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RESUMO

OBJETIVO. Analisar a participacdo de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento em endoftalmite infecciosa aguda pos-facectomia.

METODOS. Amostras de humor vitreo de 18 pacientes com endoftalmite foram
coletadas e armazenadas a -80°C. IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, FGF bésico, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, PDGF-BB, RANTES, TNF-a e VEGF foram dosadas pela
técnica de Bioplex e comparadas com 39 pacientes submetidos a vitrectomia por
doenca nao-infecciosa (controle).

RESULTADOS. As concentracfes de IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15,
IL-17, eotaxina, FGF Basico, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b,
PDGF-bb, RANTES e TNF-a foram significantemente maiores (p<0.05) em olhos
com endoftalmite. Nao houve diferenca significante entre os grupos em relacédo a
concentracdo de IL-5, IL-12 (p70), IL-13 e VEGF. A concentracdo de IL-7 foi superior
no grupo controle (p=0.0229). Considerando-se os diferentes diagnoésticos do grupo
controle, apenas IL-5 ndo apresentou diferenca significante entre 0os grupos
(p=0.1764). Foi observada correlacdo positiva entre TNF-a e eotaxina, IL-8, MIP-1a,
MIP1b e RANTES. Observou-se correlacdo positiva moderada entre TNF-a e
acuidade visual inicial (r=0.59, p=0.0096). Nao se encontrou correlacdo entre
acuidade visual inicial ou final entre os demais fatores dosados.

CONCLUSOES. A endoftalmite infecciosa pos-facectomia estimula a producdo de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Os nives de TNF-a podem estar
relacionados com a gravidade do processo inflamatério inicial. Ndo foi encontrado

fator inflamatdrio preditivo para a acuidade visual final.

Palavras-chave: Citocinas, Endoftalmite, Extracdo de Catarata, Quimiocinas,

Fatores de Crescimento



ABSTRACT

Purpose. To analyze the involvement of cytokines, chemokines and growth factors in
acute infectious endophthalmitis following cataract extraction surgery.

Methods. Vitreous humor samples were collected from 18 patients with infectious
endophthalmitis. The Bio-Plex technique was used to measure IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, basic FGF, eotaxin, G-
CSF, GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, PDGF-BB, RANTES, TNF-a and
VEGF for comparison with levels in 39 patients undergoing vitrectomy for a non-
infectious disease (control).

Results. IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15, IL-17, eotaxin, bFGF, G-CSF,
GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, PDGF-BB, RANTES and TNF-a levels
were significantly higher (p <0.05) in eyes with endophthalmitis. There were no
significant differences between groups for IL-5, IL-12 (p70), IL-13 and VEGF levels.
IL-7 levels were higher in the control group (p = 0.0229). Considering the different
diagnosis in the control group, only IL-5 was not significantly different between
groups (p = 0.1764). There were positive correlations between TNF-a and eotaxin,
IL-8, MIP-1a, MIP1b and RANTES, and a moderate positive correlation between
TNF-a and the initial visual acuity (r = 0.59, p = 0.0096). There was no correlation
with the initial or final visual acuity for the other factors measured.

Conclusions. Infectious endophthalmitis following cataract extraction stimulates the
production of cytokines, chemokines and growth factors. Levels of TNF-a may be
related to the severity of the initial inflammatory processes. No inflammatory factor

that could predict the final visual acuity was evident.

