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Resumo

Stival LRS. Correlacdo entre cortisol capilar, interleucina 6, hormdnios
tireoideanos e as alteracdes estruturais dos pacientes com ceratocone em
progresséo [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2020.

OBJETIVOS: Avaliar as concentracdes de interleucinas lacrimais, cortisol
capilar e horménios tireoideanos sanguineos em participantes com sinais
documentados de progressao do ceratocone, independentemente do estagio, e
comparar a participantes com ceratocone estavel e ao grupo controle. Além
disso, determinar a correlacdo entre esses mediadores e o dano estrutural
representado pelo aumento da curvatura e pelo afinamento estromal e epitelial.
METODOS: Trata-se de um estudo prospectivo observacional comparativo
entre participantes com ceratocone em progressdo (aumento de 1D na
curvatura maxima em um ano), ceratocone estavel e um grupo controle. As
amostras de interleucinas (IL)1B, IL6, IL8, 1L12p70, IL10 e fator de necrose
tumoral (TNFa) na lagrima foram obtidas com microcapilares, congeladas a -
80°C e avaliadas pelo citdmetro de fluxo. As concentracdes de cortisol nos 3
cm proximais de cabelo foram determinadas pelo espectrébmetro de massa,
representando a secre¢do cumulativa de cortisol em 3 meses. Adicionalmente,
valores de hormdnio estimulador da tireoide (TSH) foram obtidos através de
coleta sanguinea. RESULTADOS: Este estudo abrange a avaliacdo de 133
olhos de 74 patrticipantes divididos em 3 grupos. A média de idade foi 22,58 +
6,88, 23,14 + 575 e 20,24 + 4,42 anos nos grupos controle, estavel e
progressao, respectivamente. Houve aumento nos niveis de IL6 e cortisol no
grupo progressdo comparados ao estavel (IL6: 6,59 + 3,25 pg/ml vs. 4,72 *
1,91pg/ml. Cortisol: 0,62 ng/mg £+ 0,16 vs. 0,37 ng/mg %= 0,06; p<0,0001) em
contraste com valores similares de IL1B, IL8, IL10, IL12p70 e TNFa. Houve
correlacao significativa entre IL 6 e cortisol com a ceratometria mais curva (K2),
paquimetria mais fina e espessura epitelial minima. (pearson=IL6: +0,46, -0,57,
-0,31. Cortisol: + 0,74, -0,65, -0,35; p<0,0001). Houve aumento de TSH no
grupo progressédo comparado ao controle (1,96muU/mL £ 0,83 vs. 1,47 mU/mL +
0,57; p=0,02), porém nao houve diferenca entre 0s grupos progressdo e
estavel (1,96mU/mL £ 0,83 vs. 1,68 mU/mL % 0,52; p=0,41). Houve correlacdo
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significativa entre os niveis de TSH com K2 e paquimetria mais fina
(pearson=+0,27, -0,21; p<0,0001). CONCLUSAO: Este estudo mostra que
olhos que estdo progredindo tém uma concentracdo ainda maior de IL6 e
cortisol em comparacdo aos pacientes com formas estaveis de ceratocone,
independentemente do estagio. Existe uma correlagdo significativa entre IL6,
cortisol e TSH com dano estrutural e entre IL6 e os niveis de cortisol nos
altimos meses. O monitoramento dessas informagdes moleculares pode
permitir a deteccdo precoce e possivel intervencdo de olhos com maior

propensao a progressao.

Descritores: Ceratocone; Progressdo da doencga; Cortisol; Hormoénio

tireoestimulante; Interleucina 6; Crosslinking.
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Abstract

Stival LRS. Correlation of hair cortisol, interleukin 6 and thyroid hormones with
structural change in progressive keratococonus patients [thesis]. Sdo Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2020.

PURPOSE: To evaluate interleukin, cortisol and thyroid hormones
concentrations in subjects diagnosed with keratoconus (KC) that showed
documented signs of progression, regardless of the stage, and compare with
stable eyes and healthy controls. Also, to determine the correlation of these
mediators and cortisol, as well as their correlation with the structural damage
represented by an increased curvature, stromal and epithelial thinning.
METHODS: A prospective observational comparative study of subjects with
progressive KC (1D incresase in max K over an year), stable KC and a healthy
control group. Tear samples were obtained by capillary flow using micropipettes
and frozen to -80 °C within one hour of collection. The concentrations of tear
cytokines: interleukin (IL) 1B, IL6, IL8, IL10, IL12p70 and tumor necrosis factor
a (TNFa) were measured using a flow cytometer. Additionally, the cortisol
concentrations were determined from the 3 cm hair segment most proximal to
the scalp as an index of cumulative cortisol secretion during a 3-month period
prior to hair sampling and measured by liquid chromatography mass
spectrometry. Additionally, thyroid-stimulating hormone (TSH) values were
obtained through blood sample. RESULTS: One hundred and thirty-three eyes
of 74 subjects were enrolled in the study. Mean age was 22.58 + 6.88, 23.14 +
5.75 and 20.24 + 4.42 years in control, stable KC and progressive KC groups,
respectively. There was an increase of IL6 and cortisol in the progressive group
compared with the stable group (IL6: 6.59 + 3.25 pg/ml vs. 4.72 £ 1.91pg/ml.
Cortisol: 0.62 ng/mg 0.16 vs. 0.37 ng/mg = 0.06; p<0.0001) in contrast with
similar levels of IL1B, IL8, IL10, IL12p70 e TNFa. There was a significant
correlation between IL6 and cortisol with the steepest keratometry (K2), thinnest
pachymetry and minimal epithelial thickness (pearson: IL6: +0.46, -0.57, -0.31.
Cortisol: +0.74, -0.65, -0.35; p<0.0001). There was an increase in TSH in the
progressive group compared to controls (1.96 + 0.83 vs. 1.47 + 0.57; p=0.02),
but there was no significant difference between the progressive and stable

groups (p=0.41). In addition, there was a significant correlation between K2 and
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thinnest pachymetry with TSH levels. (pearson=+0.27, -0.21; p<0.0001).
CONCLUSION: Eyes that are progressing have an even higher concentration
of IL6 and cortisol compared to patients with stable forms of KC, regardless of
the stage. There is a significant correlation between IL6, cortisol and TSH with
structural damage and between IL6 and the past few months' cortisol levels.
Monitoring this molecular information can allow earlier detection, and possible

intervention of eyes with a greater propensity to progress.

Descriptors: Keratoconus; Disease progression; Cortisol; Thyroid-stimulating

hormone; Interleukin 6; Crosslinking.
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Ceratocone é uma doenca ectasica da cOrnea com caracteristica
bilateral e assimétrica, e cuja velocidade de progressao esta associada ao
prognostico. Esta relacdo se estabelece na medida em que tanto a celeridade
guanto o atual estagio da doenca determinam sua repercussao clinica e visual,
a indicacédo ou ndo de conduta cirargica, além do seu real impacto em anos de
vida produtiva do paciente.*

Apesar de ser classicamente descrita como uma doenca nao
inflamatéria,”> a hipétese da participacdo da inflamagdo no mecanismo
etiopatogénico do ceratocone tem sido aventada por alguns estudos.®* O
aumento nos niveis de citocinas inflamatodrias, como interleucinas (IL)1b, IL6 e
fator de necrose tumoral (TNFa), e de metaloproteinases (MMP) da matriz
extracelular (MEC) 9 e 13 na lagrima de pacientes com ceratocone ja foi
descrito.>®

Estudos por imunobiologia da cérnea demonstram, ap0s traumatismo
corneano, apoptose dos ceratécitos que pode ser regulada por interleucinas
especificas, como a IL1b.>° O polimorfismo de IL1b e o aumento de IL6 em
pacientes com ceratocone ja foram demonstrados.®'%'! Além disso, outro
estudo confirma a presenca de lesdes na camada de Bowman, afinamento do
estroma central e apoptose de ceratdcitos em cérneas com ceratocone,*
achados que corroboram com o possivel mecanismo inflamatério envolvido na
ectasia, desencadeando o comprometimento da juncdo das fibras de

colageno.***

Diferentes marcadores bioldgicos, ou biomarcadores, tém sido usados

em oftalmologia como preditores ou indicadores de severidade do ceratocone,
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com capacidade inclusive de se determinar a resposta ao tratamento.'® A
diminuicdo na atividade de IL6 e MMP9 com uso de ciclosporina topica e sua
relacdo direta com o controle da evolucéo da ectasia ja foram descritas.®

O aumento dos niveis de cortisol pode estar associado a producédo e a
ativacdo de MMPs, desregulando a expressdo da MMP9 e enzimas
colagenoliticas.”*® J& a maior producéo de citocinas pré-inflamatérias, como
interleucinas e TNFa, que estdo envolvidas no controle transcripcional de
MMP9 e do seu inibidor endégeno (TIMP1), pode contribuir para a degradacao
da MEC e, subsequentemente, acelerar a desorganizacdo estrutural da
cc')rnea.4'6'2°'24
A quantificacdo do cortisol presente em amostras de cabelo tem sido
escolhida como biomarcador para monitorar situacfes de estresse crbnico e
exposicdo a determinadas drogas por apresentar menor volatilidade e
dependéncia do ciclo circadiano se comparada a medi¢cdes sanguineas ou de
urina.?® Sendo assim, esta anlise permite obter informacdes mais confiaveis
sobre o padréo de producdo de cortisol de longo prazo e a relagdo entre o
aumento prévio de cortisol e a eventual progressao do ceratocone.

Em associacdo ou independentemente do cortisol, hormonios da
tireoide parecem ter relacdo com o ceratocone.”® Receptores de horménios da
tireoide sédo expressos em diversos tecidos oculares: na cornea, a tiroxina (T4)
€ crucial na desidratacdo e transparéncia durante o desenvolvimento
embrionario, além de regular a sintese de proteoglicanos.?”*® Na glandula
lacrimal, receptores de T4 foram encontrados e, além de modificar a expresséo
dos proteoglicanos, regulam a sintese de genes de anidrase carbonica,

relacionados ao metabolismo corneano.?**® Adicionalmente, a diminuicdo do
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horménio estimulador da tireoide (TSH) relaciona-se ao aumento da espessura
corneana.?® Ja niveis séricos baixos de T4 e altos de TSH estéo envolvidos na
exacerbacao do ceratocone durante a gestacdo.

A alteracdo estrutural e a progressdao do ceratocone podem ser
identificadas com exames topogréficos ou tomograficos da cérnea.®*** O
crosslinking do colageno (CXL) € um procedimento cirdrgico que tem se
mostrado capaz de estagnar ou ao menos retardar a piora da ectasia.*>3*° A
acado do CXL ocorre pela interacdo fotoquimica da riboflavina com a radiacéo
ultravioleta A (UV-A). Esta reacdo produz ligacdes covalentes adicionais entre
cadeias colaterais de colageno e proteoglicanos da MEC, o que gera aumento
da forca tensional e remodelamento da cérnea. 33

Identificar, portanto, valores hormonais e/ou moleculares que, de
alguma forma, precedam as alteracdes estruturais permitiria a indicacéo

precoce de acdes cirargicas, como o CXL, que interrompam esta progressao

mantendo melhores resultados visuais e evitando o transplante de cérnea.’*
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2.1

Objetivo geral

Mensurar e comparar possiveis biomarcadores inflamatorios e

hormonais em participantes com ceratocone em progressao, ceratocone

estavel e grupo controle.

2.2

Objetivos especificos

Avaliar a relacdo entre citocinas inflamatorias lacrimais especificas
(IL1B, IL6, IL8, IL12p70, IL10 e TNFa) com a progressao e gravidade
do ceratocone;

Avaliar a relacédo entre o cortisol capilar com a progressao e gravidade
do ceratocone;

Avaliar a relacdo entre dosagens hormonais tireoidianas sanguineas
com a progresséo e gravidade do ceratocone;

Correlacionar dados de IL6, cortisol e TSH com as alteragdes
estruturais da cornea representadas pelo aumento da curvatura e pelo

afinamento estromal e epitelial.



3. Revisao de Literatura
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3.1 Ceratocone

O ceratocone é uma doenca da cornea bilateral assimétrica e
progressiva, caracterizada por encurvamento e afinamento localizados, além
de astigmatismo irregular que promove piora da funcéo visual e da qualidade
6ptica.’

Os dados sobre a prevaléncia sédo imprecisos, mas sabe-se que variam
de 54,5 a 2.300 a cada 100.000 pessoas, dependendo da populagéo
avaliada.'®“° Apesar de afetar ambos os sexos e todas as etnias, tem sido
mostrada alta incidéncia em asiaticos quando comparada aos caucasianos.*
Em geral, inicia-se na segunda década de vida.3®3%4!

Ainda que o diagnéstico da ectasia tenha avancado significativamente,
a etiologia e a fisiopatologia permanecem controversas. Existem relatos de
casos de ceratocone na mesma familia e estudos com uma ampla variagao na
sua relacdo genética, limitados a pequenas amostragens com variagdes na
apresentacao e local de coleta.***®

Ja foi encontrada relacdo entre enzimas e seus respectivos genes com
a patogénese da doenca: visual system homeobox 1 (VSX1), superoxide
dismutase 1 (SOD1), e lysyl oxidase (LOX).>***" A LOX, diminuida em
pacientes com ceratocone, é essencial para estabilizacdo, integridade e
elasticidade das fibras de colageno e é responsavel pela modificagcdo pos
traducdo enzimatica no espaco extracelular das fibrilas de colageno.*”*®
O colageno € o principal componente da coérnea, sendo assim,

variacbes na quantidade, disposicdo ou morfologia desta proteina alteram

drasticamente a arquitetura da mesma. Existem mais de 21 tipos de colageno
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no corpo humano: o tipo I, que corresponde a 75% da quantidade presente na
cornea, além dos colagenos dos tipos Ill, V e VI, regularmente entrelacados em
lamelas e colageno do tipo IV e XII, presentes na membrana basal do epitélio e

estroma subepitelial.*°

Entre as fibras de colageno do estroma da cOrnea, estdo presentes 0s
proteoglicanos, principais componentes da MEC. Sao compostos por uma
proteina central e cadeias de glicosaminoglicanos (GAG) e parecem modular a
génese de fibrilas de colageno.®® Os proprios GAG também desempenham
papel importante, independentemente da proteina central a qual estéo ligados.
Com excecao do hialuronato (acido hialurénico), os GAG do estroma corneano
estdo presentes na forma de proteoglicanos. O proteoglicano mais abundante
na cérnea é o queratan sulfato (65% do total).>* Lumican, decorin, dermatan,
mimecan e condroitin sulfato sdo o0s principais demais proteoglicanos

estromais.®>®>!

Os GAG apresentam capacidade de absorver e reter agua. Embora a
hidratacdo da coérnea seja regulada predominantemente por uma bomba
endotelial, ela também é influenciada pela barreira epitelial, evaporacdo da
superficie e pressdo intraocular. A tendéncia do estroma a edemaciar resulta
da embebicéo interfibrilar de fluido e repulséo entre as cargas negativas fixas
dos proteoglicanos.***° Uma diminuicao significativa no nimero das lamelas de
colageno em corneas de ceratocone ja foi demonstrada, além da diminuicao na
quantidade de colageno dos tipos I, lll, V e Xll e de proteoglicanos como o

lumican e queratan.® °%°%%°

A cornea necessita de uma superficie epitelial muito regular para atingir
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sua transparéncia optica ideal, com um indice de refracdo uniforme e minima
dispersdo de luz.*® Muitas de suas caracteristicas, incluindo forca fisica,
estabilidade do formato e transparéncia sao atribuidas a anatomia e a
propriedades bioquimicas do estroma. As suas fibras formam, em média, 400
lamelas dispostas de forma paralela a superficie ocular e sdo orientadas entre
si com angulos variados, menores que 90 graus no estroma anterior e quase
ortogonais no posterior.>> Alteracdes sutis na curvatura corneana podem
resultar em erros refrativos, bem como as alteracbes de regularidade da

superficie ocular e espessura da cérnea podem levar a distorcdes visuais.**>?

