocular, sintomas e gravidade da doença. Métodos: Células da 
conjuntiva bulbar dos pacientes foram coletadas por citologia de impressão e avaliadas 
pelas técnicas de imunofluorescência (IF) e reação em cadeia de polimerase (RT-PCR).  
Resultados: Detectamos aumento da expressão da FLG e da CLD1, bem como dos seus 
níveis de transcritos de RNAm na superfície ocular nos pacientes com DA comparados 
aos controles. Houve correlação negativa com a coloração com fluoresceína e correlação 
positiva e significativa entre a expressão da FLG e o TRFL. Conclusões: No presente 
estudo, as células epiteliais conjuntivais de pacientes com DA apresentaram expressão 
aumentada de FLG e CLD1, tanto na IF quanto no RT-PCR, em contraste com os achados 
cutâneos relacionados. Nossos resultados podem refletir uma resposta protetora da 
superfície ocular à inflamação ocular relacionada à DA e à doença do olho seco associada. 
Também detectamos FLG na conjuntiva de indivíduos saudáveis, um achado sem 
precedentes. Investigações adicionais com enfoque no papel da FLG, CLD1 e outras 
proteínas epiteliais na superfície ocular de pacientes com DA podem esclarecer a 
fisiopatologia da doença e ajudar a desenvolver terapias eficazes. 
 
Descritores: Dermatite atópica; Filagrina; Claudina-1; Epitélio; Túnica conjuntiva; 
Imunofluorescência; Reação em cadeia da polimerase. 
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Callou TMP. Analysis of epithelial barrier proteins expression, filaggrin and claudin-1, 
on the ocular surface of patients with atopic dermatitis [thesis]. São Paulo: “Faculdade 
de Medicina, Universidade de São 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 (CLD1) 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 CLD1 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 Atópica 

A dermatite atópica (DA), também conhecida apenas por eczema ou eczema 

atópico é uma doença cutânea inflamatória e, caracteristicamente, pruriginosa.(1) 

Atualmente, é uma das desordens da pele não transmissíveis mais comuns e sua 

prevalência vem crescendo em países desenvolvidos, afetando até 30 % das crianças e 10 

% dos adultos.(2, 3) A DA tem início principalmente na infância e, em casos mais graves, 

mantém-se na idade adulta.(4) Por apresentar curso crônico e redicivante, essa doença 

afeta significativamente a qualidade de vida dos doentes e das suas famílias, resultando 

em elevado impacto socioeconômico.(5, 6)  

 A patogênese da DA é multifatorial, incluindo componentes imunológicos, 

estruturais, ambientais e genéticos.(7, 8) Componente imunológico. O sistema imune dos 

pacientes com DA apresenta uma desregulação, com hiperativação da resposta Th2 e 

consequente aumento na produção da imunoglobulina E (IgE) sérica e de mediadores 

celulares inflamatórios que estão intimamente envolvidos com o prurido, principal 

sintoma da doença, e a manutenção das lesões cutâneas, características da DA. Os 

linfócitos do tipo Th2 são predominantes na fase aguda, assim como as células Th1 estão 

relacionadas ao estagio crônico da doença, com a colaboração das células Th22 e Th17.(9, 

10) Componente estrutural. A pele dos pacientes com DA apresenta uma disfunção 

estrutural na epiderme, devido à diminuição de proteínas com função de barreira como as 

claudinas (CLDs), principalmente CLD1 e CLD4, e a filagrina (FLG).(11, 12) Componente 

ambiental. Somado ao fator imunológico, esse desequilíbrio na homeostase epidérmica 

faz com que os pacientes com DA apresentem maior contato e respondam fortemente aos 

alérgenos (poluentes, irritantes químicos, pólen) e microorganismos do meio externo 

gerando sensibilização e exacerbação da inflamação.(13) Além disso, o microbioma da 

pele desses pacientes é alterado,(14) com maior susceptibilidade a infecções oportunistas 
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por agentes como Staphylococcus aureus e herpes simples.(15-17) A temperatura e a 

umidade atmosférica também são fatores influenciadores.(18) Ambientes urbanos, 

sabidamente poluídos, apresentam maior prevalência de DA.(19, 20) Componente 

genético. A predisposição genética, na DA, é alta, mais de 70% em gêmeos 

monozigóticos.(21) Sabe-se também que existem mutações genéticas associadas ao 

desenvolvimento da DA. A mutação do gene da FLG é a mais associada.(22) Essa mutação 

também está ligada ao início mais precoce e a quadros mais graves de DA.(23, 24)  

 Não há marcador patognomônico para DA. O diagnóstico é feito clinicamente e é 

baseado na história pessoal e familiar de hipersensibilidades, asma e rinite; na morfologia, 

cronicidade e distribuição das lesões na pele e na associação com outros sinais clínicos.(4) 

Os critérios Hanifin e Rajka(25) são os mais utilizados até hoje(26) e compreendem critérios 

maiores e menores. É necessária a presença de pelo menos três critérios maiores e três 

critérios menores para o diagnóstico da doença, conforme o Quadro 1.(25)  Entre os 

critérios menores, um terço compreende alterações oculares. 
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Quadro 1 - Critérios diagnósticos de Hanifin e Rajka.  

 

Adaptado de Hanifin JM, Rajka G. Diagnostic features of atopic dermatitis. Acta Derm Venereol Suppl 
(Stockh) 1980; 92 (Suppl.): 44–47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Critérios Maiores: Critérios Menores: 
Prurido 
Erupção na face e /ou superfície exten-
sora em crianças menores e lactentes 
Liquenificação nas áreas flexurais em cri-
anças maiores 
Tendência a cronicidade ou recorrências 
crônicas 
História pessoal ou familiar de manifesta-
ções de atopia: asma, rinite, dermatite 
atópica 
 

Xerose cutânea 
Prega de Dennie-Morgan (linha acentu-
ada na pálpebra inferior) 
Escurecimento ao redor dos olhos 
Palidez facial 
Pitiríase alba 
Queratose pilar 
Ictiose vulgar 
Hiperlinearidade palmar e plantar  
Dermografismo branco (linha branca apa-
rece na pele dentro de um minuto, após a 
pele ser friccionada com um objeto)  
Conjuntivite, ceratocone, catarata ante-
rior subcapsular  
Elevação da IgE sérica  
Reatividade ao teste cutâneo imediato 
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1.2. Manifestações oculares na DA 

 Outras formas de hipersensibilidades são comuns nos pacientes portadores de DA, 

como asma, alergias alimentares,(27) rinites e conjuntivites alérgicas(28) e o quadro clínico 

se torna ainda mais grave quando há outras comorbidades tais como: infecções 

cutâneas(29) e extracutâneas, condições neuropsiquiátricas como depressão, ansiedade(30), 

transtorno de déficit de atenção e hiperatividade (TDAH),(31) doenças autoimunes,(32) 

câncer,(33) obesidade,(34) distúrbios cardiovasculares(35) e envolvimento ocular.(36) Embora 

mais estudos sejam necessários para comprovar a associação da DA com a maioria das 

comorbidades citadas, em relação ao quadro ocular, os estudos são consistentes e 

demonstram risco de perda visual, se não identificados e tratados.(37)  

 Aproximadamente 40% dos indivíduos portadores de DA apresentam 

acometimento ocular.(38) Esse envolvimento ocular ocorre principalmente nos adultos, 

pode ocorrer em qualquer etapa do curso da DA, não apresentando relação direta com o 

quadro cutâneo, pode ser agudo ou crônico,(39) 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 supercílios 

(sinal de Hertoghe); pálpebras: descamação, espessamento, edema, fissuras, linhas extras 