Key Words: Cytokines, Endophthalmitis, Cataract Extraction, Chemokines, Growth

Factors
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1. INTRODUCAO
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1.1 Apresentacao do problema

A endoftalmite caracteriza-se como inflamacgdo intraocular, secundéaria a
proliferacdo de bactérias ou fungos na cavidade vitrea, ap6s procedimentos
cirlrgicos, trauma ou disseminacdo enddgena.l® Sua incidéncia apés cirurgia de
catarata varia entre 0,087 e 0,265%.%10-15 Também pode ser decorrente de
processos nao-infecciosos, como reagfes do sistema imunoldgico por auto-
imunidade, agentes toxicos presentes em determinadas formulacdes
medicamentosas, vasculites ou neoplasias.!1%16-21 A evolugdo pode ser grave com
potencial risco para causar perda de visao e atrofia bulbar. O tratamento consiste na
rapida instituicdo de antibiéticos intravitreo ou procedimento de vitrectomia
posterior.212.22.23

A capacidade da bactéria para causar o processo inflamatério na cavidade
vitrea esta na dependéncia da viruléncia do microrganismo, como sua rapida
replicacdo e producdo de toxinas que produzem inflamacao. Existem moléculas na
parede bacteriana com atividade pré-inflamatéria, como o &cido lipotecdico,
peptidoglicanos e polissacarideos.!?42%> Essas moléculas sdo capazes de induzir o
processo inflamatério mesmo se o microrganismo estiver inativo. As bactérias
podem produzir diversas enzimas, como proteases, colagenases, hialuronidases,
que causam lesdo nos tecidos do hospedeiro.!* Além da leséo tecidual causada pelo
crescimento bacteriano e producdo de toxinas, a resposta excessiva do sistema
imunoldgico e inflamacéo pode ser responsavel pelos danos intraoculares, incluindo
dano direto aos fotorreceptores, lesdo do endotélio da cérnea, bloqueio pupilar com
glaucoma e descolamento de retina.'12627 Atualmente, os corticoides sé&o as Unicas
medicagbes utilizadas na modulacdo do sistema imunologico em endoftalmite
infecciosa aguda. 2628

A resposta do sistema imunoldgico conta com a participacdo da imunidade

natural através de receptores toll-like (TLR).?-33 A ativacdo destes receptores por
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antigenos bacterianos pode levar a producédo de fatores inflamatorios, conhecidos
como citocinas, que participam da reacdo do hospedeiro, sendo sua liberacado critica
para a eliminacdo do agente infeccioso. 3031:33-40 S30 produzidas por macréfagos,
linfécitos, células natural killer (NK), células do epitélio pigmentar da retina (EPR) e
outras células imunoldgicas, em resposta a determinados estimulos.*=4> Participam
de véarias acdes na defesa do hospedeiro, como reconhecimento do agente
infeccioso, recrutamento de leucdcitos (quimiocinas) e reparo de tecidos lesados
(fatores de crescimento).#6-48 Estudos experimentais em endoftalmite infecciosa
identificaram a expresséo de citocinas na cavidade vitrea, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (INF-y).46:49-52

O TNF-a participa ja da fase inicial da resposta imunoldgica, através do
reconhecimento do agente invasor. Uma de suas principais funcbes é o
recrutamento de leucdcitos para o local da infeccdo, estimulando a producédo de
quimiocinas. 115053 Os niveis de TNF-a e INF-y também podem estar relacionados
com a intensidade do processo inflamatério inicial.*¢ Entretanto, a producdo de
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em seres humanos, portadores de
endoftalmite infecciosa aguda, é pouco conhecida.t1%30

A dosagem de citocinas também pode, em determinadas situacdes, fornecer
informacdes a respeito da gravidade de infeccbes. A concentracdo plasmatica de
TNF-a pode ser preditiva do prognéstico de infecgGes graves com sepse.>* A relagédo

entre citocinas e gravidade da endoftalmite ainda nédo esta bem definida.-5°

1.2 Justificativa da investigagéao

Pouco se sabe sobre a expressao de citocinas em portadores de endoftalmite
aguda. A anadlise desses fatores inflamatorios e angiogénicos em endoftalmites
infecciosas in vivo pode contribuir para melhor entendimento do funcionamento dos
mecanismos de defesa ocular contra microrganismos, bem como a gravidade da
endoftalmite. Podera fornecer informacdes sobre determinadas substancias que
servirdo de base para: possiveis alvos terapéuticos no futuro, determinar a resposta
ao tratamento, possibilitando a utilizacdo de antibioticoterapia e manejo terapéutico
de modo mais racional, como necessidade de corticoterapia, frequéncia de injecbes

intravitreas de antibioticos ou cirurgia de vitrectomia posterior.