As microfibrilas de colageno de corneas com ceratocone, em resposta
a alteracao estrutural e com objetivo de fortalecer o estroma anterior e prevenir
roturas no apice do cone, apresentam-se concentradas posteriormente ao
epitélio ao longo da progressdo da doenca.**>! Esta disposicéo das fibras de
colageno é diferente das cérneas normais que sdo dispostas de forma mais

homogénea.*

A regulacdo anormal da atividade enzimatica tecidual de colagenases,
proteinases e inibidores de MMPs presentes em cérneas com ectasia parece
justificar a perda da organizacdo tecidual original, desencadeando a
distribuicdo desigual do colageno no estroma da cornea e o deslizamento das
fibras de colageno intra e interlamelares principalmente ao redor do apice do
cone, 0 que provoca reducdo do moédulo elastico e rigidez corneana, aléem de

perda de suas fibrilas e consequente afinamento e enfraquecimento focal.>*®

A degradacédo do colageno e a diminuicdo na populacdo de células

estromais, que retarda a substituicdo da MEC perdida, podem ser resultados
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dessa estimulacdo de enzimas proteoliticas.>* O enfraquecimento da MEC leva
a alteracdo do ambiente mecanico dos ceratOcitos, promovendo novos

estimulos para diferenciacdo celular.>24490

A atuacdo do processo inflamatério nas mudancas estruturais
corneanas presentes no ceratocone ja foi descrita através da quantificacdo de
z . . . . ) . . 4_8
niveis alterados de citocinas inflamatérias no filme lacrimal.”™ A presenca de
atopia, prurido ocular e traumatismo crénico no epitélio corneano esta
associada ao aumento de IL1b e IL6 que podem ser fatores predisponentes
para o ceratocone, gerando apoptose dos ceratdcitos. Além disso, a IL1B

parece regular a producéo de proteases. %1144

As Catepsinas B e G, aumentadas no epitélio de cdrneas ectasicas,
sdo potentes proteases lisossomais que levam ao aumento do P53, marcador
de apoptose epitelial.>*® Wang et. al. *® encontraram a expressividade de 12
micro RNAs (miRNA) no epitélio corneano de pacientes com ceratocone e,
dentre eles, 4 foram identificAveis na citologia de impressdao. O defeito
estrutural na manutencédo do epitélio pode permitir a entrada de citocinas no

estroma, desregulando a composicdo enzimatica.*

Estudos demonstram que a desregulacao de genes, citocinas, enzimas
e outros biomarcadores pode estar relacionada ao ceratocone.?**"%? As MMPs
sdo um conjunto de enzimas que respondem a lesdo ou ao estresse, levando

ao remodelamento da MEC.®® J& foi demonstrado o aumento da expressdo de

4,6-8

MMP-9, secretada pela cérnea,*® e de IL-6 no filme lacrimal.

Adicionalmente, foi descrita uma reducdo dos niveis de LOX em cdrneas com

48,62

ceratocone quando comparadas a cOrneas normais. e uma reducéo da
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expressdo de LOX dependente da gravidade da ectasia.**®

Estes eventos ocorrem simultaneamente e pode haver um feedback

it 3,15,40,50, ~ . .
positivo entre eles. A relacdo de causalidade entre esses fatores ainda
€ imprecisa, assim como qual precede 0 outro e quais eventos sdo necessarios

para o desenvolvimento e/ ou evolucéo do ceratocone.>331%4354

3.1.1 Diagnostico do ceratocone

O diagndstico correto e precoce do ceratocone é essencial e permite a
prevencdo de complicacdes, como as cicatrizes corneanas.>®® Alternativas
para interromper a progressao da ectasia, como o CXL, potencialmente evitam

o transplante de cérnea em muitos pacientes jovens. **3¢

Nos estagios iniciais da doenca, a cérnea geralmente apresenta-se
normal na biomicroscopia com lampada de fenda. No entanto, pode haver uma
leve distorcdo ou aumento da curvatura central ou inferior. Técnicas de
retroiluminacao, reflexo retinoscépico (observacdo de um reflexo em tesoura)
ou o sinal da gota de 6leo sao indicadores clinicos que podem ser observados
no inicio do ceratocone.?® Os achados biomicroscopicos séo caracteristicos e
proporcionais a gravidade da doenca. Pode haver uma protrusdo excéntrica da
cérnea, geralmente inferior, mais facilmente evidenciada nos casos avangados
0S quais também apresentam estrias no estroma posterior (estrias de Vogt),

anteriores a membrana de Descemet, que desaparecem com o aumento
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transitorio da pressao externa ao globo ocular.?

A anamnese e o exame fisico cuidadoso muitas vezes ndo sao
suficientes para detectar o ceratocone, ja que, nos estagios iniciais da doenca,
geralmente, ndo ha diminuicdo da acuidade visual corrigida mesmo em
pacientes com sintomas de fotofobia, diplopia monocular e irritacdo ocular.®” A
medicdo da sensibilidade ao contraste pode revelar a disfuncédo visual antes
que a perda de acuidade visual possa ser medida.®®

A topografia com discos de Placido, também chamada de
videoceratoscopia, € uma importante ferramenta para detectar a morfologia
corneana, permitindo a correta classificacdo do ceratocone e deteccao de
casos suspeitos ou iniciais da doenca.’”® E baseada no principio de que a
cornea se comporta como um espelho convexo e a reflexdo dos discos de
Placido brancos intercalados com discos de cor preta diretamente na superficie
da cérnea pode ser medida e analisada.®®

A distancia em milimetros entre os discos € convertida em dioptrias
usando uma férmula que contém o indice de refracdo teorico da cérnea. Esta
informacgéo permite a avaliacdo de milhares de pontos no centro e na periferia
da cérnea. Distancias maiores entre os discos correspondem a cérneas mais
planas e sao representadas por cores mais frias (azul, violeta, roxo), enquanto
distdncias menores entre os discos revelam corneas mais curvas e Sao
representadas por cores mais quentes (amarelo, laranja, vermelho). Os tons de
verde, em geral, representam medidas compativeis com o padrao asférico de

uma cérnea normal.”®"*

O mapa de curvatura axial anterior e o mapa tangencial podem ser
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extraidos das informacdes dos discos de Placido. O mapa de curvatura axial
anterior € a reconstrucao da superficie da cornea por um algoritmo que mede o
raio de curvatura da cornea centrado no eixo optico. Essa estratégia possibilita
considerar melhor a geometria asférica da superficie da cornea e por isso a
transicdo do centro para a periferia € mais suave, gerando uma transicao

gradual das cores do centro para a periferia de uma cérnea normal.®®"

No mapa de curvatura tangencial, a medida do raio de curvatura €&
realizada localmente em cada ponto da coérnea, gerando informa¢cdes mais
precisas sobre o raio de curvatura real em cada ponto analisado. No
ceratocone, o mapa tangencial destaca a regido de aumento de curvatura

focal, detectando com maior preciséo o apice do cone.”

Os sinais topogréficos descritos classicamente em cérneas suspeitas de
ceratocone estdo relacionados ao aumento da curvatura focal, medidas de
ceratometria (K) altas e assimetria nos quadrantes inferior, temporal inferior ou
nasal inferior, possivelmente estendendo-se as regifes central e paracentral da
cornea.’? Esta regido de aumento da curvatura focal pode estar presente em
cOrneas com astigmatismo regular com assimetria inferior. Alguns casos se
apresentam com uma tendéncia a irregularidade do meridiano mais curvo. A
regido de maior curvatura geralmente € maior que 47 dioptrias (D) e torna-se

progressivamente mais plana em direcdo & periferia da cornea.®® "

Ao analisar o ceratocone como uma doencga progressiva, € importante
entender a doenca como uma sequéncia continua que geralmente se inicia
com assimetria inferior sutil e, com o tempo, progride para uma assimetria

marcada também com um padréo truncado e irregular.”
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As informacgfes qualitativas geradas pelos mapas de curvatura axial e
tangencial da superficie anterior da cérnea sdo muito Uteis na triagem de
pacientes com suspeita de ceratocone. Na tentativa de padronizar o
diagnéstico e identificar padrfes iniciais de suspeitas de ceratocone,
informacgdes quantitativas foram extraidas desses mapas por meio de indices

ou descritores quantitativos.

A relacado inferior - superior (I-S) consiste na diferenca entre cinco
pontos do hemisfério inferior da cornea na zona de 3 mm do apice e cinco
pontos do hemisfério superior. Os pontos estdo localizados em intervalos
espaciais de 30°. Valores maiores que 1 D sdo suspeitos e maiores que 1,4 D

s&o altamente sugestivos de ceratocone.”

O coeficiente de asfericidade (Q) descreve a mudanca na curvatura da
coérnea do centro para a periferia. O valor de Q em cérneas normais varia
aproximadamente de -0,3 a -0,15. A cérnea normal é asférica e ligeiramente
prolada ao comparar o centro com a periferia. Cérneas mais proladas,
presentes no ceratocone, possuem valores de Q mais negativos e clrneas

obladas possuem valores mais positivos. "+’

O indice KISA% descreve uma combinacéo de indices: ceratometria (K)
central, I-S, astigmatismo (AST) e SRAX que corresponde ao angulo mais
agudo formado pelos semimeridianos mais curvos. KISA% = (K) x (I-S) x
(AST) x (SRAX) x 100/300. Corneas normais apresentam KISA% <60%. Os
casos suspeitos de ceratocone apresentam valores entre 60-100%. Corneas
com KISA% maior que 100% geralmente representam casos confirmados da

ectasia.”®
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O indice de magnitude e localizacdo do cone (CLMI) utiliza uma
ferramenta ativa que identifica a regido mais curva de 2 mm em uma zona de 8
mm da cérnea. A média de todos os pontos fora dos 2 mm € subtraida da
meédia de todos os pontos dentro da mesma area, resultando na diferenca de
magnitude da curvatura. O mesmo é feito na direcdo oposta. O CLMI é
derivado da diferenca dessas magnitudes e determina se a area mais curva

representa um ceratocone. Valores maiores que 1,4 sdo considerados

suspeitos.’’

Alguns indices séo aplicados na diferenciacdo de ceratocone iniciais de
corneas saudaveis, como o indice de descentralizacdo de altura (IHD), que
descreve a descentralizacdo dos valores na direcdo vertical, e o indice de
assimetria vertical (IVA), que representa a comparacao entre as areas verticais
superiores e inferiores. JA o indice de assimetria de superficie (SAl) indica o
valor médio das diferencas de poder entre os pontos localizados espacialmente

a 180° de 128 meridianos equidistantes.” "

O indice de regularidade de superficie (SRI) é um descritor local de
regularidade na area central de 4,5 mm de diametro, compreendendo os dez
anéis centrais do disco de Placido, e quantifica as diferengas de gradiente de
poder entre pares sucessivos de anéis em 256 semimeridianos

equidistantes.”*%°

O indice de predicdo de ceratocone (KPI) simula a probabilidade
percentual de ceratocone com base na andlise da superficie anterior. E a
combinacao de indices da superficie anterior na tentativa de melhor diferenciar

olhos com a ectasia. Valores de KPI maiores que 20% sdo sugestivos de
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ceratocone.®°

O aprimoramento constante de diferentes tecnologias adiciona
informacgdes valiosas no acompanhamento do paciente com ceratocone. O
termo tomografia de coérnea € utilizado para descrever os métodos
propedéuticos que permitem a analise completa desta regido, quer seja pelo
principio optico de Scheimpflug, por ultrassonografia de alta frequéncia ou por

coeréncia 6ptica.’®

A topografia por varredura de fenda de luz do Orbscan | (Bausch e
Lomb, Salt Lake City, Utah, EUA) utiliza a tecnologia de rastreamento da
coérnea por meio de 40 fendas verticais de luz de 12,5 mm de comprimento e
0,30 mm de largura projetadas sequencialmente a um angulo de 45 graus,
permitindo a paquimetria Optica da cérnea e a reconstru¢do da sua superficie
posterior. Adicionalmente, o Orbscan Il combina a tecnologia da reflexao
corneana gerada pelos discos de Placido, gerando os mapas ceratométricos.®?
Existem algumas limitacdes descritas dessa tecnologia, como o efeito de
palpebras, cilios e reflexos, fazendo com que nem todas as aquisi¢gdes de
imagem proporcionem um mapa completo. A baixa reprodutibilidade impede a

obtencdo de mapas de curvatura e de poder corneano superiores.®

Na tecnologia de Scheimpflug, a imagem de um objeto obliquo, com
suficiente profundidade de campo e sem distor¢cdes, pode ser obtida se os
planos do objeto e da imagem se encontrarem em um ponto e se 0s angulos
resultantes entre eles forem coincidentes. A imagem sagital do segmento
anterior do olho se mantém focalizada em toda sua extensao, que vai desde a

superficie da cornea até a superficie posterior do cristalino.®*
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O sistema Scheimpflug gera mapas da superficie anterior da cornea com
0s mesmos indices topométricos avaliados pela topografia de cornea, além de
informacdes da superficie posterior, mapas paquimétricos, aberracdes de alta
ordem e também informacdes da reconstrugcdo em trés dimensdes (3D) do

segmento anterior do olho.®*

O principio do Scheimpflug € utilizado pelos tomoégrafos de cdrnea:
Pentacam (Oculus, Wetzlar, Alemanha), com apenas uma camera, e Galilei
(Ziemer Ophthalmics System AG, Port, Suica), com duas cameras rotatérias.
As medidas de paquimetria apresentam alta repetibilidade entre os aparelhos

Orbscan Il, Pentacam e Galilei. Porém, os resultados sao inferiores com o

85
Orbscan Il.

No Pentacam, as cameras de Scheimpflug giram 360 graus ao redor do
eixo Optico ocular com um feixe de luz monocromatico de 475 nm de
comprimento de onda, adquirem imagens seccionais do segmento anterior do
olho da superficie anterior da cornea até a superficie posterior do cristalino. O
software do aparelho, entdo, converte as imagens tridimensionais da cornea

em dados topograficos.®

O Galilei, diferentemente do Pentacam, utiliza-se de dois sistemas: as
imagens de Placido, que fornecem informacbes sobre a curvatura, e as
imagens Scheimpflug, que dao precisdo aos mapas de elevagéo. Ele combina
duas cameras rotatorias Scheimpflug e consegue medir mais de 122 mil pontos

da cérnea por exame .*’

Os mapas de elevagédo gerados por esses equipamentos resultam da
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comparagao da forma da cornea estudada com uma superficie de referéncia
padrao perfeita (BFS). O objetivo € visualizar assimetrias ou abaulamentos de
forma que ndo possam ser visualizados somente por analise de curvatura

representados pelos mapas de curvatura.®

A medida da espessura da cornea € essencial para diagndstico,
classificagcdo, acompanhamento e tratamento de pacientes com ceratocone e
pode ser realizada pelo paquimetro ultrassénico ou pela tomografia de cornea.
A medida por paquimetria ultrassénica possui limitagées por ser uma técnica
examinador-dependente e observar a espessura de um Uunico ponto da
cornea.®® Ja os tomégrafos de cérnea sdo capazes de obter medidas de
espessura em varios pontos de maneira automatizada e gerar mapas
paquimétricos. Em pacientes com ceratocone, 0 mapa paquimétrico revela um
afinamento localizado da cornea em relagdo a cérnea normal e uma alteracéo

na relacdo entre a paquimetria central e a periférica.”>®°

Para trazer ainda mais sensibilidade ao rastreamento de ceratocone, a
tecnologia de tomografia de coeréncia 6ptica (OCT) e o sistema digital de
ultrassom de alta frequéncia (VHF) permitem a reconstrucdo dos mapas

epiteliais que podem ter variac&o significativa nas cérneas com ceratocone. %

O OCT é uma técnica interferométrica e néo invasiva, a qual tem a
capacidade de penetracdo tecidual em milimetros com resolucéo axial e lateral
de escala micrométrica.”®> O principio da interferometria de baixa coeréncia
correlaciona, com alta precisdo, a medida da distancia do objeto por meio de
seu reflexo com o tempo de retorno de um raio de luz conhecido. Quando o

feixe de luz se move, formam-se multiplas imagens de escaneamento axial
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(modo A) que, ao serem alinhadas, formam imagens em duas dimensdes.*

A imagem do segmento anterior do olho usando OCT de comprimento
de onda de luz de 830 nm foi demonstrada pela primeira vez em 1994.%2 Em
2005, o primeiro OCT time-domain do segmento anterior foi lancado.*** No
entanto, a transicdo de dispositivos de OCT time-domain para dispositivos
spectral-domain, também conhecidos como OCT fourier-domain, permitiu
velocidades de varredura mais rapidas, maior penetrancia do tecido e imagens
de resolucéo axial mais altas devido ao uso de comprimentos de onda de luz
mais curtos, tendo capacidade para avaliar detalhadamente o epitélio da
cornea.’® A aquisicdo dinamica e rapida de imagens pode ser alcancada com
resolucdes axiais variando de menos de 5 um (resolucao ultra-alta) a mais de 5
pm (resolucéo alta). Mais recentemente, a OCT swept-source emergiu Como 0
préximo avanco na tecnologia de OCT, permitindo a aquisicdo simultanea de
inomeras varreduras longitudinais e transversais, gerando imagens

tridimensionais da cérnea, do segmento anterior e angulo camerular.®

Existem varios equipamentos de OCT de alta qualidade disponiveis
comercialmente. Alguns homes comerciais com o tipo de tecnologia utilizada e
a companhia que o0s representa, respectivamente, serdo descritos a seguir:
Stratus OCT (Time-domain, Carl Zeiss Meditec), Visante OCT (Time-domain,
Carl Zeiss Meditec), Slit lamp OCT (Time-domain, Heidelberg), Spectralis OCT
(Spectral-domain, Heidelberg), Cirrus OCT (Spectral-domain, Carl Zeiss
Meditec) SLO OCT (Spectral-domain, Optos), 3D OCT 2000 (Spectral-domain,
Topcon), RT Vue e iVue (Spectral-domain, Optovue), Avanti (Spectral-domain,

Optovue), SS1000 CASIA (Spectral-domain-swept source, Tomey).%
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Ja a biomicroscopia ultrassonica (UBM) é um termo empregado para a
utilizacdo de uma técnica de ultrassom B com resolu¢cdo muito alta (VHF) no
exame de segmento anterior. Estes equipamentos possuem transdutores de
alta frequéncia entre 50 e 100 mHz, sendo necessaria a interpolagdo de um
liguido condutor do som entre a superficie da sonda e o bulbo ocular.
Atualmente, ha diversos aparelhos com sistema VHF: UBM P60 (Paradigm,
EUA), Hiscan (Optikon 2000, Italia); UD-1000 (Tomey); Vumax-UBM
(Sonomed, EUA), HF-35-50 (OTI, Canada); AVISO (Quantel, Franga) e Artemis

(Ultralink, Canada), entre outros.®?