(linhas de Dennie-Morgan), ectrópio, entrópio, ptose e maior prevalência de blefarites 

estafilocócicas; cílios: triquíase; filme lacrimal: instabilidade do filme lacrimal e 

ocorrência de síndrome olho seco; conjuntiva: quemose, hipertrofia papilar, fibrose e 

queratinização patológica, atrofias e simbléfaro; limbo: nódulos de Horner-Trantas e 

neovascularização; córnea: ceratopatia ponteada superficial e ceratite epitelial, defeitos 

epiteliais persistentes, pannus, opacidades estromais, aumento da incidência de 

ceratocone; íris: irite; cristalino: catarata; úvea: uveíte; nervo óptico: glaucoma; retina: 

descolamento de retina.(40-44) 
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 A produção lacrimal desses pacientes também pode ser afetada pelo uso crônico 

de medicações anti-histamínicas, importantes no tratamento da DA.(45) Há também relatos 

de neoplasias escamosas superficiais, possivelmente, em decorrência do uso de 

imunossupressores sistêmicos.(46) Há aumento na incidência do glaucoma, pelo uso de 

corticoides por longo prazo, porém atualmente, autores sugerem um glaucoma típico da 

DA.(47) Esses pacientes também apresentam maiores incidências de ceratites infecciosas, 

principalmente por Staphyloccocus aureus e Herpes simples.(48, 49) Em relação às 

conjuntivites, os pacientes com DA podem apresentar vários subtipos incluindo a sazonal 

e perene, papilar gigante e as ceratoconjuntivites vernal e atópica.(41) 

  A chamada ceratoconjuntivite atópica (CCA), descrita por Hogan em 1953,(50) é 

uma doença ocular inflamatória, típica de pacientes com DA. Os sintomas 

frequentemente relacionados à CCA são: baixa visual, prurido ocular, fotofobia e 

lacrimejamento. A CCA tem inicio tradicionalmente no final da adolescência e inicio da 

vida adulta,(51) embora tenham sido descritos vários casos em crianças.(52) Entre as demais 

conjuntivites alérgicas, a CCA tem maior gravidade pois acomete progressivamente a 

conjuntiva e a córnea dos pacientes, podendo persistir por toda a vida, representando uma 

potencial causa de cegueira nesse grupo.(37)  

 

1.3. FLG e CLD1 na barreira cutânea 

 A pele, juntamente com as mucosas, forma um extenso complexo de proteção e 

manutenção da homeostase corpórea, através da formação de barreira física e de portões 

de permeabilidade especializados. Entre as suas funções, destacam-se a termorregulação, 

proteção contra desidratação e traumas, excreção de substâncias, proteção contra os raios 

UV e ação imunitária, que impede a penetração de microrganismos.(53) Na sua estrutura, 
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a pele possui dois conjuntos proteicos essenciais para seu perfeito funcionamento: FLGs 

e CLDs e seus defeitos vêm sendo associados à gênese da DA.(12)   

 A epiderme, camada mais externa da pele, é composta por epitélio estratificado, 

pavimentoso e queratinizado, apresenta os queratinócitos como suas principais células e 

é formado por cinco camadas: basal, espinhosa, granulosa, lúcida e camada córnea, a mais 

externa.(54) O estrato córneo (EC) constitui a primeira barreira de proteção do tecido 

cutâneo, afastando substâncias e microrganismos nocivos. As células basais apresentam 

intensa mitose e poucos grânulos de queratina. À medida que se locomovem para a 

superfície essas células vão aumentando seu número de filamentos queratina.(55) No nível 

molecular, esse envelope cornificado é formado por proteínas com funções altamente 

especificas para cada etapa, entre elas a FLG.(56) 

A FLG localiza-se no citoplasma dos queratinócitos e tem a função de agregar 

os filamentos de queratina para formação e organização do EC.(56, 57) A FLG é também 

essencial para a hidratação dessa camada, uma vez que é precursora dos aminoácidos e 

de outros derivados conhecidos no seu conjunto pelo fator emoliente natural, que impede 

a perda de fluidos vitais, além de contribuir para regulação do pH da pele, reduzindo-o.(58) 

Esse processo de queratinizacão ou cornificação, no qual a FLG tem papel fundamental, 

é essencial para que a pele desempenhe suas funções.(54)  

Sabe-se que na pele dos pacientes com DA, há diminuição da FLG.(12) Vários 

estudos demostraram, nos últimos anos, que a mutação no gene da FLG está associada ao 

desenvolvimento de características de atopia, incluindo a DA.(23, 59-62) Atualmente, essas 

mutações representam o maior fator de risco para desenvolvimento da DA,(59) estão 

presentes nos casos de maior gravidade,(63) além de estarem relacionados a maior risco de 

início precoce da DA e maior chance de persistência da DA na idade adulta.(64) 
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Internamente ao EC, a camada granulosa constitui a segunda barreira de proteção 

da pele ao meio externo. Nessa camada, concentram-se os complexos de oclusão ou tight 

junctions (TJ), conjunto de proteínas que garantem função não só de barreira mecânica 

(selagem celular), como também de permeabilidade celular e polaridade (difusão 

paracelular de fluidos, moléculas e íons), além de agirem como plataformas de 

sinalização, gerando expressões de proteínas específicas e garantindo especificidade de 

cada tecido.(65, 66) 

 Entre as TJ, a família das proteínas transmembranas CLDs, que possui 27 

membros, e é amplamente estudada.(67) Na epiderme, a CLD1 e a CLD4 são essenciais 

no processo de diferenciação e queratinização das células da camada basal até o EC.(68) 

A redução nessas CLDNs está associada à patogênese da DA e outras doenças 

cutâneas.(12, 69, 70) 

 Com a diminuição da FLG e da CLD1, os pacientes apresentam falhas na sua 

barreira de proteção cutânea, consequentemente maior contato com alérgenos e 

microorganismos, propensão a xerose, alterações de pH, alterações da sua flora e maior 

chance de infecções recorrentes.(71)  

  

1.4. FLG e CLD1 na barreira ocular 

 Assim como na pele, os epitélios da córnea e da conjuntiva formam uma a barreira 

que protege o olho dos agentes externos. Além disso, a mucosa ocular também regula o 

trânsito de fluido, eletrólitos e macromoléculas. (72) 

 Como já mencionado, a FLG tem como uma das suas principais funções, 

organizar o processo de queratinização. Em condições normais, a mucosa conjuntival 

apresenta epitélio estratificado não queratinizado.(73) Mesmo diante dessa informação, 

autores pesquisaram a presença da FLG na conjuntiva de indivíduos sadios e a proteína 
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não foi encontrada.(74) Por outro lado, os pacientes portadores de DA podem apresentar 

quadros de conjuntivites, blefarites, ceratites e outras manifestações oculares que, 

cronicamente, alteraram a estrutura da conjuntiva.(75)  

 Em relação às CLDs, dos 27 subtipos da proteína, os subtipos 1, 4, 7 e 10 estão 

presentes na conjuntiva compondo a barreira de proteção ocular.(76) O subtipo 1 também 

faz parte da barreira de proteção epitelial da pele em indivíduos normais e sua diminuição 

está relacionada a DA.(11, 12) Entretanto, não existem trabalhos demostrando se também 

ocorrem alterações na CLD1 na superfície ocular de indivíduos com DA. 

 É possível que mudanças no perfil da FLG e da CLD1 na superfície ocular de 

pacientes portadores de DA possam contribuir para a gênese das alterações oculares 

frequentes nesse grupo. O conhecimento das estruturas formadoras da barreira de 

proteção do epitélio conjuntival é fundamental para a melhor compreensão da 

fisiopatologia das doenças que acometem a superfície ocular, incluindo a DA.  



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

2.  Objetivos
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2.1. Geral 

 

Analisar as proteínas FLG e CLD1 e seus transcritos de RNAm na superfície ocular de 

pacientes com DA, comparando com pacientes sem DA. 

 

2.2. Específicos 

 

a. Correlacionar as proteínas FLG e CLD1 e seus transcritos de RNAm com o 

quadro clínico ocular nos pacientes com DA. 

b. Correlacionar as proteínas FLG e CLD1 e seus transcritos de RNAm com os 

sintomas oculares nos pacientes com DA. 

c.  Correlacionar as proteínas FLG e CLD1 e seus transcritos de RNAm com a 

gravidade da doença 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 é aleatória simples. A unidade do estudo é o olho, que são 

independentes um do outro.  

 O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética para Análises de 

Projetos de Pesquisa da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo, sob o protocolo de pesquisa número 1.291.315 

(Anexo 1). 