444

@ Universidade Federal 3
de Pernambuco ia a

= Escaridao PHG. Introdugcdo 2014

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral

Analisar a participagao de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em

portadores de endoftalmite infecciosa aguda pés-facectomia.

1.3.2 Especificos

*
L X4

Determinar a concentragéo de citocinas (IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, TNF-a e IFN-y), quimiocinas (IL-8, Eotaxina,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1b e RANTES) e fatores de crescimento (G-CSF, GM-
CSF, FGF bésico, PDGF, VEGF e IL-7) no humor vitreo de portadores de
endoftalmite infecciosa aguda poés-facectomia através da técnica
Bioplex/Multiplex e comparar com pacientes submetidos a vitrectomia
posterior por doenca nao-infecciosa (grupo controle).

Relacionar os niveis de TNF-a com as quimiocinas dosadas.

Relacionar a concentracdo de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
com a gravidade da endoftalmite, através da correlagdo com a medida da

melhor acuidade visual inicial e final.
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2.1 Endoftalmite: caracteristicas gerais

Caracteriza-se como processo inflamatério grave com envolvimento do corpo
vitreo. Em geral, € causada por uma infeccdo exdégena ou enddgena, por virus,
bactérias, fungos e protozoarios. Pode ser decorrente de cirurgia ocular para
tratamento de catarata, estando o Staphylococcus epidermidis como agente
etiolégico mais frequente.®>1225 Em alguns casos, uma disseminacdo enddgena
pela corrente sanguinea, a partir de um sitio distante do globo ocular, como
abscesso hepético por Klebsiella ou endocardite, poderia ser causa para
endoftalmite.?=45°

A endoftalmite ndo é necessariamente decorrente de um processo infeccioso,
sendo nesses casos denominada endoftalmite estéril. Varias causas poderiam levar
a inflamacao do corpo vitreo, entre elas: sustancias toxicas presentes em algumas
formulacbes, como triancinolona; ruptura de capsula posterior com luxacdo de
fragmentos nucleares para o vitreo, sindrome toxica do segmento anterior (Toxic
Anterior Segment Syndrome - TASS).17-19.21,56

Em relacdo a endoftalmite pds-facectomia, quando o desenvolvimento do
qguadro clinico ocorre dentro de seis semanas da cirurgia, classifica-se como
endoftalmite aguda. Nestes casos 0s agentes mais frequentes sdo: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus ssp e Pseudomonas aeruginosa.
Na endoftalmite crénica, quando os sintomas aparecem apOs seis semanas, 0S
agentes mais envolvidos sdo: Propionibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus ssp e fungos.>6823

A incidéncia de endoftalmite pos-catarata varia entre 0,087 e 0,265%.
Acredita-se que o numero de casos aumentou na ultima década a partir da
introdugdo da técnica por incisdo na cérnea clara.l%!1.1415 Entretanto, devido a
raridade na ocorréncia desta complicacdo apoés cirurgia de catarata, ha dificuldade

em se determinar sua incidéncia precisa. Fatores como tamanho da amostra podem
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dificultar comparacdes entre dados.!®

2.2 Diagnéstico diferencial

O diagnéstico e tratamento da endoftalmite aguda infecciosa pés-facectomia é
baseado em critérios clinicos, ja que a confirmacdo pela cultura ndo € possivel em
todos os casos. Além do que, o inicio do tratamento deve ser imediato, ndo sendo
viavel o tempo de espera para crescimento bacteriano no meio de cultura.®'?
Utilizam-se, entdo, antibiéticos de amplo espectro diante da suspeita clinica da
doenca. Entretanto, os sinais e sintomas da endoftalmite infecciosa sdo bem
caracteristicos. A presenca de sintomas de dor e baixa de acuidade visual,
associados a sinais de hiperemia conjuntival, reacdo grave de camara anterior com
formacao de fibrina e hipdpio e inflamacgéo da cavidade vitrea (vitreite), devem levar
ao diagnéstico clinico de endoftalmite.?22