Ambas tecnologias, interferometria e VHF, podem ser utilizadas na
avaliacdo de mapas epiteliais corneanos. As medidas de espessura epitelial
utiizando o OCT incluem o filme lacrimal, enquanto as medidas
ultrassonogréficas digitais de alta frequéncia ndo o fazem, pois, como citado

anteriormente, sdo realizadas usando a técnica de imers&o0.%"%

Ja foi descrito, com medidas de OCT, que coérneas normais
apresentam um espessamento epitelial na regiao inferior de aproximadamente
5 um.®” Em geral, o epitélio mais fino se sobrepde ao estroma mais fino desde
que essa area coincida com a area mais curva da cornea. Areas de
espessamento epitelial ocorrem em éareas de afinamento estromal quando
essas nao se correlacionam com as areas mais curvas, ou seja, ha uma
compensacéo epitelial para as irregularidades estromais anteriores.>*%’

Os mapas de curvatura e de paquimetria ndo sao capazes de predizer

a localizacdo especifica do espessamento epitelial, pois a distribuicdo da

espessura epitelial € funcional. Portanto, existe a necessidade de medir



Revisao de Literatura 22

diretamente os perfis de espessura epitelial em situacbes de diferencas
significativas em relacdo ao padrdo esperado normal.” %°

Estudos com VHF em codrneas com ceratocone demonstram um
comportamento epitelial de afinamento no apice do cone e espessamento ao
redor.®®1%° Estudos com OCT demonstram diversas medidas de espessura
epitelial (central, minima, maxima, superior, inferior, nasal, temporal) e suas
variacfes representadas pelas diferencas entre as areas superior e inferior,
nasal e temporal, minima e maxima e o standard deviation (Std dev).**

A deformacéo e a diminuicdo das células do estroma corneano geram
afinamento nas células epiteliais que estdo em constante processo de
remodelamento, a fim de manter uma superficie uniforme e simétrica.>*°"1%
Reinstein et al.'®® demonstraram que pequenas modificacdes ectasicas no
estroma anterior resultam em remodelamento epitelial, mascarando ou
minimizando um suposto BFS anterior alterado.

As células epiteliais e estromais, enquanto estruturalmente suportam e
protegem uma a outra, também se comunicam através de numerosos fatores
secretores mediados por citocinas inflamatérias. Assim, qualquer dano a nivel
estromal gera repercussées epiteliais.™>%*

O mapa epitelial vem se monstrando como ferramenta extremamente
atil no diagnostico precoce das alteracdes estromais, principalmente em casos
de ceratocone iniciais, frustos ou com topografia duvidosa. Adicionalmente, o
monitoramento, através do mapa epitelial de pacientes com a ectasia ja
diagnosticada, permite a deteccédo precoce de irregularidades e mudancas da
espessura epitelial, sendo esses possiveis indicadores de evolucdo da doenca

ectasica,%8100:101
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A combinacdo de todas essas tecnologias, por meio da inteligéncia
artificial, permite a associacao de diferentes indices a fim de obter diagndsticos

precoces do ceratocone, além de rastrear a evolucédo da doenca.

3.1.2 Classificacédo do ceratocone

Existem varias formas de classificacdo do ceratocone, algumas delas
incluem apenas uma variavel, como ceratometria, morfologia ou paquimetria. A
maioria dos estudos classifica o0 ceratocone baseando-se nos valores
ceratométricos maximos, entre leve (<45D), moderado (45-52D) e grave
(>52D).1%2 As classificacdes que limitam o seu uso a presenca de aparelhos e
tecnologias especificas dos tomégrafos de cornea dificultam a comparacao
entre os estudos.’®® J4 as classificacbes classicas sdo aquelas que incluem
mais de uma variavel, como a classificacdo de Amsler-Krumeich'® ou a de
Alio-Shabayek.*®

Alio et al.'®

acreditam que a medida de aberracdes corneanas de alta
ordem, especialmente aberracdes semelhantes ao coma, usando o sistema de
analise de mapa corneano com videoceratografia, € um método util para
classificar o ceratocone. A unidade de medida das aberracfes oculares é o
micrébmetro (um), representado pelo valor do RMS (root mean square). Assim,
por exemplo, RMS de alta ordem significa o valor de todas as aberracdes de

alta ordem mensuradas pelo aberrdbmetro em micrdmetros. Segundo eles, os

valores numeéricos fornecidos pelo RMS de aberracdes semelhantes a coma,
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além dos valores de K e da espessura da coOrnea, ajudam a quantificar o
ceratocone numericamente e com mais precisao.

A classificacdo de Amsler-Krumeich'® utiliza os parametros da curvatura
da cérnea (curvatura média nos 3 mm centrais da cornea), do erro refrativo
(grau da miopia/astigmatismo), da paquimetria (espessura central da cornea) e
da biomicroscopia (cérnea transparente ou com opacidades e/ou perfuracao)
para estadiamento da ectasia. Abaixo segue a classificacdo de Amsler-

Krumeich, Gtil na comparacdo com trabalhos ja publicados sobre o tema .26

Grau |
- Auséncia de cicatriz corneana;

- Encurvamento excéntrico da cérnea;

- Miopia e/ou astigmatismo <5 D;

- K média central £ 48 D.

Grau |l

Auséncia de cicatriz corneana;

Miopia e/ou astigmatismo >5e <8 D;

K média central > 48 D e £ 53 D;

Espessura central minima = 400 pm.

Grau Il
- Auséncia de cicatriz corneana;

- Miopia e/ou astigmatismo > 8 e < 10 D;
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- K médiacentral >53 D e <55D;

- Espessura central minima entre 200 e 400 pm.

Grau IV
- Cicatriz corneana,;
- Refracdo ndo confiavel;
- K média central > 55 D;

- Espessura central minima < 200 pm.

3.1.3 Progressao do ceratocone

A gravidade da doenca, o seu desenvolvimento e fatores que
predispdem a progressao variam considerando inumeros fatores individuais e
comportamentais.®®"**>% Dentre estes, alteracdes a nivel molecular induzem a
cascata de atividade de enzimas que levam a alteracdes nas proteinas com
conseguinte piora da ectasia.®!%?3%

Ha uma relacdo entre a progressdo do ceratocone e distarbios
hormonais. O aumento do cortisol, tireoidectomias parciais, tireotoxicose e
distarbios tireoidianos da gestacdo parecem ter relacdo com as alteracdes do

colageno e a progressédo da doenga. 19108

Como a ectasia ja enfraquece e deforma a cérnea, 0 estresse
mecanico ou inflamatdrio pode piorar essa condicdo e acelerar a necessidade
de tratamento cirdrgico, como o CXL. Por isso, deve ser considerado que

qualquer doenca ou habito que resulte em prurido ocular excessivo, como a
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atopia e uso de lentes de contato rigidas mal adaptadas, pode estar

relacionado & piora do ceratocone. %1

Uma vez diagnosticado, o paciente com ceratocone necessita de uma
avaliacao periédica, a fim de identificar precocemente a progressao da doenca,
através de exames complementares e refracdo. Sabe-se que variacdes de
miopia de 0,75 D e/ou perda de 2 ou mais linhas de visdo corrigida em 12
meses sao sinais de progressdo da doenca, porém as flutuacbes visuais
frequentes nos pacientes com ceratocone limitam esses parametros de
progressao.t*?

Ferdi et al.®*® evidenciaram, em uma revisdo sistematica com
metanalise de 11.529 olhos acompanhados em 12 meses, parametros
objetivos que podem ser sinais de progressdo da ectasia. Entre eles,
considerando o maior intervalo de confianca de 95%, estdo o aumento da K
méaxima (Kmax) de aproximadamente 1,0 D e o aumento da K média (Km) de
0,7 D em 12 meses. Ademais, 0 estudo evidenciou que, para cada aumento de
5,0 D na Kmax na avaliacdo inicial, ha um encurvamento de 1,0 D em 12
meses, evidenciando, ainda, curvaturas maiores que 55 D como um fator de
risco para a progressao.

Um dos principais fatores de risco para a progressao para o ceratocone
€ a idade menor que 17 anos no diagnostico. Pacientes nessa faixa etaria
apresentam maior probabilidade de progredirem aproximadamente 1,5 D em 12
meses.*® Ferdi et al.** também evidenciaram que, a cada 10 anos de aumento

na idade, ha uma reducéo de 0,8 D de curvatura em 12 meses. Outro estudo
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apresentou medidas de encurvamento proximas a 1,0 D na Kmax em pacientes
menores de 18 anos.*

Em relacdo & paquimetria mais fina, Ferdi et al.** demonstraram que,
considerando o maior intervalo de confianca de 95%, a diminuicdo de
aproximadamente 10 ym em 12 meses pode ser considerada um critério de
progressdo da doenca. O que reforca estudo realizado com OCT que
evidenciou uma estreita variabilidade entre examinadores ao considerar um
afinamento maior que 5 um em pacientes com ceratocone em progressdo.'*

A comparacdo dos indices, representacdes numeéricas da alteracdo do
padrdo de imagem da topografia, pode ser uma ferramenta adicional na
identificacdo e no acompanhamento de olhos com ceratocone. Os indices de
assimetria vertical (IVA) e de descentracdo da altura (IHD) demonstram a
assimetria da superficie anterior e foram os primeiros alterados em pacientes
com ceratocone no estudo de Shajari et al.**?

Outras ferramentas como variaveis de afinamento epitelial, associadas a
variaveis de tomografia, podem contribuir para detectar a progressdo e
diagnosticar a ectasia.”® Todos os parametros citados podem ser utilizados de

forma complementar no diagnéstico precoce da progressao do ceratocone com

objetivo de indicar tratamento adequado e preciso.

3.1.3.1 Importancia da deteccao precoce da progressao do ceratocone

A cirurgia de CXL representa um marco na abordagem terapéutica dos

pacientes com ceratocone, pois sua acao é direcionada exatamente ao fator
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causal da instabilidade do estroma da cornea, ao contrario de apenas melhorar
A : ; 35,36
as consequéncias refrativas da doenca.

O termo CXL deriva do pressuposto da criacdo de novas ligacdes
covalentes entre as fibras de colageno no estroma. Mais especificamente, esse
tratamento cria ligacbes quimicas covalentes adicionais entre as cadeias
colaterais de colageno e os proteoglicanos da MEC.'®® O efeito biolégico do
CXL esta relacionado a mudancas no diametro das fibras de colageno e

| 114

reducdo no espacamento interfibrilar. Chang et a revelaram um aumento

significativo de 5% na espessura das fibrilas de colageno apos CXL.

Os primeiros ensaios clinicos controlados e randomizados confirmaram
a eficacia na interrupcdo da progressdo da doenca de forma segura.30>1°
Foram também demonstrados aplanamento da curvatura, melhora da acuidade
visual, melhora dos parametros topogréficos e afinamento transitério da cérnea
durante os seis primeiros meses.**'*>*® Raiskup et al*® publicaram um estudo
com seguimento de dez anos de acompanhamento de pacientes com
ceratocone, evidenciando estabilidade evolutiva, melhora da acuidade visual e
dos parametros topogréficos a longo prazo.

Estudos demonstram que o uso de corticoesteréides em pacientes que
ja foram submetidos ao CXL pode causar instabilidade na estrutura da cornea
levando a taxas maiores de retratamentos.'® *°

Ja foi observada reducdo de derivados de LOX em olhos com
ceratocone® e a expresséo elevada de LOX nos pacientes com ceratocone se

correlacionou fortemente com uma maior resposta ao CXL. O que indica que a

eficacia da reacdo fotoquimica nas fibras de colageno pode ser influenciada
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pelo nivel de LOX no tecido.'’

Além da abordagem cirdrgica precoce através do CXL, a identificacao
de mediadores inflamatérios, diretamente associados a progressdo do
ceratocone, pode ainda sugerir novas formas de tratamento com o0s
imunossupressores topicos, ja descritos como agentes no retardo da

progressao da doenca.*®

3.1.4 Citocinas inflamatérias lacrimais no ceratocone

A comunicacao entre as células pode ser feita através de citocinas que,
pela funcdo exercida ou pela similaridade na sequéncia da cadeia do receptor
ao qual se ligam, sao divididas em familias. Os diferentes subtipos celulares do
sistema imune sao caracterizados pelos antigenos de superficie e pelo perfil de
citocinas produzidas e sao representados, entre outros, por subtipos celulares
de linfécitos T e B, células dendriticas e células linfoides.*®

Os linfocitos T participam de forma indireta na producdo de
imunoglobulinas (lg), estdo envolvidos nas reacfes imunes celulares e sao
divididos em T helper (Th) ou T citotoxico (Tc) de acordo com o antigeno
encontrado na superficie. Os linfécitos Th podem ser classificados em Thl,
Th2, Th9, Th17 e Th22. 11

O resultado do complexo mecanismo de liberagdo de citocinas,
causando respostas imunes diferentes, € determinado por fatores genéticos e
ambientais. As células apresentadoras de antigenos interagem com o antigeno

para ocorrer a diferenciacdo e ativacdo do linfocito em seus subtipos e esta
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complexa rede de citocinas e diferenciagcdo celular direciona o perfil
inflamatério das reacdes.'*®

As citocinas IL1b e Interferon-gama (IFNy) s&o produzidas pelas
células Thl e séo responsaveis pela citotoxicidade e pela resposta a
patégenos intracelulares.’*® A producdo de IL1b também é estimulada pelo
traumatismo ocular.*®

As IL4,IL5, IL9,IL13,IL25, IL31 e IL33 sao produzidas pelas células Th2
e atuam no processo inflamatdrio associado a IgE especifica para alérgenos e
lesdo de barreira epitelial sobre as tight junctions e s@o responsaveis por
respostas de hipersensibilidade imediata.**°

As citocinas inflamatorias IL6, IL8, IL17A, IL17B, IL22, IL26 e TNFa sdo
produzidas pelas células Thl7 e estdo relacionadas a ativacdo de
metaloproteinases, tendo influéncia no metabolismo do colageno.®® As IL10 e
IL9 séo liberadas pelas células Th9 e sdo capazes de ativar as células Th2. A
producéo de IL 10 também é estimulada por processos alérgicos oculares.™*
Além disso, as células Th9 sao responsaveis por ativar células como
macrofagos, células dendriticas e LTc.*®

As células epiteliais, os mastdcitos, os basofilos e as células linfoides
também sdo capazes de produzir citocinas. As principais citocinas sintetizadas
pelo epitélio sédo a IL1, IL6 e IL8 que amplicam a reacdo inflamatoria local e
apresentam receptores H1 para histamina, cuja ativacdo também leva a
liberagéo de citocinas.?°

O estudo das citocinas inflamatorias envolvidas na degradacdo do

estroma corneano vai além de dosar uma citocina isolada. Pode haver o

desequilibrio na quantidade de outras citocinas, enzimas proteoliticas,
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inibidores enzimaticos, outros marcadores como as galectinas, moléculas de
adesao que modulam a atividade de MMPs, e outros mediadores presentes no
filme Iacrimal.3'6’7’15'16'22'24’121

O volume do filme lacrimal distribuido na superficie ocular esta entre 5
e 10 ul e € normalmente substituido na velocidade de 1-2 ml/min. A agua
corresponde a 98% da lagrima, e a fracdo aquosa € produzida pela glandula
lacrimal principal e pelas glandulas acessorias de Krause e Wolfring. Os
lipideos comp&em a barreira mais externa do filme lacrimal e sdo secretados
pelas glandulas de meibomius presentes nas palpebras. Na interface epitélio-
filme lacrimal, a mucina e o glicocélix possuem papel importante para manter a
distribuicdo da fase aquosa do filme lacrimal sobre a camada epitelial.**

No filme lacrimal, estdo presentes varias proteinas como albumina,
lisozima, lactoferrima, beta-lisina, transferrina e ceruloplasmina. Além de
imunoglobulinas (IgA, IgM, 1gG, IgE), mucinas, fatores de crescimento, lipideos,
eletrélitos, entre outros. 21?2

As citocinas produzidas pelo estroma corneano ou conjuntival, pela
glandula lacrimal e epitélio da superficie ocular também podem ser avaliadas
no estudo do filme lacrimal. Porém, a analise da lagrima é limitada por
dificuldades metodolégicas e resultados inconsistentes e transitérios.** Atopia,
prurido ocular, uso de lentes de contato e olho seco sao causas envolvidas no
aumento de citocinas inflamatérias lacrimais, o que dificulta a anélise e a
correlacdo com o ceratocone.®®1%911% Segundo Balasubramanian et al.,® um

minuto de prurido ocular é suficiente para aumentar os niveis de citocinas

inflamatorias e MMP9 na lagrima de forma consideravel.
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Diferentes técnicas de coleta de amostras de lagrima, com finalidade
diagndstica, tém sido descritas, a exemplo da coleta direta com o auxilio de
micropipetas de vidro, ou indireta com o uso de um substrato como papéis filtro
ou esponjas. Deve-se tentar excluir fatores como lacrimejamento reflexo,
alergia e trauma, pois podem interferir no resultado da analise da amostra.*?®

No ceratocone, o aumento dos niveis de citocinas inflamatérias foi

descrito em varios estudos®%22*

e as mais frequentemente superestimadas sao
a IL6 e TNFa #8180 outros estudos sugerem alteracdes de IL1B, IL4, IL5,
IL8, IL17 e IFNy.%" 22102

A IL6 é uma citocina pleiotropica com uma gama de fun¢des bioldgicas
como regulacdo imune, hematopoiese, inflamacdo e oncogénese.'** O
aumento de IL6 no filme lacrimal, apesar de ocorrer em diversas patologias
oculares, como olho seco e alergia, é frequentemente encontrado na maioria
dos estudos comparando ceratocone e pacientes normais.*®"*! Shetty et al.*®
encontraram, além de niveis aumentados em pacientes com ceratocone, uma
relacdo entre o aumento de IL6 lacrimal e a gravidade da doenca.