 

3.2. Cálculo de amostra 

 O estudo piloto mostrou que na análise do perfil das proteínas CLD1 e FLG pela 

imunofluorescência houve uma média de 1,56 de diferença na FLG entre pacientes com 

DA e controle, com variabilidade máxima de 1,64 (DP = 1,64). Supondo que os resultados 

obtidos no estudo piloto permaneçam, com 95% de intervalo de confiança (IC) e 80% de 

poder, a amostra necessária para a realização do estudo é de 17 pessoas em cada grupo 

com base no teste bicaudal. Os cálculos para análise da CLD1 geraram uma amostra 

menor que 17, assim como os cálculos para realização da análise gênica para ambas as 

proteínas. 
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3.3. Seleção dos pacientes 

 

- Grupo 1: Pacientes com DA 

 O diagnóstico da doença foi estabelecido de acordo com os critérios de Hanifin & 

Rajka (Quadro 1) no ambulatório de Dermatologia do HC-FMUSP e a classificação da 

DA de acordo com a pontuação EASI. O EASI, Índice de Gravidade do Eczema por Área 

(Eczema Area and Severity Index) foi desenvolvido por Hanifin et al.(77) e afere a 

gravidade da dermatose baseando-se na associação entre a presença de sinais clínicos, 

eritema, pápulas, escoriação e liquenificação, e a área de superfície corpórea acometida. 

A pontuação pode variar de 0 a 72, apresentando correlação entre uma maior pontuação 

e a gravidade da doença. A gravidade da DA foi classificada em leve (0-23) e 

moderada/grave (24-72). A dosagem sérica do IgE também foi realizada no ambulatório 

de Dermatologia pelo método nefelométrico (N latex IgE mono; Dade Behring, Marburg, 

Alemanha). Níveis normais foram considerados até 100 UI/mL.(78) 

 Os critérios de inclusão adotados por este estudo foram: 

- Adultos com diagnóstico de DA; 

- Interesse e disponibilidade do paciente em participar do estudo proposto; 

 Os critérios de exclusão adotados para este estudo foram: 

- Uso de colírio ou pomada ocular por pelo menos 4 semanas; 

- Presença de infecção ocular; 

- Presença de lesões na superfície ocular não características da CCA; 

- Antecedentes oculares de uveíte ou uveíte ativa; 

- Diagnóstico de glaucoma; 

- Gravidez ou lactação; 

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

 Todos os pacientes faziam uso de anti-histamínicos via oral e/ou cremes tópicos 

dermatológicos para hidratação. 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, não familiares, dos pacientes. 

Esses indivíduos não apresentavam risco de DA ou qualquer outra doença na superfície 

ocular. 

 O exame oftalmológico dos indivíduos incluídos no estudo e a coleta das células 

da conjuntiva pela técnica de citologia de impressão foram realizados no Ambulatório de 

Oftalmologia do HC-FMUSP; as análises de imunofluorescência foram executadas no 

Laboratório de Dermatologia, FMUSP; a digitalização das lâminas foi feitas na Sala de 

Imagem do Departamento de Patologia, FMUSP e as análises gênicas foram realizadas 

no Laboratório de Investigação Médica do Departamento de Oftalmologia - LIM 33, 

FMUSP. 

 

3.4. Avaliação oftalmológica 

 Os pacientes foram avaliados pela mesma examinadora (TMPC) e submetidos aos 

seguintes exames (Anexo 3): 

1. Acuidade visual, com correção, utilizando a Tabela de Snellen e distância padrão de 6 

metros.  

2. Avaliação das estruturas oculares e anexos pela biomicroscopia à lâmpada de fenda:  
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Descamação das pálpebras (0=ausência, 1=presença); linhas extras nas pálpebras 

(0=ausência, 1=presença); ectrópio (0=ausência,1= presença), ptose palpebral 

(0=ausência,1= presença), perda lateral dos supercílios (0=ausência,1= presença), 

fissuras palpebrais (0=ausência,1= presença), escurecimento da pele periorbital 

(0=ausência,1= presença), hiperemia da conjuntiva (0=ausência, 1=presença); presença 

de hipertrofia papilar em conjuntiva tarsal (0=ausência,1= presença); neovascularização 

da córnea (0=ausência, 1=presença); opacidade em córnea (0=ausência, 1=presença); 

catarata (0=ausência,1= presença); outros achados como transplante de córnea 

(0=ausência,1= presença) e ceratocone (0=ausência,1= presença). 

3. Avaliação dos sintomas oculares. Todos os pacientes foram interrogados pelo autor 

sobre a presença de prurido nos olhos, pruridos nas pálpebras, 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 

questionário OSDI (Ocular Surface Disease Index) traduzido e adaptado para a língua 

portuguesa. A escala do questionário varia de 0 a 100, com valores maiores indicando 

maior gravidade da doença na superfície ocular(79) (Anexo 4). 

4. Avaliação da superfície ocular com os corantes vitais: rosa Bengala e fluoresceína. O 

exame foi pontuado de 0 (mínima) a 9 (máxima), de acordo com a classificação de van 

Bijsterveld.(80) Para avaliação com a fluoresceína, a superfície da córnea foi dividida 

horizontalmente em 3 partes e cada 1/3 recebia pontuação de 0 a 3 (0= sem coloração, 1= 

coloração ponteada leve, 2= coloração ponteada moderada e 3= coloração ponteada 

intensa/confluente) (Figura 1).  
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Figura 1- Avaliação da superfície ocular com os corantes vitais A. fluoresceína; B. rosa Bengala 

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

aparecimento da primeira área seca na córnea. Este exame foi quantificado em segundos, 

após o paciente piscar 3 vezes. Foi obtida a média de três medidas subsequentes. Valores 

superiores a 10 segundos foram considerados normais.(81, 82) 

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

Brasil) sem instilação de anestésico. Os pacientes permaneceram com os olhos fechados 
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durante o exame. Após 5 minutos, o papel de filtro foi retirado e a extensão da coluna 

úmida no papel foi medida em milímetros. Valores maiores que 10 mm foram 

considerados normais.(81) 

 

3.5. Citologia de impressão 

 Fragmentos de membrana de nitrocelulose pura (MF - Membrane Filters 0.45 µm, 

Merck Millipore, Ireland) medindo 7 mm por 5 mm foram utilizados para obtenção das 

células da superfície ocular. Um recorte no lado esquerdo de cada fragmento foi realizado 

conforme a Figura 2. Após instilação de uma gota de colírio anestésico (cloridrato de 

proximetacaína a 0,5%, Alcon, São Paulo, Brazil) e com auxílio de pinça 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 pinça, 

com movimentos lineares, leves e repetidos com o intuito de aumentar a aderência sobre 

a conjuntiva, por 10 segundos, e retirada em seguida. A operação era repetida se mem-

brana ficasse úmida. Essa membrana contendo as células foi pressionada sobre uma 

lâmina de vidro silanizada e então retirada. Durante todo o manuseio, a extremidade re-

cortada da membrana permaneceu sempre à esquerda da examinadora, com intuito de 

padronizar a obtenção da amostra. Foi utilizado sempre o mesmo diagrama para delimi-

tação da área sobre a lâmina que receberia a membrana contendo as células (Figura 3). 

As células aderidas à lâmina foram fixadas com solução de paraformaldeído a 4%. As 

lâminas foram preservadas em PBS (phosphate buffered saline) pH 7,4 até o processa-

mento e análise. 

Para a realização do RT-PCR, a membrana contendo as células foi armazenada 

em Eppendorf com solução de RNA later (Qiagen,Valencia, CA, USA). 
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Toda a operação foi realizada nos olhos direito e esquerdo. Três fragmentos fo-

ram utilizados na conjuntiva bulbar inferior em cada olho, seguindo a sequência: 

conjuntival nasal, intermediária e temporal para as análises, respectivamente, da IF da 

CLD1, da FLG e análise gênica (RT-PCR) de ambas as proteínas (Figura 4).  