O principal diagnéstico diferencial da endoftalmite infecciosa é com a TASS.%’
Esta sindrome caracteriza-se como processo inflamatorio grave que se inicia no
primeiro dia de cirurgia. A inflamagéo é limitada ao segmento anterior do olho,
estando a vitreite em geral ausente e, quando presente, de baixa intensidade.
Cultura e baciloscopia sdo negativos e apresenta boa resposta aos corticoides.%®°
O principal sintoma é a baixa de acuidade visual que pode ou nédo vir acompanhada
por dor.5%60 Suas causas estdo relacionadas a entrada na camara anterior, durante o
ato operatério, de substancias toxicas as estruturas do segmento anterior. Quando
ocorre a suspeita de um quadro de TASS, deve ser instituido tratamento com
corticoide topico imediato, a cada hora, para se evitar danos a estruturas

intraoculares. >7:61

2.3 Tratamento

Uma vez diagnosticada endoftalmite apds a cirurgia de catarata, o quadro
deve ser considerado como uma emergéncia médica e o tratamento deve ser
instituido o mais rapido possivel. Os principios do tratamento sdo baseados no
estudo Early Vitrectomy Study (EVS), que foi conduzido entre janeiro de 1990 e
janeiro de 1994, sendo prospectivo, randomizado, multicéntrico e incluiu 420 olhos

de portadores de endoftalmite aguda poés-facectomia. O objetivo do estudo foi
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responder se o uso de antibidticos sistémicos traria beneficio para o tratamento e
quando deveria ser indicada a cirurgia de vitrectomia posterior.*?

Através da analise dos resultados do EVS, concluiu-se que o uso de
antibioticos sistémicos nédo trazia beneficio para o resultado visual final e que, o
momento apropriado para a indicagdo da cirurgia de vitrectomia posterior primaria
seria apenas para pacientes que apresentavam acuidade visual de percepcao

luminosa no momento do diagnéstico.!?

2.4 Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

As citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento sdo moléculas protéicas,
produzidas por células que participam da imunidade natural e adquirida do
organismo, como macrofagos, células NK e linfécitos T. S8o produzidas em resposta
a presenca de microrganismos ou antigenos protéicos. Quando a sintese é iniciada,
essas substancias sao rapidamente liberadas e nao ficam armazenadas como
moléculas pré-formadas. Para ocorrer nova sintese, € necessario também nova
transcricdo de genes a partir da ativacao da célula por um determinado estimulo.
Seu sitio de acdo € extremamente variado, podendo atuar inclusive sobre a propria
célula que a produz (acdo autécrina). Em geral, atuam localmente, mas podem
também entrar na circulacéo e agir distante da célula produtora.34.62.63

As propriedades se caracterizam pelo pleiotropismo, onde uma mesma
citocina pode exercer varios efeitos em mais de um tipo celular. Participam da
ativacdo de macroéfagos, proliferacdo de células B, producdo de IgE, diferenciacdo
de células T em Tul e Tu2, aumento da expressdo de moléculas de
histocompatibilidade, entre outras. Tanto podem participar da regulacdo da atividade
do sistema imunolégico como também atuar como moléculas efetoras na defesa do
organismo. Dependendo de sua categoria funcional, podem ser classificadas em trés
categorias: mediadoras e reguladoras da imunidade natural, mediadoras e
reguladoras da imunidade adquirida e estimuladoras da hematopoiese.3564