Alguns tipos de células, incluindo ceratocitos, produzem IL6 em
resposta a estimulacdo pelo TNFa e IL1B que estdo frequentemente
aumentados na lagrima de pacientes com ceratocone.® A IL1B e IL8 fazem
parte da familia de citocinas que regulam a resposta inflamatéria e imune,
particularmente durante o processo de cicatrizagcdo corneana. As células
epiteliais, principalmente durante injarias corneanas, secretam IL1B, que se
difunde no filme lacrimal e, juntamente com TNFa, induz o remodelamento

através da apoptose dos ceratécitos e do desequilibrio de MMPs.%7122126 7oy

et al.'”?’ descreveram um aumento de IL1 no epitélio e endotélio de cérneas



Revisao de Literatura 33

com ceratocone. J& Balasubramanian et al.?> e Jun et al.* ndo encontraram
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre IL1b em relacdo ao
grupo controle.

Juntamente com IL1B e IL6, o TNFa é considerado uma importante
citocina mediadora de inflamacdo e reguladora do sistema imune que pode
levar a efeitos locais e sistémicos em varios tipos de células.?>*?® Apresenta-se
aumentado no filme lacrimal, em amostras de cornea e fibroblastos de
portadores de ceratocone.®’* 27110 129 Entretanto, Jun et al.* encontraram
niveis diminuidos de TNFa e IL12 no filme lacrimal de pacientes com a ectasia.
O TNFa estimula a producdo de IL6 pelos ceratocitos e a quebra da barreira
das células epiteliais corneanas.**°

Estudos tém tentado abordar interleucinas especificas nas patologias
de superficie ocular. A ciclosporina A (cyl A) € um peptideo derivado de fungos
que inibe a ativacdo de células T e, consequentemente, a producao seletiva de
ILIB que estimula a expressdo de IL6.'*" O tratamento tépico com cyl A
diminuiu os niveis de MMP9 e citocinas inflamatdrias em um sistema modelo in
vitro de inflamacao e no ceratocone levou a diminuicdo dos niveis lacrimais de
MMP9 e ao retardo da progressdo da doenca.’® Além disso, a cyl A apresenta
resultados positivos no tratamento de olho seco, que também é mediado por

aumento de citocinas inflamatérias.***
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3.1.5 Alteracdes hormonais e o ceratocone

3.1.5.1 Cortisol

Uma das teorias que explicam a patogénese do ceratocone se baseia

no estresse e dano oxidativo que ativam a cascata enzimatica, resultando em
alteracfes nas proteinas e seus inibidores com consequente inicio ou piora da
ectasia.™’
Através da dosagem de cortisol enddgeno, é possivel quantificar o
estresse oxidativo. A medida se torna complexa ao se considerar que o cortisol
sérico, salivar e da urina sdo altamente volUveis devido a altera¢des do ciclo
circadiano (influenciado por diversos fatores externos como sono, repouso e
alimentacdo). Em contrapartida, a analise através de amostras de fios de
cabelo ja se mostra mais fidedigna.?®

Historicamente, a andlise da presenca de substancias em amostras
capilares é utilizada principalmente para detectar a exposicdo a algumas
substancias, principalmente drogas.**? A velocidade de crescimento do cabelo
€ cerca de 1 cm por més. Sendo assim, considerando que, através desta
amostra, a analise dos niveis de cortisol é mais confiavel e que este hormdnio
é relacionado com o ceratocone, pode-se sugerir uma avaliacdo da presenca

de cortisol ao longo do tempo e relacionar os resultados com a estabilidade ou

progressao da ectasia corneana.’*®
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O aumento dos niveis de cortisol enddégeno pode ser causado pela
ativacdo do eixo hipotalamo hipofise adrenal (HPA), desencadeando um
aumento na producdo e ativacdo de MMPs e enzimas colagenoliticas.*®* Estes
produtos em niveis elevados aceleram a degradacédo de fibras de colageno
tipos I, lll, V e VIl e componentes da MEC, como a elastina, fibronectina,
laminina e proteoglicanos. Assim, ha uma reducdo da rigidez corneana,
resultando no desencadeamento ou na piora do ceratocone.®

A relacdo entre niveis de glicocorticoides e alteracao estruturais da
cérnea vem sendo pesquisada cada vez mais.'®*** Existem evidéncias da
diminuicao da rigidez de corneas de coelhos que foram tratados com colirios de
glicocorticéides.® Brown et al.'® demonstraram um aumento significativo da
acao litica de colagenases em coérneas de coelhos causado pelo cortisol. Ha
evidéncia da associagao entre niveis elevados de horménios de estresse em
pacientes com apneia, que € uma doenca mais prevalente em pacientes com
ceratocone.™®"*® Monk et al.'*® descreveram altos niveis de cortisol no filme
lacrimal de equinos apés estimulacdo com horménios adrenocorticais. Um
estudo in vivo, utilizando cOrneas porcinas, demonstrou a alteracdo das

.18 Além disso, a

propriedades biomecéanicas perante altos niveis de cortiso
elevacdo de cortisol parece estar presente em pacientes com ceratocone em
progressdo quando comparados aos grupos com ceratocone estavel e
controle.’

A estrutrura corneana enfraquecida tem relacdo direta com as MMPs,

que sdo reguladas de forma crescente pelos efeitos descritos do cortisol e

HPA. Entretanto, existem outros fatores influenciadores sobre os niveis de
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cortisol endégeno, como interagcdes com outros hormonios, principalmente de
tireoide.*"*4°
Fatores como indice de massa corporal (IMC), tabagismo e
contracepcdo hormonal parecem influenciar na concentragcdo de cortisol
capilar.**® Spoerl et al.*** mostraram que a fumaca do cigarro poderia ser um
fator protetor na progresséo do ceratocone, por levar a um crosslinking natural.
Ja Dettenborn et al.'** ndo encontraram nenhuma alteracdo ou relacdo nas
concentracbes de cortisol capilar com o0 uso de anticoncepcionais ou
tabagismo.

O aumento da gordura corporal parece estar associado a ativacdo do
eixo HPA, levando & secrecdo elevada de cortisol.*** Apesar do aumento do

IMC e dos niveis de cortisol capilar parecerem estar correlacionados, em outro

estudo, essa relacdo néo foi encontrada.’

3.1.5.2 Hormonios tireoideanos

A prevaléncia de disfuncdes de tireoide em pacientes com ceratocone

é de 13.6%, maior do que a prevaléncia na populacdo em geral (2,0%).1%°

Pacientes com ceratocone exibindo sintomas de disturbios da glandula tireoide

(TGD) foram inicialmente observados na década de 30 quando Appelbaum et

al.'* reportaram uma série de pacientes com ceratocone com uma alta

prevaléncia de sintomas de hipotireoidismo. Posteriormente, King et al.**®

publicaram casos de ceratocone apds tireoidectomia. Lang et al.'*

descreveram um caso de Sindrome de Alagile com ceratocone secundario ao
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hipotireoidismo e Kocak et al.**’ reportaram um caso de ceratocone bilateral

associado a doenca de Hashimoto.

Além disso, a associacao entre sindrome de Down e ceratocone foi
anteriormente descrita, através de um aumento de mais de 15% na incidéncia
de ceratocone em portadores da sindrome.’*® A maior parte dos casos de
hipotireoidismo em pacientes com sindrome de Down apresenta altas
concentracdes séricas de TSH e baixas de T3 e T4.

Os niveis de T4 estdo elevados na lagrima de pacientes com
ceratocone,?’ porém n&o ha relacdo entre esse achado e o T4 sérico que
geralmente apresenta-se diminuido.**® Além da lagrima, existe uma relacdo
entre aumento de T4 no humor aquoso de pacientes com ceratocone
independentemente de sexo e idade.'®

ApoOs tratamento prévio de condicbes hipotireoideias ou por
tireoidopatia idiopatica ou autoimune, a diminuigcdo de TSH esté relacionada ao
aumento da espessura corneana.?® Beradi et al.**® demonstraram um aumento
da producdo de colageno em tendbBes apds tratamento com hormdnios
tireoideanos. Adicionalmente, niveis séricos altos de TSH e baixos de T4
podem estar envolvidos na exacerbagcdo do ceratocone durante a gestagcao e
pos-parto.31*°

Durante a gestacdo, mudancas complexas ocorrem na tireoide materna
e em diversos fatores que regulam a homeostase tireoideana. Em casos de
disfuncdo tireoideana subclinica, alteracdes autoimunes da tireoide ou
restricbes de iodo, a tireoide materna pode ndo conseguir suprir as demandas

da gestacdo e a homeostase da tireoide fica afetada.’™® Gatiofaz et al.®*
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descreveram um caso de hipotireoidismo durante a gestacdo que acelerou a
evolucdo de um ceratocone preexistente levando a sérias complicacdes

oculares.



4. Materiais e Métodos
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4.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo prospectivo observacional para o qual se
obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo (Anexo 1). Todos os participantes da pesquisa
foram submetidos ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que
esclarece os passos e objetivos da pesquisa (Anexo 2). Todas as etapas foram
realizadas em Goiania em parceira com a Faculdade de Medicina e de
Farmacia da Universidade Federal de Goias (UFG). O estudo obedeceu aos
principios da Declaracédo de Helsinki.

Foram incluidos participantes com diagndstico de ceratocone com
progressdo documentada, participantes com ceratocone que ndo apresentaram
progressdo de 1,0 D na ceratometria maxima (Kmax) em 1 ano, aqui
denominados grupo estavel, e participantes saudaveis como controle.

Na primeira fase do estudo, todos os participantes com critérios de
inclusdo foram submetidos a coleta de niveis de citocinas inflamatérias na
lagrima, cortisol capilar e hormonios tireoidianos séricos em dezembro de 2018
no laboratério do curso de farmacia da UFG. Na segunda fase do estudo, todos
os olhos selecionados foram submetidos a exame de tomografia corneana
através do Pentacam (Oculus, Wetzlar, Alemanha) e de mapa epitelial através
da tomografia de coeréncia 6ptica Fourier Domain (OCT- RTVue, Optovue,

Inc.).
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4.2. Selecédo de pacientes

421 Critérios deinclusao

Foram recrutados 350 individuos acompanhados ha mais de um ano
no ambulatorio de Coérnea do Centro de Referéncia em Oftalmologia da UFG e,
destes, apenas 74 participantes e 133 olhos foram selecionados para o estudo.
O critério diagnostico considerado para grupos com ceratocone consistiu na
assimetria entre 0os pontos inferiores e superiores da cérnea (IS) maior que 1,4
D e ceratometria central acima de 47 D.*?

O critério de inclusdo de todos participantes com ceratocone, além do
diagnéstico topografico, incluiu a realizacdo de pelo menos dois exames de
tomografia corneana prévios com intervalo de um ano para selecdo de qual
grupo de ceratocone seria incluido. Dentre os critérios da classificacdo de
Amsler-Krumeich, ceratometria e paquimetria central foram utilizados para
determinar o estagio dos olhos com ceratocone (Graus | até V).

O critério de inclusdo comum a todos participantes do estudo foi o
comprimento do fio capilar de pelo menos 3 cm e a medida do peso e altura
pelo mesmo avaliador (LRS) e na mesma balanca para calculo do indice de
massa corporal (IMC). O IMC consiste no resultado entre a razdo do peso do

paciente em quilogramas (Kg) e a altura em metros (m) elevada ao quadrado.®

4.2.1.1 Grupo ceratocone em progressao

O grupo de participantes com ceratocone em progressao foi definido

como aumento de pelo menos 1,0 D na Kmax ou nos valores de mapa
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diferencial da tomografia da cornea em intervalo de 12 meses. Esses valores
foram obtidos em ambos exames através de um tomografo de cornea com
sistema de Scheimpflug (Pentacam, Oculus, Wetzlar, Alemanha) e todos
participantes inclusos neste grupo, apods realizacdo dos exames, foram
encaminhados para o setor de cirurgia do ambulatério de cérnea da UFG para

avaliar a possibilidade de serem submetidos ao CXL.

4.2.1.2 Grupo ceratocone estavel

O grupo de participantes denominados como ceratocone estavel incluiu
0s participantes com diagndéstico de ceratocone que ndo apresentaram critérios
de progressao citados acima, ou seja, apresentaram estabilidade documentada

de curvatura em intervalo de 12 meses em ambos os olhos.

4.2.1.3 Grupo controle

Foi definido um grupo de participantes saudaveis pareados para a
idade para servir como valores de referéncia e controle. O critério de inclusédo
dos participantes do grupo controle foi a realizacdo de exame de tomografia
corneana (Pentacam-Oculus Instruments, Wetzlar, Alemanha) para excluir

qualquer alteracdo tomografica que os exclua do grupo controle saudavel.
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422 Critérios de exclusao

Foram excluidos participantes que apresentaram forma avancada da
doenca com cicatriz ou hidropsia. Assim como aqueles com doencas oculares
concomitantes, uveite ou glaucoma, disturbios inflamatorios sistémicos,
desordens autoimunes, doencas reumatoldgicas, diabetes mellitus, doencas
psiquiatricas e gravidez. Foram excluidos tabagistas e usuarias de
anticoncepcionais.

O uso de lentes de contato, de qualquer tipo de anti-inflamatério ou
anti-alérgico ocular ou sistémico ou historia prévia de procedimentos cirlrgicos
oculares em ambos os olhos foram também critérios de exclusdo. Participantes
que foram submetidos a cirurgia ocular em apenas um olho foram incluidos no
estudo e apenas o olho que ndo foi submetido a cirurgia foi incluido nas
andlises de lagrima e de exames de imagem. Apenas participantes do grupo
progressao apresentaram cirurgia em apenas um olho. Nesses casos, apenas
o olho n&o operado foi considerado para os exames de imagem e as dosagens
hormonais desses pacientes foram mantidas. Pacientes com cirurgia ocular
prévia ndo foram incluidos nos grupos com ceratocone estavel ou controle.

Foram excluidos também individuos com quadro ativo de alergia ocular
ou sistémica ou com olho seco. Para isso, todos participantes foram
submetidos a exame criterioso em lampada de fenda pelo mesmo avaliador
(LRS) que realizou avaliagéo de olho seco através do teste de Schirmer 1 (TS)

e avaliacdo do tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) para diagnosticar e
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excluir pacientes com olho seco.

O TS 1 consiste na colocacdo de uma tira de papel filtro padronizado
Whatman 41 com 35 mm de comprimento e 5 mm de largura (Ophthalmos®,
Sao Paulo, Brasil) sem instilacdo de colirio anestésico, sobre ambas as
palpebras inferiores. Os olhos permanecem suavemente fechados e, apdés 5
minutos, as tiras de papel filtro sdo retiradas. A quantificacdo da producéo de
lagrima é feita pela medida do papel filtro que fica umida. Os resultados sao
lidos da seguinte forma:*>*

Acima de 10mm: Normal;

Entre 5 e 10mm: Olho seco moderado;

Abaixo de 5 mm: Olho seco severo;

Participantes com TS < 10mm foram excluidos do estudo.

O tempo de ruptura do filme lacrimal (TRFL) foi realizado através da
medida do tempo entre 0 piscar e o aparecimento da primeira area seca na
cornea. Este exame foi quantificado em segundos apds 3 piscadas. Foi
considerada a média de trés medidas subsequentes. Valores superiores ou
iguais a 10 segundos foram considerados normais e valores menores que 10
segundos foram excluidos do estudo.™*

Todos os participantes responderam a um questionario sobre olho
seco, ocular surface disease index (OSDI), validado em portugués (Anexo 3).
Além disso, foram questionados sobre prurido, irritacdo ou dor ocular para
excluir sintomas de alergia.