 

 

 

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

 
 
 
 
 

 

Figura 3 - Diagrama com área de delimitação sobre a lâmina 
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Figura 4 - Localização da coleta com os fragmentos da membrana de nitrocelulose sobre a conjuntiva 
bulbar inferior P = RT-PCR; F = FLG; C = CLD1 

 

3.6. Imunofluorescência  

As lâminas armazenadas foram lavadas com PBS duas vezes. Utilizou-se 1 % de 

Triton X – 100 (cód. X100-500ML, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em PBS-Tween 

(PBS-T) (0,1 % de T 20 em PBS) durante dois minutos para permeabilização celular. 

Realizado novo enxague com PBS-T. As lâminas ficaram uma hora em solução de blo-

queio composta por 2 % de albumina de soro bovina (BSA), 5 % de soro fetal bovino 

(FCS) em PBS-T (esterilizado por filtração e armazenado a -20 ° C). Em seguida, foi 

realizado novo enxague com PBS-T. O anticorpo primário em 0,5 % de BSA (em PBS-

T), overnight a 4 ° C , foi adicionado nas seguintes concentrações: FLG (Anti-filagrina 

cód. NCL-Filagrin, Leica, New Castle Upon Tyne, UK) 1:25 e Claudina-1 (Anti-clau-

dina-1 cód. 51-9000, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 1:50. As lâminas foram lavadas 

três vezes com PBS-T por cinco minutos. Foram adicionados o fluoróforo e DAPI (Di-

hydroethidium cód. D1168, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em PBS-T, durante uma 

hora e meia, ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Os seguintes fluoróforos foram 

centrifugados antes da utilização: 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 



 
 Métodos  20 

lâminas foram lavadas novamente com PBS–T durante 5 minutos e montadas com glice-

rina. Para a vedação, utilizou-se esmalte. As lâminas foram protegidas da luz e 

acondicionadas na geladeira. 

 As lâminas foram digitalizadas no Pannoramic Scan (3D Histech, Hungary) em 

ambiente escuro (Figura 5). As imagens obtidas foram convertidas em arquivo JPEG com 

auxílio do programa Case Viewer (3D Histech, Hungary), sendo selecionados de 2 a 4 

campos aleatórios de acordo com a quantidade de células existente em cada lâmina e com 

aumento de 10 vezes, disponibilizado pelo programa. A partir da obtenção 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 população de células imunopositivas em relação ao total de células 

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

 

3.7. Análise gênica  

3.7.1. Extração de RNA total das células coletadas pela citologia de impressão 
 Para a extração do RNA total das amostras de citologia de impressão, foi utilizado 

Microkit RNeasy (Qiagen, Courtabouef, France) de acordo com as instruções do fabri-

cante. O RNA total das amostras do grupo controle e do grupo de pacientes foi 

quantificado por absorbância em espectrofotômetro Nanodrop 3000c (Thermo Scientific, 

Ashcille, NC, E.U.A.). Consideramos que uma unidade de absorbância a 260 nm corres-

ponde a 50 ng de RNA. A relação de absorbância entre os comprimentos de onda de 260 

e 280 nm de RNA total foi calculada para a certificação da ausência de contaminação 

protéica (260/280 nm; relação isenta de proteína = 1,8 a 2,2). Só foram utilizados os 

RNAs que apresentaram os valores da relação 260 e 280 nm livre de contaminação 



 
 Métodos  22 

protéica. Do total obtido para o RNA, 50 ng foram utilizados para a síntese da 1a fita de 

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

 

3.7.2. Reação 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 instruções do fabricante. 

Ao fim da reação, os cDNAs sintetizados foram então quantificados por espectrofotôme-

tro em aparelho Nanodrop 3000c, armazenados a -20°C ou foram direcionados à próxima 

fase do experimento. 

 

3.7.3. PCR em tempo real  

 A análise 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 reação com volume 

final de 25 µL e 0,2 µM de primers específicos para cada gene alvo FLG e CLD1. Para 

cada análise, foram usadas no mínimo triplicatas do gene gliceraldeído-3-fosfato desidro-

genase (GAPDH), usados como gene para controle endógeno das amostras do grupo 

controle e do grupo de paciente uma vez que sua expressão não se modificou entre os 

grupos. O controle negativo da reação consistiu de água Mili-Q autoclavada em substi-

tuição ao cDNA. A amplificação dos produtos de PCR foi realizada no sistema de 

detecção 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 extensão da fita sintetizada.  

 Para a quantificação do transcrito utilizou-se o método de quantificação relativa 

(∆∆Ct), com a razão mRNA / mRNA alvo normalizada em relação a uma amostra do 
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calibrador usando o software de análise de fusão de alta resolução (Rotor-Gene Screen-

Clust; Qiagen). 

Os primers utilizados para a FLG foram: senso: 5′-GCAAGGTCAAGTCCAG-

GAGAA-3′; antisenso: 5′-CCCTCGGTTTCCACTGTCTC-3′ (83) e para a CLD1: senso: 

5′-AGCTGTTGGGCTTCATTCTCGC-3′ e antisenso: 5′–TGGGCGGTCACGATG-

TTGTC-3′.(84)   

 

3.7.4. Curva Padrão dos genes alvo  

 Foram desenhadas curvas padrão 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 concentrações (150 ng/µL, 50 ng/µL, 35 ng/µL, 15 ng/µL e 5 

ng/µL). As curvas que obtiveram valor de r2 superior a 0,980 foram usadas para as rea-

ções futuras (Figura 6). 

Baseada na curva padrão de cada gene, foi escolhido uma concentração única para 

fazer a réplica de cada amostra (controles e pacientes). Com isso, as réplicas foram feitas 

em concentração de 300 ng de cDNA para os genes testados. Para a normatização dos 

resultados, foi necessário realizar a replicata do gene GAPDH, tidos como controle en-

dógeno. O programa de amplificação para as replicatas foi o mesmo utilizado 

anteriormente para a padronização das curvas de concentração.  
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Figura 6 - Curvas-padrão de RT-PCR para os genes de interesse e endógeno a partir do pool das 
amostras de cDNA A. FLG; B. CLD1; C. GAPDH 

 

 

 

3.8. Análise estatística 

 Para avaliação das contagens das células foram calculadas as médias das células 

dos setores de cada participante avaliado, bem como a razão entre as células positivas e 

o total de células. Foram calculadas as medidas resumo (média, desvio-padrão, mediana, 

mínimo e máximo) de todas as contagens avaliadas e das razões 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 clínicos 

entre os grupos, foram descritas as características qualitativas ou ordinais segundo grupos 

e verificada a existência de associação com uso de testes qui-quadrado ou testes exatos 
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de Fisher ou comparadas as características ordinais entre os grupos com uso do teste de-

Mann-Whitney. 

As características quantitativas avaliadas foram descritas segundo grupos com uso 

de medidas resumo (média, desvio padrão, mediana, mínimo e máximo) 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 característica qua-

litativa nos pacientes com DA e comparadas entre as categorias com uso de testes Mann-

Whitney para avaliar se existe influência dessas características nos valores das células e 

foram calculadas as correlações de Spearman dos percentuais das células com as caracte-

rísticas quantitativas ou ordinais avaliadas para verificar a presença de correlação entre 

elas. 

 O olho foi considerado como unidade amostral para as avaliações bilaterais e para 

os cálculos envolvendo FLG e CLD1 foi considerado o valor do olho mais acometido. 

Para a formação dos gráficos 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 versão 22.0 foi utilizado para realização das 

demais análises e para tabulação dos dados foi utilizado o software Microsoft Excel 2010. 

Os testes foram realizados com nível de significância de 5% e IC 95%. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.  Resultados
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4.1. Dados demográficos 

Nesse estudo, foram incluídos 42 pacientes distribuídos 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 não 

houve diferença estatística 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-

ação estatisticamente significativa entre o sexo e os grupos (p = 0,037). No grupo com 

DA, 13 pacientes eram da raça branca e 6, da raça negra e no grupo controle, 18 pacientes 

eram da raça branca e 5, da raça 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 pontuação do 

EASI foi de 27,5 ± 12,1/25,9 (8,6; 55,2) e a média de IgE foi de 18237,9 UI/mL ± 19453,3 

/ 11757 (100; 59500), média ± DP / mediana (mín; máx). 