As citocinas mediadoras e reguladoras da imunidade natural atuam
principalmente em células endoteliais e leucocitos, estimulando reacdes iniciais aos
microrganismos. Sao produzidas por fagécitos mononucleares e células NK. As
citocinas mediadoras e reguladoras da imunidade adquirida sdo produzidas por

linfécitos T, ao reconhecerem determinados antigenos especificos. Participam
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principalmente da diferenciacdo dos linfécitos T em diferentes populagbes
linfocitérias. Também participam do recrutamento e ativacdo de neutréfilos e
fagécitos mononucleares, com o objetivo de eliminacdo do antigeno.*426566 Syas
acOes ocorrem a partir da ligagdo com receptores presentes em células-alvo. Os
receptores se caracterizam como proteinas transmembrana plasmatica, com uma
porcdo extracelular, que se liga a citocina e outra por¢ao intracelular, que dé inicio a
sinalizacao dentro da célula. Dependendo dos dominios extracelulares de ligacéo e
dos mecanismos de sinalizacdo intracelular, os receptores podem ser agrupados e
classificados em 05 grupos: tipo |, tipo Il, receptores da familia IL-1, receptores de
TNF e receptores transmembrana de sete a-hélices.>3.63:65.67

Interleucina-2 (IL-2). E uma glicoproteina de 14 a 17kD, produzida por
linfécitos T CD4. Estimula a proliferacdo e diferenciacdo de células T ativadas por
antigenos e células NK. Pode também atuar sobre células B, estimulando a sintese
de anticorpos.®®

Interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13). S&o citocinas estrutural e
funcionalmente semelhantes que atuam na defesa contra helmintos e em processos
alérgicos. A IL-4 tem como principal fonte celular as células T CD4, subgrupo TH2,
tendo como funcdo estimular o crescimento dessas células diferenciadas (funcéo
autocrina). Atua também sobre macrofagos, por uma via distinta do INF-y,
estimulando a fagocitose de microrganismos. A IL-13 é produzida por células T CD4,
subgrupo Tu2, células T CD8 e células NK. Estimula a inflamagédo através da
expressdo de moléculas de adesédo endotelial e quimiocinas. Tem funcado também
fibrogénica em estados inflamatérios cronicos.5°

Interleucina-17 (IL-17). Glicoproteina de estrutura homodimérica com 20 —
30kD, produzida por células T CD4 que constituem uma linhagem distinta de células
Tnl e TH2, denominadas TwH1l7. Participam da imunidade adquirida, principalmente
contra patdgenos extracelulares.”

Interleucina-5 (IL-5). Polipeptideo que contém um dominio com quatro a-
hélices, é produzida pelo subgrupo Th2 de células T CD4 e por mastdcitos ativados.
Atua sobre eosindfilos, estimulando seu crescimento e diferenciacdo. Também
estimula a proliferacédo de células B e producéo de anticorpos IgA.7%72

Interferon gama (INF-y). Homodimero de 50 kD, caracteriza-se como
principal citocina ativadora de macréfagos para destruir oS microrganismos

fagocitados. E produzido por células NK, células Thl CD4 e células T CD8.36.73
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Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Proteina transmembrana que
quando clivada por uma metaloproteinase, libera um polipeptideo de 17kD. Trés
dessas cadeias de polipeptideos podem se polimerizar para formar uma proteina
circulante com 51kD. E produzido por macréfagos ativados e neutréfilos. Sua
principal funcéo é estimular a migracao de neutrofilos e mondcitos para o local da
infeccéo e ativar essas células para destruir os microrganismos.4>64

Antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1ra). E uma proteina da
familia da citocina IL-1 capaz de se ligar ao seu receptor, mas ndo o ativa. Inibe a
atividade de IL-1la e IL-1B, constituindo um inibidor natural das atividades pro-
inflamatérias da IL-1.74

Interleucina-6 (IL-6). Proteina com 19 — 26kD, produzida por macrofagos,
células endoteliais e células T. Estimula a proliferagdo de células B, com
consequente aumento na producéo de anticorpos. 8

Interleucina-10 (IL-10). E caracterizada como proteina anti-inflamatoria,
atuando como inibidor de macréfagos ativados, para terminar a resposta do sistema
imunolégico a medida que o microrganismo é destruido. Inibe a producédo de IL-12 e
expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC).>!