O OSDI é um questionario com 12 perguntas que sao graduadas de 0
(zero) a 4, o valor total vai de 0 (zero) a 100, sendo que valores mais altos

indicam maiores sintomas de olho seco. Seu valor final € calculado pela soma
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de todos os escores multiplicado por 25 e o resultado € dividido pelo niumero
de questdes respondidas.’®® Os participantes da pesquisa que apresentaram
classificacdo diferente do denominado “normal” no questionario foram

excluidos. (Anexo 4)

4.3 Acuidade visual

Todos os participantes da pesquisa foram submetidos a exame
oftalmolégico completo realizado pelo mesmo examinador (LRS) incluindo
acuidade visual sem correcdo (AVSC) e acuidade visual com correcdo (AVCC).
AVSC e AVCC foram medidas através de medidas decimais de Snellen e

convertidas para logaritmo do angulo minimo de resolucédo (logMAR).

4.4 Tomografia de Cérnea
4.4.1  Sistema Scheimpflug

Os valores ceratométricos e de espessura da cOrnea foram obtidos
pelo sistema de cameras de Scheimpflug (Pentacam-Oculus, Wetzlar,
Alemanha), de acordo com as diretrizes do fabricante e comparados entre os
grupos. Trés imagens consecutivas foram realizadas e a de melhor qualidade
foi utilizada para a analise. A realizacdo dos exames foi feita por um mesmo
técnico, com habilitagdo e treino pelo fabricante. Foi obedecido o correto
posicionamento da cabeca no aparelho, evitando inclinagdes ou alteragdes de
eixo, eliminando possiveis erros de afericdo (Figuras 1 e 2).

Os seguintes parametros foram avaliados e comparados entre 0s
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grupos:
- Ceratometria mais plana (K1) em dioptrias (D);
- Ceratometria mais curva (K2) em dioptrias (D);
- Ceratometria média (Km) em dioptrias (D);
- Ceratometria maxima (Kmax) em dioptrias (D);

- Paguimetria mais fina em micra (um).

FONTE: Autora (Stival, LR)

Figura1-  (A) Posicionamento correto na realizacdo de exame de tomografia
de cérnea. (B) Visao do participante ao realizar o exame e camera
de Scheimpflug.
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FONTE: Autora (Stival,LR)

Figura 2- Imagem de exame de tomografia de cornea com ceratocone obtida

atraves do sistema Scheimpflug.
Alemanha).

4.4.2 Tomografia de Coeréncia Optica (OCT)

4.4.2.1 Mapa epitelial de cérnea

(Pentacam-Oculus, Wetzlar,

O estudo da espessura epitelial corneana foi realizado através do mapa

epitelial da Tomografia de Coeréncia Optica Fourier Domain (OCT- RTVue,

Optovue, Inc.) (Figura 3). Trés imagens consecutivas foram obtidas e a de

melhor qualidade foi utilizada para a analise. A realizagdo dos exames foi feita

por um mesmo técnico, com habilitacéo e treino pelo fabricante. Foi obedecido

o0 correto posicionamento da cabeca no aparelho, evitando inclinagcbes para
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eliminar possiveis erros de aferigéo.

Os seguintes parametros de mapa epitelial dentro do diametro de 7 mm
foram avaliados e comparados entre 0s grupos:

- Espessura epitelial Minima em micra (um);

- Espessura epitelial Maxima em micra (um);

- Espessura epitelial Central em micra (um);

- Desvio padrao da espessura epitelial (Std dev) em micra (um);

- Diferencas entre as espessuras epiteliais Minima e Maxima (Min-Max);

- Paguimetria mais fina em micra (um).

FONTE: Autora (Stival, LR)

Figura 3- Aparelho do equipamento de tomografia de coeréncia 6ptica (OCT)
da cornea (RTVue, Optovue, Inc.).
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PachymetryWide Right / OD

FONTE: Autora (Stival, LR)

Figura4- Imagem de exame de mapa epitelial obtido através de tomografia
de coeréncia éptica (OCT) da cornea (RTVue, Optovue, Inc.).

4.5 Citocinas inflamatérias lacrimais

A coleta do filme lacrimal foi realizada usando 15 pl de fluido lacrimal,
sem estimulagdo nasal ou instilacdo prévia de colirios, através de
microcapilares de vidro em terco temporal de férnice inferior. Evitou-se o
contato com a superficie conjuntival e corneana . Um novo tubo capilar foi
utilizado para cada amostra. Todas as amostras foram obtidas
aproximadamente no mesmo horario do dia pelo mesmo pesquisador (LRS),
sem o0 conhecimento de qual grupo o paciente fazia parte (teste cego) e

armazenadas e congeladas a - 80°C em menos de trinta minutos. As coletas
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foram realizadas no mesmo dia dos exames de imagem e laboratoriais.
Concentragfes de citocinas (IL1B, IL6, IL8, IL12p70, IL10 e TNFa) em
amostras de lagrimas foram analisadas utilizando o método Cytometric Bead
Array (CBA - BD Cytometric Bead Array- kit de citocinas inflamatérias VBA-
Human). Detalhadamente, 15 ul de amostras de lagrimas foram adicionados a
uma suspensao de 15 ul de granulos de captura de citocinas fluorescentes em
microplacas de filtro. A aquisicdo de dados multiparamétricos foi realizada em
um citdbmetro de fluxo FACS Array versdo 3, seguindo as instrucbes do
fabricante (BD Biosciences Immunocytometry Systems, San Jose, Califérnia,
EUA). Os dados foram analisados por meio do software FlowCytomix Pro 2.3.
Diluicbes em série adicionais do padrdo foram aplicadas para obter melhor

sensibilidade e, portanto, curvas padrdo modificadas foram geradas na analise.

._\

"

FONTE: Autora (Stival, LR)

Figura5- Imagem de microcapilares utilizados para coleta de lagrima.
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4.6 Dosagens hormonais

4.6.1 Cortisol capilar

Foram analisados os fios de cabelos de todos os participantes do
estudo. Considerando como base uma taxa média de crescimento do cabelo
de 1 cm / més, a concentracdo de cortisol do cabelo em um fio de cabelo 3 cm
de comprimento pode ser considerado como representante do perfil de cortisol
durante os ultimos 3 meses. A investigacdo e a determinacdo da concentracao
de cortisol foram determinadas do segmento de cabelo mais proximal ao couro
cabeludo e foram realizadas pelo mesmo técnico, com habilitacao e treino.

Os niveis de cortisol foram determinados usando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometro de Massas (LC-MS/MS).
As amostras foram cuidadosamente analisadas utilizando QTOF-MS
(micrOTOF-Q llI; Bruker Daltonics, Bremen, Germany) acoplado a um sistema
de cromatografia liquida Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japan). A
seguinte condicdo cromatogréfica foi utilizada: 75 x 2.0 mm i.d., 2.2 um, Shim-
pack XR-ODS Il (Shimadzu, Kyoto, Japan) foi diluido com um gradiente de 0,15
de acido férmico em agua (A) e acetonitrila (B) uma taxa de fluxo de 400
ML.min-1 e 55°C da seguinte forma: 0 — 6 min, 5 — 50% de B; 6 — 8 min, 100%
de B; 8 — 8.1 min, 100 — 5% de B; 8.1 — 10 min, 5% de B. A curva de calibracéo
foi linear no intervalo especificado (0.05 — 30 ng/mg). Os valores hormonais
obtidos foram submetidos a uma transformacao logaritmica para melhor analise

estatistica.
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4.6.2 Hormobnios tireoideanos séricos

Foram coletados 5 ml de sangue total em tubos a vacuo e analisados o
nivel sérico de hormonio estimulador de tireoide (TSH), tri-iodotironina total (T3)
e tiroxina livre (T4) que foram analisados pelo método de gquimioluminescéncia
direta. Os kits sdo imunoensaios competitivos, largamente empregados em
humanos, executados de acordo com as instru¢cdes do fabricante. (Architect:

Abbot Diagnostics).

4.7 Célculo do tamanho amostral e andalise estatistica

Programa Office Excel foi utilizado para inserir todos os dados obtidos
que, juntamente com exames de imagem, foram armazenados em dispositivo
de nuvem denominado Dropbox de acesso exclusivo da autora (LRS) com
senha de protecéo.

Utilizou-se andlise de poténcia para estimar o tamanho da amostra
minima exigida em cada experiéncia para tirar conclusées significativas, com
95% de intervalo de de confianca (IC) e 80% de poder. A fim de calcular os
tamanhos de efeito, comparou-se a diferenca da meédia de todas as
combinacbes de grupos (Controle vs Ceratocone Estavel, Controle vs.
Ceratocone em Progressdao e Ceratocone Estavel vs. Ceratocone em
Progressédo) usando a medida d de Cohen.

As analises estatisticas foram implementadas com software R para

MAC (versdo 3.3.3. http://www.R-project.org), e todos os dados coletados
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foram expressos em média + desvio padrdo (DP). Andlises de significancia
Variancia (ANOVA) foram usadas pra comparar resultados médios no mesmo
grupo e, para multiplas comparacdes (entre os 3 grupos), foi realizada a analise
de comparacdes de Tukey (Tukey Honest Significant Differences, funcdo R:
Tukey HSD), executada com funcéo do R “TukeyHSD”). O nivel de significancia

estatistica foi considerado quando o valor de p fosse menor que 0,05 (p<0,05).

A correlacdo de Pearson (r) foi usada para medir a dependéncia linear
entre duas variaveis diferentes (x e y). O grafico de y = f (X) é representado
pela curva de regressao linear. A direcdo e a forca da correlacdo de Pearson
foram interpretadas da seguinte forma: correlacéo de 0,9 a 1,00 (-0,90 a -1,00)
extremamente positiva (negativa); 0,70 a 0,89 (-0,70 a -0,90) correlacdo
altamente positiva (negativa); 0,40 a 0,69 (-0,40 a -0,69) correlacdo
moderadamente positiva (negativa); 0,20 a 0,39 (-0,20 a -0,39) correlacao
positiva (negativa) baixa; 0,00 a 0,19 (0,00 a -0,19) correlacdo insignificante.
(Correlacédo de Pearson, Prism; GraphPad). Todas as analises estatisticas
foram realizadas com o software estatistico R (http://www.R-project.org). Os
valores médios ajustados foram transformados, e intervalos de confianca de
95% (ICs) foram determinados. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5.1 Dados gerais

Este estudo analisou 133 olhos de 74 participantes, os quais foram
divididos em 3 grupos: controle, ceratocone estavel e ceratocone em
progressdo. No grupo controle, foram avaliados 52 olhos de 26 participantes
com média de idade de 22,58 + 6,88 anos. No grupo ceratocone estavel, foram
avaliados 28 olhos de 14 participantes com média de idade de 23,14 + 5,75
anos. No grupo ceratocone em progressao, foram avaliados 53 olhos de 34
participantes com média de idade de 20,24 + 4,42 anos. As diferencas de idade
nao foram estatisticamente significativas (p=0,156), assim como as diferencas
do IMC entre os grupos (p=0,629). Os dados gerais dos grupos estudados
estdo representados na tabela 1. Ao considerar todos os olhos com ceratocone
(estavel + progresséo), 49 foram classificados como grau | (60,49%), 20 como

grau Il (24,69%), 3 como grau Il (3,70%) e 9 como grau 1V (11,11%).

Tabela 1- Dados gerais dos grupos estudados

N Idade
Grupo F M Gl Gll Glll GIV
(olhos) (anos)
22,58 14 12
Controle >2 +6,88 (53,84%)  (46,15%)
Estavel 28 23,14 4 10 20 6 1 1
+5,75 (28,57%) (71,42%) (71,42%) (21,42) (3,57%) (3,57%)
Progressao 53 19,24 12 (35%) 22 (65%) 2 14 2 8

+4,57 (54,71%) (26,41%) (3,77%) (15,09%)

A= anos; F= sexo feminino; M= sexo masculino; G= grau de ceratocone.
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5.2 Valores ceratométricos e paguimeétricos

Os wvalores de K1, K2 e Kmax apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre todos os grupos estudados (p<0,05). A
paquimetria mais fina da cornea, medida através da tecnologia de Scheimpflug,
apresentou valores médios de 538,77um * 31,93, 482,04um * 52,67, e
441,57um * 32,47 nos grupos controle, estavel e progressao, respectivamente.
Houve diferenca significativa nos valores de paquimetria mais fina entre os
grupos progressao e estavel (p=0,001) e entre 0s grupos com ceratocone € 0
grupo controle (p<0,0001). A tabela 2 demonstra a média e o desvio padrédo
dos valores ceratométricos e das medidas paguimétricas corneanas nos pontos

mais finos.

5.3 Mapa epitelial

Dentro da area de captacdo de 7 mm de imagem pela tomografia de
coeréncia Optica, observou-se que a diferenca entre a espessura epitelial
minima e maxima (Min-Max) foi de -8,33 ym + 3,85 no grupo controle, -18,64
Mm £ 5,74 no grupo estavel e -24,94 um * 8,24 no grupo em progressao.

As variaveis epiteliais: Central, Min, Max, Min-Max, Sup e Std dev,
apresentaram diferenca  significativa entre olhos com ceratocone
(estavel+progressao) e olhos saudaveis (p<0,05). Apenas o parametro (Min-
Max) apresentou diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
estavel e progresséo (p=0,001). A tabela 2 demonstra a média e a comparacao

entre as variaveis epiteliais de todos os grupos.



Resultados 56

Tabela 2- Comparacdo da meédia dos parametros ceratométricos,
paquimétricos e de espessura epitelial entre os grupos

Grupo P-value
Ceratocone Estavel Progressdao Progressdao

Pardmetro C’or.\trole Fs’fével Pr’og.ressé'o ANOVA Vs Vs Vs v's

(média + DP) (média + DP) (média + DP) (p) Controle Controle Controle Estavel

(p) (p) (p) (p)

Ceratometria (D)
K1 42,46 £1,39 45.03% 3,62 47,33+ 5,62 0,049 <0,0001 0,020 0,001 0,004
K2 43,42 +1,23 48,14+ 4,44 51,69+ 6,90 <0,0001 <0,0001 0,001 0,001 0,006
Km 42,93 £1,28 44,96+ 9,10 49,40+ 6,14 0,001 <0,0001 0,290 0,001 0,003
Kmax 43,83 £1,29 51,57+ 6,17 56,4+8,79 <0,0001 <0,0001 0,001 0,001 0,004
Paquimetria (um)
Paqui min 538,77+ 31,93 482,04+ 52,67 441,57+ 32,47 <0,0001 <0,0001 0,001 0,001 0,001
Espessura Epitelial
(um)
Central 53,23 +£3,47 48,61 +10,95 50,04 + 6,46 0,008 0,003 0,012 0,046 0,633
Min 47,42 +5,19 43,82 £7,06 40,53 £7,09 <0,0001 <0,0001 0,047 0,001 0,075
Max 56,31+ 3,97 62,54 +6,91 63,77+7,59 <0,0001 <0,0001 0,001 0,001 0,661
Min-Max -8,33+3,85 -18,64 5,74 -24,94 + 8,24 <0,0001 <0,0001 0,001 0,001 0,001
Sup 51,7543,62 53,7945,87 53,5845,56 0,100 0,032 0,191 0,145 0,900
Inf 53,2944,25 50,61+13,17 53,6445,59 0,195 0,603 0,279 0,900 0,194
Std dev 1,65 +0,55 4,51+1,78 5,07 +2,38 <0,0001 <0,0001 0,001 0,001 0,358

ANOVA = analise de variancia; Min= minimo; Max= maximo; Sup= superior; Inf= inferior; Std dev=desvio padrdo do epitélio; K1=
ceratometria mais plana; K2= ceratometria mais curva; Km= ceratometria média; Kmax= ceratometria maxima; Paqui min=paquimetria
mais fina.
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54 Citocinas inflamatérias lacrimais

5.4.1 Comparacao entre valores médios

As médias dos valores encontrados das citocinas inflamatorias
estudadas na lagrima foram analisadas separadamente e comparadas entre os
grupos. Niveis de citocinas inflamatérias no grupo ceratocone (estavel +
progressao) foram comparados ao grupo controle (tabela 3). Os valores

estatisticamente significativos estdo destacados em negrito.