 

 

 

Tabela 1 - Dados demográficos segundo grupos e resultados dos testes estatísticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Grupo   
Variável DA CT p 
  (N = 19) (N = 23)   
Idade (anos)     0,054** 
média ± DP 38,2 ± 11,9 45,7 ± 12,4   
mediana (mín.; máx.) 36 (24; 67) 43 (28; 67)   
Sexo, n (%)     0,037 
Feminino 8 (42,1) 17 (73,9)   
Masculino 11 (57,9) 6 (26,1)   
Raça, n (%)     0,504* 
Branca 13 (68,4) 18 (78,3)   
Negra 6 (31,6) 5 (21,7)   
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 - Descrição dos sintomas avaliados segundo grupos e resultado dos testes estatísticos 

 

 

 

 
Variável 

Grupos 
p 

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

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) 1 (4,3)   
Moderado 5 (26,3) 0 (0)   
Intenso 3 (15,8) 0 (0)   
Muito intenso 2 (10,5) 0 (0)   
Prurido nas pálpebras, 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) 1 (4,3)   
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. Avaliação oftalmológica  

A acuidade visual média (LogMar) foi de 0,65 ± 0,91/ 0 (0;3) no grupo com DA 

e 0 no grupo controle. Não foram observadas alterações oculares no grupo controle, mas 

no grupo com DA foram encontradas variáveis relacionadas às manifestações oculares da 

doença. Eczema palpebral e fibrose conjuntival foram as características oculares mais 

frequentes (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Características oculares avaliadas segundo grupos e resultados dos testes estatísticos 

 

 

 

 

Variável 
Grupos 

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 supercílios     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)   
Ectrópio     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 pálpebras     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)   
Neovascularização na córnea     0,035* 
Ausente 15 (78,9) 23 (100)   
Presente 4 (21,1) 0 (0)   
Opacidades na córnea     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. Avaliação da superfície ocular 

Nos testes clínicos realizados para avaliação da superfície ocular, valores signifi-

cativamente menores do TRFL foram observados em pacientes com DA (p = 0,007). A 

coloração com rosa Bengala estava presente apenas no grupo com DA (p<0,001); a colo-

ração com fluoresceína foi estatisticamente mais intensa no grupo com DA (p < 0,001). 

As pontuações 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 

(mín; máx) (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 relação ao grupo controle (p = 0,61) (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Testes clínicos para avaliação da superfície ocular segundo grupos e                                  
resultados dos testes estatísticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Grupo   
Variável DA Controle p 
  (N = 19) (N = 23)   
OSDI     <0,001 
média ± DP 27,1 ± 16,9 4,2 ± 7,9   
mediana (mín.; máx.) 27,1 (2,3; 64,6) 2,1 (0; 33,3)   
Rosa Bengala     <0,001 
média ± DP 0,89 ± 0,99 0 ± 0   
mediana (mín.; máx.) 1 (0; 3) 0 (0; 0)   
Fluoresceína     <0,001 
média ± DP 1,21 ± 1,03 0,13 ± 0,34   
mediana (mín.; máx.) 1 (0; 3) 0 (0; 1)   
TRFL     0,007 
média ± DP 6,9 ± 2,35 8,85 ± 1,04   
mediana (mín.; máx.) 7 (3; 10) 9 (7; 10)   
Teste de Schirmer I     0,061 
média ± DP 16,8 ± 11,2 23 ± 7,7   
mediana (mín.; máx.) 16 (3; 35) 24 (10; 35)   
Teste Mann-Whitney       
DA: dermatite atópica; CT: controles; DP: desvio padrão; OSDI: ocular surface disease index; TRFL: tempo 
de ruptura do filme lacrimal. 
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4.5. Avaliação da expressão das proteínas FLG e CLD1 nas células epiteliais da con-

juntiva nos pacientes com DA e controles pela análise de IF 

A expressão das proteínas FLG e CLD1 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 CLD1, 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 (mín; máx). 
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Figura 7 - Expressão aumentada da FLG e CLD1 na superfície ocular. Lâminas de IF com dupla 
marcação evidenciando a expressão da FLG (A e B) e CLD1 (C e D) em células da superfície ocular 
de pacientes com DA (n = 19) e CTs para FLG (n = 17) e CLD1 (n = 23). A coloração azul representa 
o núcleo das células (DAPI) e a verde, a expressão da FLG ou CLD1. As linhas representam medianas 
com faixas interquartis de expressão 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. Avaliação da expressão dos transcritos de RNAm das proteínas FLG e CLD1 

nas células epiteliais da conjuntiva nos pacientes com DA e controles pela análise de 

RT-PCR 

A expressão 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 CLD1, 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 (mím; máx). 

 

 

Figura 8 - Expressão do gene FLG e CLD1 avaliada por RT-PCR. A. Aumento da expressão de 
transcritos de RNAm FLG (n = 17) e B. CLD1 (n = 18) em células conjuntivais de pacientes com DA 
em comparação com controles saudáveis CT (FLG, n = 20) / CLD1, n = 23). As linhas representam 
medianas com intervalos interquartis de expressão de transcritos de RNAm da FLG e CLD1  
Teste de Mann-Whitney * p <0,05 
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4.7. Correlação entre as proteínas FLG e CLD1 e seus transcritos de RNAm e o 

quadro clínico ocular (caraterísticas oculares e testes clínicos para avaliação da su-

perfície ocular), sintomas e gravidade da DA 

Não houve correlação entre o percentual das proteínas FLG e CLD1 e as caracte-

rísticas oculares (Tabelas 5 e 6). Houve correlação direta e estatisticamente significativa 

entre os transcritos de RNAm da FLG e a presença de eczema palpebral e fibrose conjun-

tival nos pacientes com DA (Tabela 7). Houve correlação entre os transcritos de RNAm 

da CLD1 e a ptose palpebral (Tabela 8). 
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Tabela 5 - Descrição da expressão da proteína FLG pela análise de IF nas células epiteliais da con-
juntiva nos pacientes com DA segundo características oculares 

Variável 
Categoria 

p 
Ausente Presente 

Eczema (N = 4) (N = 15) 0,469 
média ± DP 12,41 ± 12,83 7,2 ± 9,07   
mediana (mín.; máx.) 9,56 (1,32; 29,18) 4,72 (0,26; 28,18)   
Perda lateral dos supercílios (N = 17) (N = 2) 0,947 
média ± DP 8,7 ± 10,3 4,86 ± 2,65   
mediana (mín.; máx.) 4,72 (0,26; 29,18) 4,86 (2,99; 6,74)   
Dupla prega palpebral (N = 12) (N = 7) 0,384 
média ± DP 9,25 ± 10,03 6,66 ± 9,95   
mediana (mín.; máx.) 4,99 (0,26; 29,18) 2,64 (0,29; 28,18)   
Ectrópio (N = 16) (N = 3) 0,793 
média ± DP 9,12 ± 10,48 3,88 ± 2,69   
mediana (mín.; máx.) 4,99 (0,26; 29,18) 3,51 (1,39; 6,74)   
Ptose palpebral (N = 14) (N = 5) 0,754 
média ± DP 8,15 ± 9,75 8,7 ± 11,12   
mediana (mín.; máx.) 4,12 (0,26; 29,18) 5,26 (1,39; 28,18)   
Fissuras na pele das pálpebras (N = 12) (N = 7) 0,773 
média ± DP 8,9 ± 10,2 7,25 ± 9,78   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 4,12 (0,26; 29,18) 5,26 (5,26; 5,26)   
Fibrose conjuntival (N = 5) (N = 14) 0,219 
média ± DP 12,43 ± 10,89 6,82 ± 9,36   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 3,51 (0,26; 28,07) 6,9 (0,36; 29,18)   
Neovascularizaçao na córnea (N = 15) (N = 4) >0,999 
média ± DP 7,94 ± 9,34 9,62 ± 12,9   
mediana (mín.; máx.) 4,72 (0,26; 29,18) 4,97 (0,36; 28,18)   
Opacidades na córnea (N = 13) (N = 6) 0,282 
média ± DP 10,55 ± 11,09 3,41 ± 3,02   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 8,29 (0,29; 29,18) 2,99 (0,26; 8,54)   
Teste Mann-Whitney       
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Tabela 6 - Descrição da expressão da proteína CLD1 pela análise de IF nas células epiteliais da con-
juntiva nos pacientes com DA segundo características oculares  