Interleucina-12 (IL-12). Proteina constituida por duas subunidades diferentes
(35 e 40kD) ligadas por dissulfeto. Produzida por macréfagos ativados e células
dendriticas, tem como funcdo principal a erradicacdo de microrganismos
intracelulares, através da estimulacdo da producédo de INF-y e diferenciacdo de
células T CD4 auxiliares em células TH1.51.76

Interleucina-15 (IL-15). Glicoproteina de 15 kD produzida por fagécitos
mononucleares que participa da regulacéo da ativagédo e proliferagdo de células T e
NK.38

Interleucina-7 (IL-7), fator estimulador de coldnias de granulécitos-
monaocitos (GM-CSF) e fator estimulador de colénias de granulocitos (G-CSF).
Fatores de crescimento produzidos nas respostas imunes natural e adquirida que
estimulam o crescimento e diferenciacdo de células progenitoras na médula 6ssea.
A IL-7 tem como principal fonte celular as células estromais da médula 0ssea e atua
sobre a proliferacdo de precursores linfoides imaturos de células T e B. G-CSF e
GM-CSF podem ser produzidos por macréfagos, células T ativadas, células

endoteliais e também por células do estroma da médula éssea.”">77
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Interleucina-8 (IL-8), proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1),
proteina inflamatéria de macr6fagos 1la (MIP-1a), proteina inflamatéria de
macrofagos 1b (MIP-1b), quimiocina regulada sob ativacdo normalmente
expressada e ativada por células T (RANTES) e eotaxina. Fazem parte do grupo
das quimiocinas, que estimulam e regulam a migracéo de leucécitos do sangue para
os tecidos. Podem ser produzidas por macréfagos, células epiteliais e células
endoteliais. RANTES também participa da migragéo de basdfilos e eosindfilos.34:39.63

Fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas subunidade B (PDGF-BB) e fator de crescimento béasico
de fibroblastos (FGF bésico). Sdo proteinas que estimulam o crescimento celular
em resposta a variados estimulos. Podem levar a formacdo de vasos sanguineos
(angiogénese). O VEGF é produzido por células do epitélio pigmentar da retina
(EPR) e por células endoteliais em resposta a hipdéxia e producao de IL-6. Estimula a
neovascularizagdo em degeneracdo macular, retinopatia diabética e oclusdes
venosas retinianas. Também pode aumentar a permeabilidade vascular com
consequente formacéo de edema macular.”® 79

Dependendo da fase do processo inflamatério, as citocinas podem ser
agrupadas nas seguintes categorias: reconhecimento (TNF-o),
recrutamento/quimiocinas (IL-8, eotaxina, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, RANTES),
remocao (IFN-g, IL-2, IL-6), reparo (FGF béasico, VEGF, G-CSF, GM-CSF, PDGF-bb)
e citocinas anti-inflamatérias (IL-1ra, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13).11

Os TLR séao glicoproteinas presentes na membrana celular que reconhecem
diversos padrdes expressos por microrganismos e desempenham importantes
funcdes na resposta imune natural. A ativacao desses receptores leva a expressao
de determinados genes que codificam moléculas da resposta natural, incluindo
citocinas, como o fator de necrose tumoral e IL-1. Os TLR ja foram identificados em
diversas células oculares, entre elas o epitélio pigmentar da retina, astrécitos,
epitélio corneal, epitélio iriano, micréglia e células de Muller.30:33