Tabela 3- Comparacdo da média dos niveis de citocinas inflamatérias na
lagrima entre os grupos

Grupo P-value
Citocina Controle Estavel Progressao ANOVA Ceratocone Estavel Progressdo Progressao
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) vs. vs. vs. vs.
controle controle  Controle Estavel
(medla + DP) (médla + DP) (medla + DP) (p) (p) (p) (p)
IL1B 1,05+0,67 1,51+1,00 1,47+1,08 0,03 <0,0001 0,10 0,04 0,98
IL6 1,37+1,01 4,72 +£1,91 6,59 +3.25 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
139,38 + 182,88 + 160,10 +
IL8 42,35 59,42 43,87 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,04 0,08
IL10 0,23+0,34 0,04 +£0,02 0,17 +0,25 0,010 0,03 <0,0001 0,50 0,08
|L12p70 0,26 £ 0,45 0,16 £+ 0,28 0,19+0,34 0,41 0,19 0,47 0,52 0,94
TNFa 0,07+0,14 0,25+0,24 0,27 £ 0,46 <0,0001 <0,0001 0,04 0,01 0,99

ANOVA = analise de variancia; IL= interleucina; vs.=versus; TNFa= fator de necrose tumoral.
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5.4.2 Interleucina 1B
5.4.2.1 Comparacéao entre valores médios

Houve um aumento estatisticamente significativo entre os valores
lacrimais de interleucina 1B (IL1B) entre o grupo progressao e o grupo controle
(2,47 pg/ml £ 1,08 vs 1,05 pg/ml £ 0,67; p=0,04), porém ndo houve aumento
entre grupos estavel e controle (1,51 pg/ml + 1,00 vs 1,05 pg/ml £ 0,67; p=
0,10) e entre grupos progressao e estavel (1,47 pg/ml + 1,08 vs 1,51 pg/ml +
1,00; p=0,98). Niveis de IL1B no grupo ceratocone (estavel + progressao)
foram estatisticamente maiores que no grupo controle (p<0,0001). O grafico 1

ilustra os niveis lacrimais comparativos de IL1B.
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Gréfico 1- Niveis lacrimais de IL1B em pacientes com ceratocone
comparados ao grupo controle.
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5.4.3 Interleucina 8

5.4.3.1 Comparacdo entre valores médios

Houve um aumento estatisticamente significativo entre os valores

lacrimais de interleucina 8 (IL8) entre o grupo progresséo e controle (160,10

pg/ml + 43,87 vs 139,38 pg/ml + 42,35; p=0,04) e entre 0 grupo estavel e

controle (182,88 pg/ml £ 59,42 vs 139,38 pg/ml + 42,35; p<0,0001). Porém, nédo

houve aumento significativo entre grupos progresséao e estavel (160,10 pg/ml +

43,87 vs.182,88 pg/ml + 59,42; p=0,08). Niveis de IL8 no grupo ceratocone

(estavel + progressao) foram estatisticamente maiores que no grupo controle

(p<0,0001). O gréfico 2 ilustra os niveis lacrimais comparativos de IL8.
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Niveis lacrimais de IL8 em pacientes com ceratocone
comparados ao grupo controle.
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5.4.4 Interleucina 10

5.4.4.1 Comparacao entre valores medios

Houve uma diferenca estatisticamente significativa entre os valores
lacrimais de interleucina 10 (IL10) entre o grupo estavel e controle (0,04 pg/mi
+ 0,02 vs 0,23 pg/ml £ 0,34; p<0,0001). Porém, ndo houve diminuicdo
significativa entre os grupos progressao e controle (0,17 pg/ml £ 0,25 vs 0,23
pg/ml + 0,34; p=0,50) e entre o0s grupos estavel e progresséao (0,04 pg/ml £ 0,02
vs 0,17 pg/ml £ 0,25; p=0,08). Niveis de IL10 no grupo ceratocone (estavel +
progressao) foram estatisticamente menores que no grupo controle (p=0,03). O

gréafico 3 ilustra os niveis lacrimais comparativos de IL10.
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Gréfico 3- Niveis lacrimais de IL 10 em pacientes com ceratocone
comparados ao grupo controle.
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5.4.5 Interleucina 12p70

5.4.5.1 Comparagdao entre valores médios

A diminuicdo dos valores lacrimais de interleucina 12p70 (IL12p70)
entre 0 grupo progressao e controle néo foi estatisticamente significativa (0,19
pg/ml £ 0,34 vs 0,26 pg/ml + 0,45; p=0,52). Assim como a diferenca entre o
grupo estavel e controle (0,16 pg/ml + 0,28 vs 0,26 pg/ml £ 0,45; p=0,47) e
entre o grupo estavel e progressao (0,16 pg/ml £ 0,28 vs 0,19 pg/ml + 0,34;
p=0,94). Nao houve diferenca entre os niveis de IL12p70 entre 0 grupo

ceratocone (estavel + progresséo) e o controle (p=0,19).
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Gréafico 4- Niveis lacrimais de IL 12p70 em pacientes com ceratocone
comparados ao grupo controle.
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546 TNFa

5.4.6.1 Comparacdao entre valores médios

Houve um aumento estatisticamente significativo entre os valores
lacrimais de TNFa entre o grupo progressao e controle (0,27 pg/ml + 0,46 vs
0,07 pg/ml + 0,14; p=0,01) e entre o grupo estavel e controle (0,25 pg/ml + 0,24
vs 0,07 pg/ml £ 0,14; p=0,04). Porém, ndo houve aumento estatisticamente
significativo entre os grupos progressao e estavel (0,27 pg/ml £ 0,46 vs 0,25
pg/ml £ 0,24; p=0,99). Niveis de TNFa no grupo ceratocone (estavel +
progressao) foram estatisticamente maiores que no grupo controle (p<0,0001).

O grafico 5 ilustra os niveis lacrimais comparativos de TNFa.
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Gréafico 5- Niveis lacrimais de TNFa em pacientes com ceratocone
comparados ao grupo controle.
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5.4.7 Interleucina 6

5.4.7.1 Comparacdo entre valores médios

Houve um aumento estatisticamente significativo dos valores lacrimais
de IL6 entre o grupo progressao e controle (6,59 pg/ml + 3,25 vs 1,37 pg/ml +
1,01; p<0,0001), entre o grupo progressao e estavel (6,59 pg/ml + 3,25 vs 4,72
pg/ml £ 1,91; p<0,0001) e entre o grupo estavel e controle (4,72 pg/ml £ 1,91 vs
1,37 pg/ml + 1,01; p<0,0001). Niveis de IL6 no grupo ceratocone (estavel +
progressdo) foram estatisticamente maiores que no grupo controle (p<0,0001).

O grafico 6 ilustra os niveis lacrimais comparativos de IL6 entre 0s grupos.
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Gréafico 6- Niveis lacrimais de IL6 em pacientes com ceratocone comparados
ao grupo controle.
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Ao analisar apenas 0s pacientes com ceratocone (estavel +
progressao), observou-se um aumento significativo entre os valores lacrimais
de IL6 e o grau do ceratocone (p=0,002). Além disso, a comparacdo entre
pacientes com ceratocone grau IV e grau | apresentou diferenca
estatisticamente significativa (8,67 pg/ml = 2,69 vs 5,20 pg/ml £ 2,30; p=0,006).
A tabela 4 mostra a relacédo entre as citocinas inflamatorias estudadas (IL1B,
IL6, IL8, IL10, 12p70 e TNFa) e o grau de classificacdo do ceratocone. Os
valores estatisticamente significativos estdo relacionados apenas a IL6 e estdo

destacados em negrito.

Tabela4- Relacédo entre citocinas inflamatérias lacrimais e a gravidade do
ceratocone
Grau Ceratocone P-value
Citocina
I ] m v ANOVA v I-Il -l -1 -Iv n-iv
(pg/ml)
1,56 + 1,60 +
IL1B 131+099 115+011 0,767 0,999 0,821 0,924 0,996 0,904 0,925
1,15 1,07
520 + 8,67 +
IL6 590 + 3,88 921 + 3,13 0,002 0,006 0,788 0,090 0,243 0,080 0,992
2,30 2,69
180,10 + 158,72 + 170,62 + 157,17 +
IL8 0,360 0,615 0,409 0,090 0,982 1,000 0,980
56,55 45,66 67,34 22,66
0,14 + 0,25 +
IL10 008 +£016 011 +0,18 0,536 0,731 0,850 0,998 0,998 0,463 0,887
0,33 0,29
0,15 + 0,39 +
IL12p70 0,24 £ 039 0,00 £ 0,00 0,181 0,237 0,756 0,871 0,656 0,714 0,324
0,26 0,57
034 + 0,28 +
TNFa 051 0,16 £+ 023 0,21 £0,27 030 0,461 0,987 0,392 0,960 0,997 0,877 0,994

ANOVA = analise de variancia; IL= interleucina; TNFo= fator de necrose tumoral alfa.
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5.4.7.2 Correlacéo entre IL6 e parametros tomograficos

O gréfico 7 representa as correlacfes entre 0s niveis lacrimais de IL6 e
0S seguintes parametros:
- K2: correlacdo moderadamente positiva (pearson= +0,46; p<0,0001);
- Paquimetria mais fina: correlacdo moderadamente negativa
(pearson=-0,57; p< 0,0001);
- Espessura epitelial minima: correlagcdo negativa baixa (pearson= -

0,31; p<0,0001).
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Grafico 7- Correlacdo linear de Pearson entre IL 6 e K2 (A), paquimetria
mais fina (B) e epitélio minimo(C).
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5.5 Cortisol capilar

5.5.1 Comparacéao entre valores médios

Em pacientes do grupo progressdo, a média dos niveis de cortisol
capilar foi estatisticamente maior do que no grupo estavel (0,62 ng/mg * 0,16
vs. 0,37 ng/mg £ 0,06; p<0,0001). No grupo controle, a média do cortisol capilar
foi estatisticamente menor que aqueles do grupo progressao (0,35 ng/mg *
0,09 vs. 0,62 ng/mg = 0,16; p<0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo controle e pacientes do grupo
estavel (0,35 ng/mg + 0,09 vs. 0,37 ng/mg * 0,06; p= 0,817). Niveis de cortisol
capilar no grupo ceratocone (estavel + progressdo) foram estatisticamente
maiores que no grupo controle (p<0,0001). A diferenca dos niveis de cortisol

capilar entre os grupos esta representada no gréfico 8.
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Gréfico 8- Niveis de cortisol capilar em pacientes com ceratocone
comparados ao grupo controle.
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5.5.2 Correlacdo entre cortisol capilar e parametros tomogréficos

O gréfico 9 representa as correlagdes entre os niveis de cortisol capilar
e 0S seguintes parametros:
-K2: correlagéo altamente positiva (pearson= +0,74; p<0,0001);
-Paguimetria mais fina: correlacdo moderadamente negativa (pearson= -
0,65; p< 0,0001);

-Espessura epitelial minima: correlacdo negativa baixa (pearson= -0,35;

p<0,0001).
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Gréfico 9- Correlacdo linear de Pearson entre cortisol capilar e K2 (A),
paquimetria mais fina (B) e epitélio minimo(C).

A associacdo entre o aumento dos niveis de cortisol capilar e a
gravidade do ceratocone (Amsler Krumeich [-1V) também foi analisada. A

diferenca entre os estagios llI-IV de ceratocone ndo foi estatisticamente
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significativa (p= 0,94). Assim como a diferenca entre os estagios I-ll (p= 0,54),
-1l (p= 0,164) e lI-IV (p= 0,109). Entretanto, a diferenca da concentracao de
cortisol capilar entre os grupos I-IV foi estatisticamente significativa (p=0,04),

assim como a diferenca entre os estagios I-11l (p=0,03).

5.5.3 Correlacao entre cortisol capilar e IL6

O grafico 10 representa a correlacdo positiva e estatisticamente

significativa entre as concentracfes de cortisol capilar e de IL6 na lagrima

(pearson=+0,38; p<0,0001).
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Grafico 10- Correlagéo linear de Pearson entre cortisol capilar e IL6.
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5.5.4 Correlacao entre cortisol capilar e TSH

O grafico 11 representa a correlacdo positiva baixa e estatisticamente
significativa entre as concentracdes de cortisol capilar e as concentracfes

séricas de TSH (Pearson= +0,24; p=0,005).
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Grafico 11- Correlacao linear de Pearson entre cortisol capilar e TSH.
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5.6 Hormoénios tireoideanos séricos

5.6.1 Comparacéao entre valores médios

As dosagens séricas hormonais foram analisadas e comparadas
separadamente. Niveis de TSH no grupo ceratocone (estavel + progressao)
foram estatisticamente maiores que no controle (p=0,01). As analises das
meédias estdo resumidas na tabela 5. Os valores estatisticamente significativos
estdo destacados em negrito. A associacdo entre 0 aumento dos niveis de TSH
e a gravidade do ceratocone (Amsler Krumeich I-1V) também foi analisada. N&o
houve diferenca estatisticamente significativa entre nenhum estagio: |-l

(p=0,84), I-11(p=0,89), I-IV(p=0,24), II-11(p=0,67), lI-IV(p=0,58), lll-IV(p=0,26).

Tabela5- Comparacao da média dos niveis hormonais tireoideanos entre 0s

grupos
Grupo P-value

Parametro Controle Estavel Progressdo ANOVA Ceratocone Estavel Progressdo  Progressdo

(média + DP) (média + DP) (média + DP) Vs Vs Vs Vs

controle controle controle estavel

TSH 1,47 £ 1,68 £ 1,96 + 0,02 0,01 0,61 0,02 0,41
(mU/mL) 0,57 0,52 0,83
T3 1,02 + 1,05+ 1,13+ 0,16 0,62 0,92 0,99 0,99
(ng/mL) 0,2 0,19 0,25
T4 7,45+ 7,48 = 7,43+ 0,99 0,94 0,99 0,99 0,99
(ng/mL) 1,2 1,15 1,98

ANOVA = andlise de variancia; T3= tri-iodotironina;T 4=tiroxina; TSH= hormonio estimulador da tireoide.
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A concentracdo de TSH foi mais alta de uma forma estatisticamente
significativa no grupo de 34 pacientes com ceratocone em progressao
comparada com grupo de 26 pacientes controle (1,96 mU/mL + 0,83 vs. 1,47
muU/mL + 0,57; p=0,02). Entretanto, quando comparados 0 grupo progressao
com o grupo estavel (1,96 mU/mL + 0,83 vs. 1,68 mU/mL + 0,52; p=0,41), nédo
foi observada diferenca estatisticamente significativa. Assim como entre o
grupo estavel e o grupo controle (1,68 mU/mL + 0,52 vs. 1,47 mU/mL % 0,57;
p=0,61). A distribuicdo dos niveis de TSH entre os grupos esta ilustrada no

gréafico 12.
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Gréfico 12- Niveis séricos de TSH em pacientes com ceratocone comparados
ao grupo controle.
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Nado foi observada diferenca estatisticamente significativa nas
dosagens de tiroxina (T4) entre os grupos controle e estavel (7,45 ng/mL + 1,2
vs 7,48 ng/mL £ 1,15; p=0,99), entre os grupos controle e progresséao (7,45
ng/mL £ 1,2 vs 7,43 ng/mL = 1,98; p=0,99) e entre 0s grupos progressao e
estavel (7,43 ng/mL + 1,98 vs 7,48 ng/mL * 1,15; p=0,99). O gréafico 13 ilustra

0S niveis séricos de T4 entre 0os grupos estudados.
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Gréfico 13- Niveis séricos de T4 em pacientes com ceratocone comparados
ao grupo controle.
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa nas dosagens de tri-
iodotironina (T3) entre os grupos controle e estavel (1,02 ng/mL = 0,20 vs 1,05
ng/mL + 0,19; p=0,92), entre os grupos controle e progressao (1,02 ng/mL *
0,20 vs 1,13 ng/mL % 0,25; p=0,99) e entre 0s grupos estavel e progressao
(2,05 ng/mL £ 0,19 vs 1,13 ng/mL = 0,25; p=0,99). O grafico 14 ilustra a

dosagem de T3 entre 0s grupos.
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Gréfico 14- Niveis séricos de T3 em pacientes com ceratocone comparados
ao grupo controle.
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5.6.2 Correlacao entre TSH e parametros tomograficos

A correlacdo positiva baixa e estatisticamente significativa entre os
valores de TSH e K2 (pearson= +0,27; p<0,05) esta representada pelo grafico
15. Houve uma correlacdo negativa baixa e estatisticamente significativa entre
0 aumento dos niveis de TSH e a diminuicdo da espessura paquimétrica mais
fina pelo método de Scheimpflug (pearson=-0,21; p<0,05) e foi representada
pelo grafico 16. Nao houve correlacdo entre os niveis de TSH e o epitélio

minimo (grafico 17), (pearson=-0,081; p=0,351).
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Gréfico 15- Correlagao linear de Pearson entre TSH e K2.
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Gréfico 16- Correlacao linear de Pearson entre TSH e paquimetria mais fina.
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Gréfico 17- Correlagéo linear de Pearson entre TSH e epitélio minimo.