Variável 
Categoria 

p 
Ausente Presente 

Eczema (N = 4) (N = 15) 0,596 
média ± DP 6,93 ± 5,07 7,23 ± 4,57   
mediana (mín.; máx.) 5,08 (3,15; 14,41) 6,47 (0,68; 16)   
Perda lateral dos supercílios (N = 17) (N = 2) 0,421 
média ± DP 7,53 ± 4,63 4,09 ± 2,24   
mediana (mín.; máx.) 6,47 (0,68; 16) 4,09 (2,5; 5,67)   
Dupla prega palpebral (N = 12) (N = 7) 0,837 
média ± DP 7,02 ± 4,42 7,43 ± 5,06   
mediana (mín.; máx.) 5,66 (1,53; 16) 6,47 (0,68; 15,57)   
Ectrópio (N = 16) (N = 3) 0,254 
média ± DP 7,75 ± 4,66 4,1 ± 2,24   
mediana (mín.; máx.) 6,83 (0,68; 16) 5,09 (1,53; 5,67)   
Ptose palpebral (N = 14) (N = 5) 0,687 
média ± DP 7,71 ± 4,91 5,67 ± 3,2   
mediana (mín.; máx.) 6,06 (0,68; 16) 5,67 (1,53; 9,8)   
Fissuras na pele das pálpebras (N = 12) (N = 7) 0,837 
média ± DP 7,35 ± 4,15 6,86 ± 5,46   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 6,06 (0,68; 16) 5,67 (2,5; 9,8)   
Hiperemia conjuntival (N = 18) (N = 1) 0,842 
média ± DP 7,27 ± 4,64 5,35 ± 0   
mediana (mín.; máx.) 6,07 (0,68; 16) 5,35 (5,35; 5,35)   
Fibrose conjuntival (N = 5) (N = 14) >0,999 
média ± DP 7,62 ± 4,5 7,01 ± 4,7   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 5,67 (1,53; 16) 5,91 (0,68; 15,57)   
Neovascularizaçao na córnea (N = 15) (N = 4) 0,736 
média ± DP 7,24 ± 3,95 6,9 ± 7,1   
mediana (mín.; máx.) 5,67 (2,5; 16) 5,67 (0,68; 15,57)   
Opacidades na córnea (N = 13) (N = 6) 0,127 
média ± DP 8,05 ± 3,89 5,27 ± 5,59   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 8,12 (3,15; 16) 5,09 (0,68; 15,57)   
Teste Mann-Whitney       
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Tabela 7 - Descrição dos transcritos de RNAm da FLG nas células epiteliais da conjuntiva nos paci-
entes com DA segundo características oculares  

Variável 
Categoria 

p 
Ausente Presente 

Eczema (N = 4) (N = 13) 0,003 
média ± DP 0,49 ± 0,11 1,9 ± 1,64   
mediana (mín.; máx.) 0,49 (0,37; 0,62) 1,63 (0,55; 6,43)   
Perda lateral dos supercílios (N = 15) (N = 2) 0,368 
média ± DP 1,31 ± 0,96 3,54 ± 4,09   
mediana (mín.; máx.) 0,81 (0,37; 3,22) 3,54 (0,65; 6,43)   
Dupla prega palpebral (N = 10) (N = 7) 0,962 
média ± DP 1,75 ± 1,88 1,3 ± 0,99   
mediana (mín.; máx.) 0,93 (0,37; 6,43) 0,81 (0,52; 3,22)   
Ectrópio (N = 14) (N = 3) 0,953 
média ± DP 1,69 ± 1,67 0,98 ± 0,6   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 1,2 (0,37; 6,43) 0,64 (0,6; 1,67)   
Fissuras na pele das pálpebras (N = 11) (N = 6) 0,884 
média ± DP 1,87 ± 1,84 1,01 ± 0,56   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 3,22 ± 0   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 0,81 (0,46; 6,43) 1,13 (0,37; 3,22)   
Neovascularizaçao na córnea (N = 13) (N = 4) 0,956 
média ± DP 1,7 ± 1,74 1,15 ± 0,66   
mediana (mín.; máx.) 0,81 (0,37; 6,43) 1,15 (0,55; 1,77)   
Opacidades na córnea (N = 12) (N = 5) 0,574 
média ± DP 1,3 ± 1,04 2,2 ± 2,43   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 0,73 (0,37; 6,43) 1,67 (0,55; 1,77)   
Ceratocone (N = 9) (N = 8) 0,481 
média ± DP 1,3 ± 1,06 1,87 ± 2   
mediana (mín.; máx.) 0,81 (0,37; 3,22) 1,16 (0,55; 6,43)  
Teste Mann-Whitney       
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Tabela 8 - Descrição dos transcritos de RNAm da CLD1 nas células epiteliais da conjuntiva nos pa-
cientes com DA segundo características oculares  

Variável 
Categoria 

p 
Ausente Presente 

Eczema (N = 4) (N = 14) 0,327 
média ± DP 1,56 ± 1,15 2,51 ± 1,75   
mediana (mín.; máx.) 1,08 (0,81; 3,26) 1,89 (0,47; 5,5)   
Perda lateral dos supercílios (N = 16) (N = 2) 0,471 
média ± DP 2,22 ± 1,68 2,94 ± 1,79   
mediana (mín.; máx.) 1,3 (0,47; 5,5) 2,94 (1,67; 4,2)   
Dupla prega palpebral (N = 11) (N = 7) 0,860 
média ± DP 2,28 ± 1,41 2,33 ± 2,11   
mediana (mín.; máx.) 1,67 (0,81; 4,42) 1,3 (0,47; 5,5)   
Ectrópio (N = 15) (N = 3) 0,360 
média ± DP 2,17 ± 1,74 2,98 ± 1,19   
mediana (mín.; máx.) 1,29 (0,47; 5,5) 3,26 (1,67; 4)   
Ptose palpebral (N = 13) (N = 5) 0,046 
média ± DP 1,87 ± 1,56 3,43 ± 1,46   
mediana (mín.; máx.) 1,24 (0,47; 5,5) 4 (1,67; 4,96)   
Fissuras na pele das pálpebras (N = 11) (N = 7) 0,536 
média ± DP 2,21 ± 1,78 2,45 ± 1,57   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 ± 2,32   
mediana (mín.; máx.) 1,89 (0,87; 4,42) 1,06 (0,47; 5,5)   
Neovascularizaçao na córnea (N = 14) (N = 4) 0,798 
média ± DP 2,19 ± 1,57 2,68 ± 2,14   
mediana (mín.; máx.) 1,48 (0,55; 5,5) 2,65 (0,47; 4,96)   
Opacidades na córnea (N = 12) (N = 6) 0,437 
média ± DP 2,08 ± 1,67 2,75 ± 1,68   
mediana (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 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 (mín.; máx.) 1,24 (0,55; 5,5) 2,11 (0,47; 4,42)   
Teste Mann-Whitney       
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Já em relação às medidas de avaliação da superfície ocular, o TRFL apresentou 

correlação direta estatisticamente significativa com o percentual de FLG (r = 0,635 e p = 

0,003), ou seja, quanto maior o valor do TRFL, maior o percentual de FLG nos pacientes 

com DA. Os resultados com a fluoresceína demostraram correlação inversa estatistica-

mente significativa entre a coloração e o percentual da FLG (r = -0,487 e p = 0,034) nos 

pacientes com DA.  