Modelos experimentais de endoftalmite, constituidos por ratos deficientes de
TLR2, apresentaram diminuigcdo dos niveis de citocinas e quimiocinas, além de
diminuicdo do recrutamento de células inflamatérias. Como consequéncia, houve
diminuicdo do processo inflamatorio, preservacao da arquitetura retiniana e discreta

melhora de sua funcdo quando comparados com o grupo controle.3°



3. METODOS

VIRTUS IMPAVIDA
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3.1 Local de estudo

Laboratorio de Imunopatologia Keiso Asami (LIKA) da Universidade Federal
de Pernambuco, Departamento de Cirurgia da Universidade Federal de
Pernambuco, Departamento de Retina e Vitreo da Fundacdo Altino Ventura e

Hospital de Olhos de Pernambuco.

3.2 Tipo de estudo

Estudo observacional, analitico e longitudinal.

3.3 Amostra

Foram selecionados para o estudo pacientes com diagndéstico clinico
compativel com endoftalmite infecciosa aguda pos-facectomia, baseado nos critérios
do EVS*? que procuraram a emergéncia da Fundacédo Altino Ventura entre marco de
2011 e outubro de 2012, com idade superior a 18 anos e acompanhamento de 06
meses apos o diagndéstico da endoftalmite.

Foram excluidos pacientes que apresentavam histéria prévia de uveite,
pacientes que desenvolveram sintomas no mesmo dia do procedimento de
facectomia (quadro clinico compativel com TASS), rotura de capsula posterior com
luxagdo nuclear para o vitreo e pacientes submetidos a procedimento cirdrgico
ocular prévio.

Para o grupo controle, foram coletadas amostras de pacientes submetidos a
vitrectomia posterior por doenga nao-infecciosa no mesmo dia da coleta de amostras

dos pacientes com endoftalmite.
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3.4 Procedimentos

3.4.1 Procedimentos técnicos

O material utilizado para dosagem das citocinas foi coletado a partir de
amostras de humor vitreo durante o procedimento de injecdo do antibidtico
intravitreo ou vitrectomia posterior. O procedimento foi realizado com técnica de
assepsia e antissepsia, sob anestesia local com colirio anestésico de
proximetacaina (Anestalcon®, Alcon, Brasil) e anestesia loco-regional com lidocaina
sob injecdo peribulbar. A técnica de coleta foi constituida por: peritomia,
esclerotomia, aspiracdo de 0,3mL de humor vitreo com vitre6fago (Accurus®, Alcon,
EUA) de 20 gauge, baixo corte (600 cortes/min), sutura escleral com vicryl (Ethicon®,
Johnson&Johnson, EUA) 6.0 e, apenas para 0s pacientes do grupo caso, injecao
intravitrea de vancomicina (Vancocina®, ABL, Brasil) 1,0mg/0,1mL, ceftazidima
(Fortaz®, GlaxoSmithKline, Brasil) 2,25mg/0,1mL e dexametasona (Decadron®,
Aché, Brasil) 0,4mg/0,1mL. Figura 1. A opc¢éo de tratamento inicial entre injecao de

antibiotico intravitreo ou vitrectomia posterior foi baseada nos critérios do EVS.?

Figura 1. Procedimento de aspiracéo do humor
vitreo com vitre6fago. Paciente 4.

A amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos e entdo armazenada
sob refrigeracdo de -80°C, até o momento de dosagem. Foi utilizado o kit Bio-Plex
Pro™ Human Cytokine Assay (BIO-RAD® , Hercules, EUA), para dosagem das
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seguintes citocinas: IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-
13, IL-15, IL-17, fator de crescimento basico de fibroblastos (FGF basico), eotaxina,
fator estimulador de crescimento de granulocitos (G-CSF), fator estimulador de
crescimento de granulécitos-mondcitos (GM-CSF), interferon gama (INF-y), proteina
quimiotatica de mondcitos (MCP-1), proteina inflamatéria de macrofagos-1a (MIP-
la), proteina inflamatoéria de macréfagos-1b (MIP-1b), fator de crescimento derivado
de plaquetas subunidade BB (PDGF-BB), RANTES (reguladas pela ativacao,
expressas e secretadas pelas células T normais), fator de necrose tumoral alfa

(TNF-a) e fator de crescimento derivado do endotélio (VEGF). Figura 2.