Resultados 76

5.7

Correlagéo entre as variaveis estudadas

As principais variaveis relacionadas ao dano estrutural: ceratometria

mais curva (K2), paquimetria mais fina da cérnea (paquimetria mais fina) e a

espessura epitelial minima (epitélio minimo) foram correlacionadas com os

valores de cortisol capilar, IL6 na lagrima e TSH séricos de todos os grupos e

estdo representadas na figura 6.
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O conhecimento da correlacdo entre as interleucinas lacrimais,
principalmente a IL6, o aumento croénico do cortisol com alteracdes estruturais
e 0 processo de progressao em individuos com ceratocone ainda ndo haviam
sido determinados. Medidas de interleucinas lacrimais em situacdes
controladas, como neste estudo, representam mediadores inflamatorios
produzidos por células epiteliais.*® O cortisol capilar representa a producéo
integrada de cortisol nos ultimos meses e seu potencial estresse molecular
oxidativo cronico.'®® Portanto, por meio dessas medidas, este estudo avaliou o
status molecular em olhos com ceratocone em franca progressao,
independentemente do estagio, comparados aos olhos que possuem a forma
estavel da doenca e olhos saudaveis. Subsequentemente, esses achados

moleculares foram correlacionados com possiveis mudancas estruturais.

Medidas de marcadores inflamatorios em olhos com ceratocone tém
sido objeto de debate ha alguns anos.? Este estudo ndo apenas corroborou
esses niveis mais elevados em pacientes com ceratocone (progressivo ou
estavel) em comparacao com olhos saudaveis, porém mais importante, revelou
trés novas descobertas relevantes neste contexto. Primeiro, 0s pacientes que
estdo progredindo possuem uma concentracdo ainda maior de IL6 e cortisol
em comparacdo aos pacientes com formas estaveis de ceratocone,
independentemente do estagio. Em segundo lugar, existe uma correlacao
significativa entre este aumento de IL6 e cortisol com danos estruturais
representada pelo aumento da curvatura da coérnea (K2), afinamento do
estroma e do epitélio. Por ultimo, foi demonstrada uma correlagéo significativa

entre a IL6 e os niveis de cortisol dos ultimos meses, quantificados na amostra
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proximal de 3 cm de cabelo.

Este estudo mostrou que, mesmo mudancas sutis na curvatura,
insuficientes para alterar o estagio da doenca do paciente, sdo acompanhadas
por uma maior concentracdo de interleucinas inflamatorias e cortisol capilar.
Esses achados podem melhorar os métodos de monitoramento desses
pacientes e, eventualmente, permitir que o tratamento anti-inflamatério e as
indicagdes cirurgicas sejam capazes de interromper a progressao em estagios

iniciais.

Um dos aspectos mais substanciais da metodologia deste estudo € que
foram identificados olhos que progrediram com base nos limites que os
tornariam candidatos ao CXL (1,0 D no Kmax em um ano), independentemente
do estagio final de ceratocone em que se encontrem. Este € um ponto
essencial por duas razdes: primeiro, devido ao fato do aumento superior a 1,0
D em um ano estar além do que € esperado para a histéria natural do
ceratocone,® e segundo, ao fato de que, apesar da mudanca significativa da
curvatura, ainda assim o paciente poderia ndo atender aos critérios para mudar
0 estadiamento para um estagio superior, criando, assim, um Vviés para as
andlises do papel das citocinas e do cortisol na progresséo relevante do
ceratocone. Por exemplo, neste estudo, 53 olhos preencheram os critérios para
uma clara progresséo ao longo de um ano, e apenas 18,86% estdo no estagio

3oud4.

O fato anteriormente descrito pode justificar resultados obtidos em
estudos anteriores nos quais ndo encontraram diferengas significativas entre a

IL6 na lagrima e a gravidade do ceratocone.'® Devido ao fato da progresséo



Discussao 80

do paciente ndo ter sido considerada no grupo de participantes com
ceratocone, provavelmente olhos que progrediram e que nao progrediram

foram agrupados no mesmo estagio.

Além disso, a metodologia permitiu uma comparacao direta entre olhos
estaveis (independente do estadiamento) e olhos em progressdo. Foi
demonstrado que, dentre as outras citocinas inflamatérias avaliadas, a IL6 foi
a unica cuja concentracdo foi significativamente maior no grupo em evolucao.
Esse achado destaca o papel da IL6 como um parametro potencial para
identificar olhos com maior propensdo a progressdo. A subdivisdo em estagios
apenas confirma esse achado, uma vez que os olhos no estagio IV também
tém concentracdes maiores do que no estagio |. Estudo anteriores mostram
que a IL6 participa como um regulador da MMP-9, uma importante enzima
produzida pelo epitélio da cérnea e que participa da degradacdo de fibras de

colageno tipo 1 e 4.*'

Os marcadores inflamatorios (IL1B, IL8 e TNFa), também analisados
neste estudo, apresentaram maior concentracdo nos olhos portadores de
ceratocone, mas nao foram suficientes para indicar os olhos com maior
propensdo a progressao. Semelhante a IL6, a IL1B possui um papel
estimulador para outras metaloproteinases e catepsinas S na matriz
extracelular.®® Por outro lado, niveis de IL10, que tém papel inibitério das
catepsinas S na matriz extracelular, apresentaram valores reduzidos nas
lagrimas de pacientes com ceratocone no presente estudo. As catepsinas S

sdo uma potente protease lisossomal secretada no espaco extracelular e tém

sido implicadas na degradacdo da elastina e do colageno em doencas
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vasculares.*®

Pacientes com conjuntivite alérgica sazonal ativa, primaveril,
ceratoconjuntivite atépica e pacientes com olho seco foram excluidos do nosso
estudo, pois poderiam alterar a concentracdo dessas citocinas e, portanto, ser
uma fonte potencial de viés. No caso da IL10, por exemplo, que tem nivel
reduzido em pacientes com ceratocone, sua interpretacao seria potencialmente
afetada, uma vez que essas condi¢cdes oculares ocorrem, ao contrario, com

concentracdo aumentada de 1L10.°

Estudos anteriores corroboram com o0s achados deste estudo.

Balasubramanian et al.?

investigaram uma variedade de marcadores
inflamatodrios lacrimais em olhos com ceratocone e encontraram niveis
aumentados de IL6, IL8 e TNFa em comparacao com o controle. Sorkhabi et
al.?! demonstraram que os marcadores inflamatérios IL6, IL1b apresentaram
niveis mais elevados em olhos com ceratocone, enquanto os niveis de IL10
foram significativamente menores em comparacédo aos controles. No entanto,
0s estudos citados ndo especificaram a progressao entre 0s pacientes com

ceratocone, portanto, as conclusdes foram limitadas ao comportamento desses

marcadores inflamatodrios.

Os resultados desta tese destacam a relacdo entre a gravidade do
processo inflamatério e as mudancas estruturais mensuraveis na cornea do
paciente com ceratocone (Figura 6). Além disso, corrobora o tratamento
potencial com anti-inflamatorios, como a ciclosporina A. Estudos anteriores que
agruparam pacientes pelo estagio da doenca também encontraram alguma

correlacdo entre IL6 e gravidade do ceratocone.'® Neste, a IL6 foi a Unica
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citocina aumentada em olhos com documentada progressao, independente do
estagio, o que permite sugerir que uma resposta inflamatoria dependente de
IL6 pode ser parte essencial da cascata que leva a danos estruturais como
aumento da curvatura e afinamentos epiteliais e estromais, ou seja, atuando

diretamente na progressao da doenca.

Outro achado sem precedentes refere-se ao aumento sustentado da
concentragdo de cortisol em pacientes com ceratocone em progressao e sua
correlacdo significativa com o aumento da curvatura e afinamento da cérnea.
Anteriormente, embora os autores ndo tenham correlacionado os valores com

interleucinas ou alteragcBes na curvatura, Lenk et al.'’

ja haviam avancado
nosso conhecimento sobre a influéncia do cortisol ao demonstrar uma
concentracdo maior em olhos em evolucdo. Os autores sugeriram que O
cortisol teria seu papel como biomarcador de estresse crénico. Recentemente,
um estudo mostrou a relagéo entre a concentracdo de cortisol capilar, como um
correlato bioquimico dos padrdes de producéo de cortisol em longo prazo, com

a coriorretinopatia serosa central ativa, uma doenca classicamente associada a

personalidade tipo A.**’

Em estudo animal, Spoerl et al.®* mostraram o papel do cortisol como
fator modulador das propriedades biomecéanicas e de estabilidade da cérnea.
Eles revelaram que a rigidez da cérnea foi significativamente reduzida em olhos

suinos com uma concentragao mais elevada de cortisol.

Tanto o cortisol quanto a IL6, variaveis que este estudo mostrou serem
correlatas, foram encontrados em concentracdées mais altas em olhos com

progressdo documentada. A principal hipétese para o achado é que ambos
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atuam na suprarregulacdo das metaloproteinases da MEC, principalmente da
MMP9.1% Esse achado, mais uma vez, corrobora a relagdo com o processo
inflamatorio e justifica o dano estrutural significativo nesses olhos. A MMP9 é a
principal enzima de degradacdo da MEC, com acdo colagenolitica em
diferentes tipos de colageno, e é produzida pelo epitélio da cérnea humana.®®
Como a expressao de proteases como a MMP9 nem sempre € continua, a
identificacdo de reguladores positivos em olhos com progressao documentada
sugere o0 papel desses marcadores como possiveis ferramentas de

monitoramento.’

Além do afinamento do estroma, este estudo foi pioneiro ao demonstrar
uma correlacdo significativa entre niveis elevados de IL6 e cortisol com o
afinamento epitelial, provavelmente associado & apoptose de ceratdcitos.*?
Esse achado € um sinal indireto de que as células epiteliais de olhos com
ceratocone estdo em estado inflamatério ativo e que tais fontes contribuem
para a hip6tese da patologia da doenca ser também de origem inflamatéria por

proteinas que provocam o remodelamento da matriz extracelular.?*

A microscopia confocal in vivo e as andlises histoloégicas também
confirmam que as células epiteliais basais em cérneas com ceratocone
apresentam um padréo irregular e uma reducéo significativa na densidade
celular.’® Recentemente, foi demonstrado que as citocinas inflamatérias sdo de
fato ativadas a nivel de expressdo de miRNA nas células epiteliais da cornea.
Wang et al.>® demonstraram, por meio de andlise histolégica, que as células
epiteliais estdo fracamente compactadas, enquanto o exame microestrutural

revelou que a expressdao de miRNAs foi significativamente reduzida em
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epitélios corneanos com ceratocone.

Shetty et al.*® demonstraram que pacientes com ceratocone parecem
se beneficiar do efeito anti-inflamatério da ciclosporina A, reduzindo a
concentracdo de interleucinas inflamatérias e, consequentemente, a
concentracdo de enzimas colagenoliticas como a MMP9. Também parece
haver uma suposta correlacdo entre essa reducdo e o remodelamento
corneano. Se a ciclosporina A, além de seus efeitos na cadeia inflamatoria,
puder reduzir a quantidade de cortisol no plasma, se faz necessario concentrar
esforcos em estudos que busquem a dosagem adequada gque potencialmente

interferiria na progressao do ceratocone.

Ja as disfuncdes de glandula tireoide (TGD) podem estar, em
associacdo ou ndo com as alteracdes hormonais de cortisol, relacionadas ao
ceratocone. Estudos relatam a associacdo do ceratocone a sintomas de
TGD?" 140144 o descrevem individuos com maior evolugédo da doenca apés
tireoidectomia'®® e ainda casos de ceratocone com progressdo abrupta

induzida por TGD na gestacdo.?

Parece haver diferenca entre as dosagens de T4 na lagrima e humor

aguoso de pacientes com ceratocone comparados aos pacientes normais sem

0 a|.108

descricdo de alteracbes sistémicas associadas.’®® Stachon et
encontraram niveis aumentados de T4 no humor aquoso de pacientes com
ceratocone comparados ao grupo controle. J& Thanos et al.**° descreveram
aumento de T4 no filme lacrimal de pacientes com ceratocone comparados ao

grupo controle, porém sem diferenca entre os valores lacrimais de T4 no grupo

de pacientes com ceratocone com ou sem TGD. Os valores aumentados de T4
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no filme lacrimal ndo apresentaram relacdo com os valores séricos dos
horménios tireoideanos que se encontravam diminuidos no grupo com TGD.
Por conseguinte, a auséncia de correlacdo estatisticamente significativa entre
valores séricos de T3 e T4 observada no presente estudo ndo exclui uma
associacdo entre ceratocone e TGD. Assim como a relacdo estatisticamente
significativa encontrada entre aumento de TSH sérico no grupo em progressao
comparado ao grupo controle ndo pode ser avaliada isoladamente como fator
determinante de progressdo. Uma melhor avaliacdo seria o0 acompanhamento
dos valores séricos de TSH juntamente aos valores ceratométricos ao longo

do tempo.

Neste estudo, niveis altos de TSH apresentaram correlacdo com o
aumento da curvatura e afinamento da cornea. O que corrobora com estudo de

Tabibian et al.**®

gue compararam dosagens plasmaticas de TSH em mulheres
durante a gestacdo e ap6s o0 parto e as correlacionaram com as mudancas

topogréficas corneanas.

Ter dois olhos do mesmo paciente pode ser interpretado como uma
limitagdo do estudo; entretanto, como o ceratocone é uma doenca bilateral e
assimétrica, torna-se importante entender o papel de cada variavel em cada
olho (dentro do grupo de estudo em que foram designadas). Neste estudo,
embora as medidas de cortisol e hormoénios tireoideanos sejam sistémicas, as
medidas de citocinas inflamatorias e possiveis correlagbes com danos

estruturais sdo especificas para cada olho.***

Embora a inclusdo do segundo olho forne¢ca menos informacdes sobre

o efeito sistémico do que um olho de outro participante, ainda ha um beneficio
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estatistico de incluir o segundo olho, desde que nado substitua o recrutamento

de participantes adicionais.**%*¢!

Além disso, independentemente do desenho do estudo, o poder
estatistico para detectar diferencas aumenta ao incluir o segundo olho para um
namero fixo de participantes. A magnitude do ganho de poder depende da
correlacdo e se a alocacdo é no nivel do participante ou do olho.****% Em
nosso estudo, o que definiu a atribuicAo para cada grupo ndo foi uma

caracteristica sistémica do participante, mas sim do olho (estavel ou

progressao).

Por fim, embora a amostra deste estudo seja relativamente pequena, o
gue pode ser uma limitacédo, isso demonstra 0 compromisso em ter olhos em
trés grupos diferentes, inclusive os que apresentavam critérios de evolucao;
todavia, o tamanho foi suficiente para revelar mudancas significativas. Também
houve um cuidado para limitar os fatores de confuséo tanto quanto possivel:
foram excluidos pacientes com condicbes oculares ou sistémicas que
sabidamente aumentam as citocinas inflamatoérias. Fatores que poderiam
influenciar o cortisol capilar foram controlados, como o IMC, que nao
apresentou diferenca entre os grupos (p=0,629). Foram excluidos do estudo
outros fatores que poderiam influenciar a dosagem do cortisol, como o
tabagismo e a anticoncepcdo hormonal. Além disso, um estudo recente
mostrou que habitos como a cor natural do cabelo e a frequéncia das lavagens

do cabelo néo influenciam os niveis de cortisol capilar.**?

Os achados aqui discutidos revelaram a provavel influéncia dos niveis

de IL6 e cortisol em olhos com ceratocone em progressao. Os valores de
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horménios tireoideanos séricos ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos de pacientes em progressdao e estavel.
Adicionalmente, os niveis séricos de TSH, capilares de cortisol e lacrimais de

IL6 apresentaram correlacdes significativas com o dano estrutural.

A analise do cortisol, a dosagem de interleucinas oculares especificas,
como a IL6, concomitante ao monitoramento dos danos estruturais, através de
exames complementares, podem direcionar o tratamento do paciente com
ceratocone, levando a uma indicacdo cada vez mais precoce de tratamentos
gue interrompam a progressao clinicamente ou através de procedimentos

cirdrgicos como o crosslinking.
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Em conclusdo, os achados desta tese revelaram que pacientes com
ceratocone em progressao possuem uma concentracdo ainda maior de IL6
na lagrima e de cortisol no cabelo em comparacdo aos pacientes com
formas estaveis de ceratocone, independentemente do estagio.

As demais citocinas inflamatorias avaliadas, IL1B, IL8, TNFa e IL10
apresentam relacdo direta com o ceratocone, estando as 3 primeiras
aumentadas e a ultima diminuida na doenca, porém nao apresentam relacéo
com a progressdo ou gravidade da doenca. A IL12p70 ndo apresenta
diferenca entre nenhum grupo e a IL6 é a Unica citocina inflamatéria
relacionada diretamente a progresséao e a gravidade da ectasia.

Niveis aumentados de cortisol capilar estdo relacionados a progressao e
a gravidade do ceratocone. Adicionalmente, niveis aumentados de IL6,
cortisol e TSH apresentam correlacdo ao dano estrutural relacionado ao
ceratocone.

Dentre os hormonios tireoideanos avaliados, apenas o TSH apresenta
niveis aumentados nos pacientes com ceratocone em relacdo ao grupo
saudavel, porém ndo ha dados que corroborem uma relagdo direta com a
progressao ou gravidade da doenca.

Diferentemente dos hormdnios tireoideanos, o monitoramento de cortisol
capilar e marcadores inflamatoérios na lagrima podem permitir a intervencao
precoce em olhos com maior propensdo a progressao e ao subsequente

dano estrutural.
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Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

Beneficios: Identificacdo de marcadores e da progresséo do ceratocone, evitando a progressao da doenca e
necessidade transplante de cornea.