Não houve correlação entre o percentual das proteínas FLG e CLD1, assim como 

dos seus transcritos de RNAm e a gravidade da DA (níveis de IgE e EASI), coloração 

rosa-Bengala, teste de Schirmer I e sintomas oculares, incluindo os resultados do questi-

onário OSDI (Tabela 9).  
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Tabela 9 - Correlação entre a gravidade da DA (EASI e níveis de IgE), testes clínicos de avaliação da 
superfície ocular (OSDI, corantes fluoresceína e rosa Bengala; TRFL e teste de Schirmer I) e sinto-
mas oculares e a expressão das proteínas FLG e CLD1, e seus transcritos de RNAm  

Correlação 
 

IF 
 FLG  

FLG-expressão  
relativa ∆∆Ct 

 
 IF 

CLD1   

CLD1- expressão  
relativa ∆∆Ct  

EASI 
r -0,142 -0,213 0,318 -0,100 
p 0,562 0,411 0,185 0,693 
N 19 17 19 18 

IgE 
r -0,346 0,113 0,273 0,182 
p 0,147 0,666 0,258 0,470 
N 19 17 19 18 

OSDI 
r -0,108 0,385 -0,142 0,057 
p 0,660 0,127 0,562 0,823 
N 19 17 19 18 

Rosa Bengala 
r -0,324 0,210 0,006 -0,133 
p 0,177 0,418 0,982 0,599 
N 19 17 19 18 

Fluoresceína 
r -0,487 0,242 -0,213 0,257 
p 0,034 0,349 0,381 0,303 
N 19 17 19 18 

TRFL 
r 0,635 -0,324 0,131 -0,104 
p 0,003 0,204 0,594 0,682 
N 19 17 19 18 

Teste de Schirmer I 
r 0,307 -0,127 -0,096 0,165 
p 0,201 0,626 0,695 0,512 
N 19 17 19 18 

Prurido nos olhos 
r 0,188 0,112 -0,367 0,169 
p 0,440 0,669 0,122 0,502 
N 19 17 19 18 

Prurido nas pálpebras 
r -0,217 0,235 -0,189 0,017 
p 0,372 0,364 0,437 0,947 
N 19 17 19 18 

Fotofobia 
r 0,074 0,248 -0,230 0,049 
p 0,763 0,337 0,343 0,846 
N 19 17 19 18 

Lacrimejamento 
r 0,156 0,164 -0,210 0,162 
p 0,523 0,530 0,389 0,520 
N 19 17 19 18 

Correlação de Spearman           
 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.  Discussão



 
Discussão  43 

 

 Na pele, a FLG localiza-se na epiderme, no citoplasma dos queratinócitos e tem a 

função de agregar os filamentos de queratina para formação e organização do estrato 

córneo.(57, 85) A FLG também desempenha papel crucial da hidratação dessa camada, 

impedindo a perda dos fluidos vitais.(58) Na superfície ocular, a FLG encontra-se na 

camada basal das células epiteliais da córnea,(86) mas não na conjuntiva bulbar.(74, 87, 88) 

Vários estudos demostraram que mutações no gene da FLG estão associadas ao 

desenvolvimento de atopias, incluindo a DA.(23, 59-62, 89) No entanto, até o momento, pouco 

foi discutido a respeito da função da FLG na superfície ocular hígida e de pacientes com 

DA.  

 Por outro lado, sabe-se que em pacientes com distúrbios de cicatrização da 

superfície ocular (por exemplo, penfigóide cicatricial, síndrome de Stevens–Johnson e 

traumas químicos) ocorre aumento da FLG na conjuntiva, associado ao sofrimento 

contínuo da superfície ocular, e pode colaborar para o processo de queratinização 

patológica da mucosa nessas doenças.(87, 88, 90) 

 No presente estudo, verificamos que nos indivíduos portadores da DA, há 

aumento da FLG nas células epiteliais da conjuntiva, tanto na análise pela IF como na 

expressão gênica, fenômeno inverso ao observado na pele dos portadores de DA.(10) Uma 

possível razão para este aumento da FLG nas células da conjuntiva seria a tentativa da 

superfície ocular proteger-se da agressão provocada pela inflamação ocular relacionada 

ao quadro da DA e ao quadro de olho seco associado nestes pacientes, como já observado 

em outras doenças cicatriciais crônicas da conjuntiva.(88)  

 A pesquisa nos bancos de dados acadêmicos (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 indivíduos saudáveis, e 2) as expressões da FLG e CLD1 na conjuntiva bulbar 

(IF e RT-PCR) são maiores nos indivíduos com DA do que nos controles saudáveis. 

 Um estudo prévio detectou a expressão do RNAm da FLG na superfície ocular de 

indivíduos saudáveis base em culturas de células de fragmentos de conjuntiva de botões 

de doadores.(91) Em contraste, nós avaliamos material in vivo e analisamos não apenas a 

expressão do RNAm, mas também o estágio subsequente, que é expressão da proteína na 

mesma amostra. 

 No presente estudo, os pacientes com DA apresentaram níveis elevados de FLG 

e CLD1 nas células epiteliais da conjuntiva. Isso é o oposto do que seria esperado na pele 

de pacientes com DA.(12, 92)  De fato, o perfil de proteínas da pele dos pacientes incluídos 

em nosso estudo foi publicado anteriormente e mostrou expressão reduzida de FLG e 

CLD1 na pele.(10) Os níveis elevados de FLG nas células epiteliais da conjuntiva podem 

ser uma resposta protetora da superfície ocular à inflamação relacionada à DA e à 

síndrome do olho seco, como demonstrado para outros distúrbios cicatriciais crônicos da 

conjuntiva, processo referido como queratinização patológica.(88, 90, 93) O aumento dos 

níveis 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 funções essenciais e específicas na barreira epitelial da 

epiderme, as CLDs também estão envolvidas no processo de queratinização.(68, 94) Isso 

pode explicar o aumento de CLD1 na superfície ocular dos pacientes com DA avaliados 

neste estudo. Outros autores já estudaram alterações das CLDs em doenças conjuntivais. 

Um estudo demonstrou diminuição da expressão de CLD1 no pterígio em comparação 

com a conjuntiva normal.(95) Outro estudo mostrou expressão diminuída de CLD4 em 

granulomas conjuntivais.(96) Porém, esses processos estão mais relacionados ao perfil 

fibrovascular e à degeneração do estroma conjuntival e não estão relacionados à 
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queratinização, que tem relação com o aumento da expressão de CLDs, como ocorreu nos 

nossos resultados. Não há dados na literatura avaliando o comportamento da CLD1 na 

conjuntiva de pacientes com DA. 

 Os níveis de FLG são normalmente baixos (de acordo com nossos resultados) ou 

ausentes na conjuntiva bulbar - um epitélio não queratinizado.(74, 87) Como a FLG 

desempenha um papel na hidratação e na prevenção de perda de fluido vital na pele,(58) 

níveis mais altos de FLG durante os estágios iniciais da inflamação da superfície 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 alterações oculares da DA estão geralmente associadas à doenças do olho seco 

devido à produção reduzida de filme lacrimal e ao aumento da evaporação das 

lágrimas.(45, 97, 98) Por outro lado, o TRFL mostrou correlação significativa e positiva com 

níveis aumentados de FLG em pacientes com DA, reforçando a ideia de que a expressão 

de FLG na superfície ocular tem uma função protetora. Outro achado interessante em 

nosso estudo, que apóia a mesma ideia, foi a correlação negativa e significativa da FLG 

com a graduação de coloração da fluoresceína na superfície ocular em pacientes com DA 

(ou seja, quanto maior a expressão de FLG, mais fraca a coloração). 

 Dessa maneira, a desregulação das proteínas FLG e CLD1 encontrada na 

conjuntiva dos pacientes com DA parece ter relação com um processo secundário de 

resposta ao sofrimento da superfície ocular, com intuito de proteção, mas que resultaria 

na cicatrização e queratinização da conjuntiva, e podem, não necessariamente, estar 

relacionada com a fisiopatologia das alterações oculares da DA, como ocorre na pele. 

Outros estudos suportam essa teoria, sugerindo que não há relação entre mutações 

comuns da FLG, um dos maiores pilares envolvidos na etiopatogenese da DA, e a 

prevalência de AKC(86, 91) e de outras manifestações oculares(99) nos pacientes com DA. 
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 Quanto aos achados clínicos, a acuidade visual foi pior no grupo com DA do que 

no grupo controle, corroborando com os resultados de estudos que mostram perda de 

visão em pacientes com DA devido a cicatrizes da córnea, catarata, ceratocone e outras 

comorbidades.(42, 49, 98, 100-103)  

 A produção lacrimal, avaliada pelo teste de Schirmer I, foi menor no grupo DA 

do que no grupo controle, mas dentro da faixa normal. Diminuição semelhante na 

produção lacrimal foi relatada em estudo anteriores em pacientes com DA.(61-63) Isso pode 

ser devido ao uso sistêmico e contínuo de anti-histamínicos, uma estratégia comum no 

controle das lesões cutâneas relacionadas à DA. O medicamento pode afetar os receptores 

muscarínicos das glândulas lacrimais, reduzindo a produção de lágrimas.(45) Em relação 

ao uso de medicações para o tratamento das lesões cutâneas da  DA, estudos têm mostrado 

que o uso do Dupilumab, anticorpo monoclonal recentemente aprovado pelo FDA, está 

associado ao desenvolvimento de conjuntivites nesses pacientes.(104-106) A fisiopatogênese 

dessa complicação ocular ainda não foi esclarecida. 

 A graduação da coloração com fluoresceína e rosa Bengala revelou sofrimento 

epitelial na córnea e conjuntiva nos pacientes com DA. A perda da integridade da barreira 

epitelial está associada a doenças alérgicas em geral, o que também ocorre  na superfície 

ocular.(107, 108) Outros autores relataram alterações epiteliais na conjuntivite alérgica, 

principalmente nos subtipos vernal e AKC,(109, 110) caracterizados pela perda da camada 

de glicocálice e que foram utilizados como marcadores de lesão epitelial.(111) 

 Os resultados do questionário OSDI mostraram que pacientes com DA 

apresentam queixas relacionadas a alterações na superfície ocular, conforme o esperado, 

mas não houve correlação com os resultados da FLG e CLD1.  

 Não há marcador patognomônico para o diagnóstico da DA. A desregulação 

imunológica (um dos pilares da fisiopatologia da DA) está associada a níveis séricos 
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elevados de IgE, observados na maioria dos casos, e é considerada o achado laboratorial 

mais típico e um indicador da gravidade da doença.(112) Os níveis elevados de IgE de 

nossos pacientes eram compatíveis com a literatura,(113, 114) mas não estavam 

correlacionados com a porcentagem das proteínas FLG e CLD1. Assim como também 

não houve correlação entre a classificação EASI dos pacientes com DA e o perfil das 

proteínas. Esses resultados sugerem que não há uma relação de interdependência entre o 

quadro clínico da DA e suas manifestações oculares, como já publicado previamente.(38, 

115) 

 A DA pode causar um impacto significativo na visão do paciente, mesmo se 

tratada adequadamente(37), e os achados relacionados a FLG e CLD1 podem levar ao 

desenvolvimento e à pesquisa do tratamento. Experimentos envolvendo FLG 

recombinante já foram demonstrados.(116, 117)  Nosso estudo fornece insights sobre o papel 

do FLG e CLD1 na fisiopatologia das manifestações oculares na DA. Investigações 

adicionais sobre o comportamento e a função de FLG e CLD1 na barreira ocular de 

pacientes com DA são necessárias para esclarecer a etiologia da doença e desenvolver 

terapias eficazes e direcionadas. 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.  Conclusões
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Nas condições de realização desse estudo, conclui-se que: 

1. As células epiteliais conjuntivais de pacientes com DA apresentaram expressão 

aumentada da FLG e CLD1 em relação aos controles sadios, tanto na IF quanto 

no RT-PCR, em contraste com os achados cutâneos relacionados. Nossos 

resultados podem refletir uma resposta protetora da superfície ocular à inflamação 

ocular relacionada à DA e à doença do olho seco associada. 

2. As células epiteliais da conjuntiva bulbar de indivíduos saudáveis apresentam 

CLD1 como já esperado, e FLG, relato inédito na literatura. 

3. Existe uma relação entre os testes clínicos de avaliação da superfície ocular e o 

percentual da proteína FLG na conjuntiva de pacientes com DA. Houve correlação 

negativa entre o percentual da FLG com a coloração por fluoresceína e correlação 

positiva e significativa com o TRFL. Tais achados corroboram para o papel 

protetor da FLG. 

4. Houve aumento dos níveis de transcritos de RNAm nas células da conjuntiva dos 

pacientes com DA que apresentaram fibrose conjuntival.  

5. Não houve correlação entre os sintomas relacionados às manifestações oculares 

da DA e o perfil das proteínas FLG e CLD1. 

6. Não houve correlação entre a gravidade da DA e o perfil das proteínas FLG e 

CLD1.  

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.  Anexos
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7.1. Parecer do comitê de ética e pesquisa 
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7.2. Termo de Consentimento livre e esclarecido 
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7.3. Ficha de avaliação  

PROTOCOLO: DERMATITE ATÓPICA E SUPERFÍCIE OCULAR          
Data: _____/_____/_____ 
Nome:  
RGHC:                                                  Sexo: M  F   
Data de nascimento:                              Idade:       
Profissão:                                               Fone: 
 
Classificação da dermatite atópica (EASI):_______ 
(   ) Doença ocular prévia/atual?  Qual? 
(   ) Doença na córnea prévia/atual? Qual? 
(   ) Cirurgia  ocular prévia/atual?  Qual? 
(   ) Doença sistêmica? (  ) AR      (   ) DM     (   ) SSJ      (   )SS     (   ) Outras:   
(   ) Medicação sistêmica (últimos 30 dias) Qual? 
(   ) Medicação ocular (últimos 30 dias) Qual? 
(   ) LC (últimos 30 dias) (   ) Já usou. Qual?                    Período:  
(   ) Outros 
 

Avaliação dos sintomas oculares: 
Interrogatório:  
- Prurido nos olhos  
- Prurido nas pálpebras  
- Fotofobia  
- Lacrimejamento 
 
AV (cc):                 
OD  
OE  

 
 

 
 

Pálpebras OD OE 
Linha de Dennie Presente (  ) 

Ausente  (  ) 
Presente (  ) 
Ausente  (  ) 

Hiperpigmentaçao cutânea 
periocular.  

Presente (  ) 
Ausente  (  ) 

Presente (  ) 
Ausente  (  ) 

 

Conjuntiva 
 

OD OE 

Filamentos 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Hiperemia  0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Hipertrofia papi-
lar 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Fibrose conjunti-
val 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Outros achados:   

0 1 2 3 4 5 
0 1 2 3 4 5  
0 1 2 3 4 5 
0 1 2 3 4 5  
 

0 – sem sinais 
1 - sinal muito leve 
2 – sinal leve 
3 – sinal moderado 
4 – sinal intenso 
5 - sinal muito intenso 

0 – sem sintomas 
1 - sintoma muito leve 
2 – sintoma leve 
3 – sintoma moderado 
4 – sintoma intenso 
5 - sintoma muito intenso 
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Outros achados biomicroscópicos:  
Fundoscopia:  
PIO: 
                    
 
Pentacam:   Realizado ( )   Não realizado (  ) Motivo:  
Questionário – OSDI  (Em anexo):           Realizado (  )              Não realizado (  ) 
Citologia de Impressão                              Realizada (  )              Não realizada (  ) 

                 
 

Pálpebras OD superior OE superior OD inferior OE inferior 
Eczema 0 1 2 3 4 5  

 
0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Perda lateral de super-
cílios 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4  
  

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Entrópio 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Ectrópio 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Ptose 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Fissuras. 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Inflamação/hiperemia 
de bordo palpebral 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Muco 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
 

Outros: 0 1 2 3 4  
 

0 1 2 3 4  
 

0 1 2 3 4  
 

0 1 2 3 4  
 

Córnea OD OE 

Opacidades 
(nubéculas, leucomas,outras cicatrizes) 

0 1 2 3 4 5 
 

0 1 2 3 4 5 
 

Neovascularização 0 1 2 3 4 5 
 

0 1 2 3 4 5 
 

Pontos de Horner Trantas 0 1 2 3 4 5 
 

0 1 2 3 4 5 
 

Pterígio  0 1 2 3 4 5 
 

0 1 2 3 4 5 
 

Outros: 0 1 2 3 4 5  
 

0 1 2 3 4 5  
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7.4. OSDI 
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