Riscos: ndo sdo especificamente descritos, mas, mas pela descricao, devem ser minimos.

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36
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USP - FACULDADE DE Statalor
MEDICINA DA UNIVERSIDADE %oﬂ e
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuagéo do Parecer: 3.084.451

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto visa investigar a relacdo entre os niveis de cortisol capilar, citocinas inflamatéria e a superficie
ocular sobre a evolucéo do ceratocone em 3 grupos de 30 sujeitos cada: ceratocone estavel, ceratocone em
progresséo e controles sem ceratocone. Neles serdo investigados os niveis séricos de MMP-9 e seu
respectivo inibidor endégeno (TIMP-1), os niveis lacrimais de citocinas inflamatérias (IL6, TNF alfa), o
cortisol capilar, epitélio da cornea e a superficie ocular por métodos especificos. Os niveis de MMP-9,
cortisol capilar e citocinas serdo obtidos por métodos tradicionais de imune ensaio. Pacientes serdo
submetidos a tomografia de coeréncia Gtica de seguimento anterior, topografia e aberrometria corneana e
tomografia corneana. Sao apresentados critérios oftalmolégicos de inclusdo (tomografia da cérnea e
avaliacdo do comprimento do fio capilar minimo de 3 cm) e de exclusao tais como presenca de doencas
autoimunes, entre varios outros.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Pesquisadora enviou novo TCLE com informag¢des adequadas do projeto e linguagem acessivel ao

paciente.

Recomendacgdes:

Nao ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto aprovado

Considerag¢des Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informag6es Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO P | 16/11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1166308.pdf 09:15:48
Outros CARTA_CEPFM_LARISSA VERSAO_1| 16/11/2018 |LARISSA ROSSANA| Aceito

5 11 18.pdf 09:14:52 | SOUZA STIVAL
TCLE/Termos de |TCLE_Larissa VERSAO15 11 18.pdf 16/11/2018 |LARISSA ROSSANA| Aceito
Assentimento / 09:09:47 |SOUZA STIVAL
Justificativa de

Endereco: DOUTOR ARNALDO 251 21° andar sala 36
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USP - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO - FMUSP

Continuagdo do Parecer: 3.084.451

QB

Auséncia TCLE_Larissa_VERSAO15 11 18.pdf 16/11/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
09:09:47 | SOUZA STIVAL
Outros Oficio_267_Aprovacao_Depto_Oftalmolol 25/10/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
gia.pdf 12:25:07 | SOUZA STIVAL
Outros FORM_cadastro CEP_FMUSP.pdf 25/10/2018 |LARISSA ROSSANA| Aceito
12:18:08 | SOUZA STIVAL
Folha de Rosto FR_ASSINADA.pdf 25/10/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
12:17:38 | SOUZA STIVAL
Declaracéo de concordancia_dos_supervisores_larissa| 14/08/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
Instituicéo e stival.pdf 15:48:47 |SOUZA STIVAL
Infraestrutura
Declaracéo de declaracao_tornar_publicos_resultados_| 14/08/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
Pesquisadores larissastival.pdf 15:47:18 |SOUZA STIVAL
Declaracéo de declaracao_de_uso_especifico_larissasti| 14/08/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
Pesquisadores val.pdf 15:47:00 | SOUZA STIVAL
Declaracéo de termo_de_confidencialidade_larissastiva] 14/08/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
Pesquisadores l.pdf 15:46:44 | SOUZA STIVAL
Declaracéo de declaracao_instituicao_coparticipante_la| 14/08/2018 [LARISSA ROSSANA| Aceito
Instituicéo e rissastival.pdf 15:45:35 |SOUZA STIVAL
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | projeto_doutorado_larissastival.docx 14/08/2018 |LARISSA ROSSANA| Aceito
Brochura 15:44:04 |SOUZA STIVAL
Investigador
Outros planilha_de_coleta_de dados_larissasti | 13/08/2018 |LARISSA ROSSANA| Aceito
val.pdf 00:22:32 | SOUZA STIVAL
Cronograma cronograma_preliminar_larissastival.doc| 13/08/2018 |LARISSA ROSSANA| Aceito
X 00:18:02 | SOUZA STIVAL

Situacao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
SAO PAULO, 14 de Dezembro de 2018
Assinado por:
Maria Aparecida Azevedo Koike Folgueira
(Coordenador(a))
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ANEXO 2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

L NOME: e e e e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : .oovoeioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens Sexo: MO F O
DATA NASCIMENTO: ........ oo, L.
ENDEREGCO.... ..o ioieeeececte ettt NO e, APTO:

BAIRRO: ..o CIDADE ...t
CEP: TELEFONE:DDD [ COTP—— )

DATA NASCIMENTO.: ...... [ l.....
ENDERECO: e Ne APTO:

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Papel do cortisol capilar,
alteracdes hormonais sanguineas e citocinas inflamatérias lacrimais na
progresséao do ceratocone

PESQUISADOR : Larissa Rossana Souza Stival
CARGO/FUNCAO: Médica Oftalmologista
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°: CRM GO 15724
UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Oftalmologia FMUSP
2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO O
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR O

3.DURACAO DA PESQUISA : 12 meses
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TCLE Papel do cortisol capilar, alteragées hormonais sanguineas e citocinas inflamatérias lacrimais na progresséo do ceratocone. Verséo 15/11/2018

Rubrica Pesquisador Rubrica do paciente:

4 — Apresentacao:

Convidamos o(a) senhor(a) a participar de uma pesquisa cientifica. Pesquisa é
um conjunto de procedimentos que procura criar ou aumentar o conhecimento
sobre um assunto. Estas descobertas, embora frequentemente nédo tragam
beneficios diretos ao participante da pesquisa, podem no futuro ser Uteis para
muitas pessoas.

Para decidir se aceita ou ndo participar desta pesquisa, o(a) senhor(a) precisa
entender o suficiente sobre os riscos e beneficios, para que possa fazer um
julgamento consciente. Inicialmente, explicaremos as razdes da pesquisa. A
seguir, forneceremos um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
documento que contém informacdes sobre a pesquisa, para que leia e discuta
com familiares e ou outras pessoas de sua confianca. Uma vez compreendido
0 objetivo da pesquisa e havendo seu interesse em patrticipar, sera solicitada a
sua rubrica em todas as paginas do TCLE e sua assinatura na ultima pagina.
Uma via assinada deste termo devera ser retida pelo senhor(a) ou por seu
representante legal e uma cépia sera arquivada pelo pesquisador responsavel.

5A) Justificativa, objetivos e procedimentos:

O (A) senhor (a) foi selecionado(a) para participar dessa pesquisa, pois entrou
nos critérios de inclusdo de idade e/ou teve o diagnéstico de ceratocone que é
uma doenca da cérnea que pode ou nao progredir. O (A) senhor (a) mantém
acompanhamento periédico para avaliar progressao da doenca e necessidade
de tratamentos especificos. Se aceitar participar deste estudo, o(a) senhor(a)
sera submetido(a) a uma punc¢éo venosa para coleta de 5 ml (cerca de 1 colher
de sopa) de sangue, a uma coleta de 3 cm de seu cabelo, a uma coleta de uma
amostra de 15 microlitros de lagrima que vai ser absorvida de forma passiva
através de tubo de microcapilar colocado nos olhos. Além disso, o senhor(a)
sera submetido (a) exames de imagem (Pentacam, OPD Scan, Mapa epitelial)
que tiram fotos do olho, mas ndo encostam nada no mesmo. Todos esses
exames serado realizados com objetivo de encontrar alguma diferenca entre os
pacientes que ndo possuem a doenca, entre 0s pacientes que possuem a
doenca e evoluem e 0s que néo evoluem, a fim de descobrirmos uma forma de
diminuir a evolucao e individualizar ainda mais o tratamento do ceratocone.
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TCLE Papel do cortisol capilar, alteragées hormonais sanguineas e citocinas inflamatérias lacrimais na progresséo do ceratocone. Verséo 15/11/2018

Rubrica Pesquisador Rubrica do paciente:

5B) Desconfortos, riscos e beneficios

Se aceitar participar deste estudo, o(a) senhor(a) sera submetido(a) a uma
puncdo venosa para coleta de 5 ml (cerca de 1 colher de sopa) de sangue. Os
efeitos colaterais da coleta de sangue podem incluir dor, sangramento,
hematoma e, em casos mais raros, infeccdo. O(A) senhor(a) sera submetido(a)
também a uma coleta de lagrima através de um tubo de vidro que sera
colocado no férnice inferior (espago entre o olho e a palpebra inferior) e a um
exame de superficie com um fino papel de 1 cm (schirmer test) que sera
colocado no mesmo espaco entre 0 olho e a palpebra inferior por um periodo
de 5 minutos com os olhos fechados. Os efeitos colaterais da coleta podem
incluir desconforto e, em casos mais raros, infeccao.

Além disso, o(a) senhor(a) serd submetido(a) a exames que tiram fotos dos
olhos. Nao necessitara pingar nenhum colirio e ndo havera nenhum toque no
globo ocular durante a realizacdo dos mesmos. O(A) senhor(a) pode sentir
uma leve ardéncia por ter que ficar alguns segundos sem piscar para melhor
qualidade da imagem captada.

N&o h& beneficio direto para o(a) senhor(a). Estudos cientificos baseiam-se na
andlise de grande numero de amostras, sendo impossivel estimar o beneficio
individual de cada paciente incluido no estudo. Pode ser que os resultados
deste estudo tragam um beneficio para uma parcela de pacientes no futuro.
Estes resultados podem levar muitos anos para serem alcancados, por isso
qualquer beneficio proveniente desse estudo, caso haja, sera apenas em longo
prazo.

Em caso de participantes com desconforto ocular durante os exames, sera
fornecido pelo pesquisador responsavel colirios lubrificantes para aliviar
sintomas e toda assisténcia oftalmoldgica necesséaria.

5C) Forma de acompanhamento e assisténcia

O(A) senhor(a) sera acompanhado pela equipe médica do hospital durante o
estudo e apos o término do mesmo.

Em qualquer etapa do estudo, o(a) senhor(a) terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa. O investigador principal é Larissa Rossana
Souza Stival, que pode ser encontrado no Instituto de Olhos de Goiania. Rua
9B, n. 48, setor oeste, 1 andar., Telefone (62) 32202521 telefone celular ( 62)
999003420, horario de atendimento segunda a sexta horario comercial. Outros
investigadores envolvidos sdo Maria Claudia Schelini e Laryssa Avila que
podem ser encontrados no CEROF-Hospital das clinicas, localizado na avenida
universitaria, departamento de coérnea. Telefone (62) 981110601, horario de
atendimento das segunda, ter¢as e quintas periodo matutino.
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Rubrica Pesquisador Rubrica do paciente:

Se apresentar qualquer evento adverso, entre em contato com o0s
investigadores ou ligue para Telefone 24 horas (062) 99003420

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (CEP-FMUSP): Av. Dr. Arnaldo, 251 - Cerqueira
César - S&o Paulo - SP -21° andar — sala 36- CEP: 01246-000, horéario de
atendimento: 8:00-17:00h; Tel: (11) 3893-4401/4407 E-mail: cep.fm@usp.br

5D) Liberdade de recusar-se e retirar-se do estudo

A escolha de entrar ou ndo nesse estudo € inteiramente sua. Caso 0(a)
senhor(a) se recuse a participar deste estudo, o(a) senhor(a) recebera o
tratamento habitual, sem qualquer tipo de prejuizo ou represalia. O(A)
senhor(a) também tem o direito de retirar-se deste estudo a qualguer momento
e, Se isso acontecer, seu médico continuara a trata-lo(a) sem qualquer prejuizo

ao tratamento ou represalia.

5E) Manutengéo do sigilo e privacidade

Os seus dados serdo analisados em conjunto com outros pacientes, ndo sendo
divulgada a identificacdo de nenhum paciente sob qualquer circunstancia.
Solicitamos sua autorizacdo para que os dados obtidos nesta pesquisa sejam
utilizados em uma publicacdo cientifica, meio como os resultados de uma
pesquisa sao divulgados e compartilhados com a comunidade cientifica.

5F) O(A) senhor(a) recebera uma via deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.


mailto:cep.fm@usp.br
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Rubrica Pesquisador Rubrica do paciente:

Acredito ter sido suficientemente informado(a) a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo Papel do cortisol capilar,
alteracdes hormonais sanguineas e citocinas inflamatérias lacrimais na

progresséo do ceratocone. Eu discuti com o sobre

a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais
sdo os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar, quando

necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades

ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no

meu atendimento neste servico.

Assinatura do paciente/representante Data / /
legal
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)
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacédo neste

estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo | Data / /




Anexos 100

ANEXO 3- Ocular Surface Disease Index (OSDI)

Ocular Surface Disease Index (OSDI)

Pergunte ao paciente as 12 questdes seguintes e circule o nimero
que melhor representa cada resposta. Entdo preencha as caixas A, B,C,DeE
de acordo com cada situagéo.

Na semana passada vocé ja sentiu algum desses sintomas?

Os7dias 5a6dias 3Jaddias 1a2dias Nenhumdia
nasemana nasemana nasemana nasemana nhasemana
1. Claridade incomada os olhos 4 3 2 1 0
2. Sensagao de arela nos olhos 4 3 2 1 0
3. Ardéncia nos olhos 4 3 2 1 0
4 \iisdao embacada 4 3 2 1 1]
5. Visao ruim 4 3 2 1 Q
Somatoria dasrespostas1a 5 m:

Vocé deixou de fazer, ou nao conseguiu fazer direito alguma das coisas abaixo por causa
dos olhos? (Perguntar se a pessoa sabe fazer ou utilizar os itens abaixo, caso a resposta seja negativa marcar Nao se aplica)

Os7dias 5a6dias 3a4dias 1a2dias Nenhum dia
nasamana nasemana nasemana nasemana nasamana

6. Ler 4 3 2 1 0 Nio se aplica
7. Dirigir & noite 4 3 2 1 0 Nao se aplica
8. Usar o computador
oli caixa eletrdnico * 3 ‘ ! ¢ I¥ho B aplics
9. Assistir televisio 4 3 2 1 0 Nao se aplica
Somatoria das respostas6a 9 E:

Vocé ja sentiuincomodo ou desconforto em alguma dessas situacées na semana passada?

Os7dias 5a6dias 3a4dlas 1az2dlas Nenhumdia
nasemana nasemana nhasemana nasemana nasemana

10. O vento incomada os olhos 4 3 2 1 o Néo se aplica

11. Lugares secos
incomadam os olhos 4 3 2 1 0 Néo se aplica

12. Lugares com ar condicionado 4 3 2 1 0 Nao se aplica
incomodam os olhos

Somatéria das respostas 10212 [ @

Adicione o resultado parcial de A, B, C, para obterD
(D= a soma do resultado para todas guestdes respondidas)

Numero total de perguntas respondidas
(hao inclua as respostas Nao se aplica)

Fﬂl

Referéncia: Prigol AM et al. Tradugéo e validacéo do indice da doenca da superficie ocular para a lingua portuguesa.
Arq Bras Oftalmol. 2012; 75(1}):24-28.
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Avaliando o Resultado do OSDI

O 05Dl é avaliado em uma escala de 0 a 100, com pontuagdes mais altas que representam
maior incapacidade, O indice demonstra sensibilidade e especificidade na distincac entre
individuos normais e pacientes com doenca do olho seco. O OSDI & um instrumento vélido e

confidvel para medir a doenca do olho seco (normal, leve, moderada ou grave) e o efeito sobre
a fungdo visual.

Use as respostas D e E para confrontar, no grafico abaixo, a soma do resultado de todas
questdes respondidas (D) e o nimero total de perguntas respondidas (E).* Encontre onde a
pontuacao do pacdiente caira. Use a escala de cores abaixo para determinar se a pontuagao do
seu paciente indica doenga do olho seco normal, leve, moderada ou grave.

2
g0 Glfls00 | 625 [ 750 875 1000
2
g_ 9
g
g 7
L6
[
T 5
™
2a
o
)
£ 3
3
= 2
1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 48
Soma do resultado de todas questdes respondidas (D)
I
Normal Leve Moderada Grave
{soma do resultado de todas
*Valores para determinar a gravidade do olho 0SDI questdes respondidas) x 25
seco foram calculados usando a férmula OSDI = G S ——
Nome do paciente: Data:
Ha quanto tempo o paciente vemn apresentando sintomas de olho seco?
Observagoes:
Referingias:
1. Dizta on file: All

i dex® [GSDH), 2 Schiffiman RM. Cheistianson MD. Jecobsen G Hirsch JO, Rels BL Reltabilty and valldity of the Ocular Surfiace Disease Indes, Arch
Ophthalmol. 2000:118:515-621. 3. Prigal AM etal. Tradugh: sbicdrio do indice da d. ficie ool I Arg Bras Oftalmol. 2012; 75[1124-26

Destaque e coloque esta avaliagdo no prontudrio do paciente para acom panhamento do tratamento.

BRAT | 472017 - Fowl2018
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