Figura 2. Kit Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assay
(BIO-RAD®, Hercules, EUA)

O exame oftalmoldgico foi realizado na Fundagdo Altino Ventura e Hospital
de Olhos de Pernambuco, sendo constituido por medida da acuidade visual corrigida
com conversdo para logMAR®, utilizando-se tabela de Snellen, biomicroscopia com
lampada de fenda de segmento anterior e posterior, medida da pressao intraocular
através da tonometria de aplanacdo de Goldmann, mapeamento de retina sob
midriase com oftalmoscépio binocular indireto e ultrassonografia ocular. O exame

microbiolégico foi realizado no LIKA.

3.4.2 Procedimentos analiticos
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Os resultados das variaveis continuas foram expressos por suas medidas de
tendéncia central (médias) e por suas medidas de grau de disperséo (erro padréo da
média). As varidveis categoricas foram expressas por suas freqiéncias absolutas e
relativas.

Na analise de variaveis continuas nao-paramétricas, nao-pareadas, foi
utilizado o teste de Mann-Whitney. Para avaliacdo da correlacdo entre variaveis
continuas utilizou-se o0 teste de Spearman. Para a comparagdo entre as
concentracbes de citocinas do grupo caso com cada subgrupo do controle foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e, no caso de diferenca significativa, foi realizado
0 pos-teste de Duncan. A hipotese de normalidade dos dados foi verificada através
do teste de Shapiro-Wilk.

Foi estabelecido o valor de p < 0,05 para rejeicdo da hipotese de nulidade. Os
calculos estatisticos foram realizados no software Statistical Package for the Social
Science (SPSS) na versdo 21.0 e o Data Analysis and Statistical Software (STATA)

na versao 11.0.

3.3.5 Procedimentos éticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (registro n° 032/10) (APENDICE
C). Todos os individuos que participaram do estudo foram previamente esclarecidos
sobre o objetivo e 0 método do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (APENDICE B). A intervencéo diagndstica para dosagem das citocinas
foi realizada durante a intervencéo cirargica para o tratamento da endoftalmite ou
para tratamento de doenca vitreo-retiniana ndo-infecciosa, ndo trazendo riscos

adicionais ao paciente.
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4. RESULTADOS

VIRTUS IMPAVIDA
[ 2 A ]

4.1 Dados demograficos

Foram incluidos 18 pacientes com diagndstico de endoftalmite. Entre esses
pacientes, nove (50,0%) eram do sexo masculino. A idade variou entre 48 e 86 anos
(66,4 = 2,51). Dez (55,6%) pacientes apresentavam acometimento do olho direito.
seis (33,3%) pacientes eram portadores de diabetes mellitus.

O tempo decorrido entre a cirurgia e o inicio dos sintomas variou entre 3 e 40
dias (13,6 £ 2,61). A AVL inicial, ou seja, no momento do diagndéstico da endoftalmite
(pré-operatéria) variou entre 20/150 e percepcéo luminosa (2,3 £ 0,087 logMAR).
Oito (44,4%) pacientes apresentavam AVL de percepc¢do luminosa. O tempo de
armazenamento das amostras a -80°C variou entre 24 e 594 dias (371,5 + 49,53).

Oito (44,4%) pacientes foram tratados com vitrectomia posterior e inje¢do de
antibioticos intravitreo. Dez (55,6%) pacientes foram tratados apenas com injecao de
antibioticos intravitreo sem a realizacdo de vitrectomia posterior. Entre 0s pacientes
tratados com vitrectomia posterior, trés (37,5%) receberam 6leo de silicone como
substituto vitreo.

O resultado da cultura foi positivo para 11 (64,7%) pacientes, sendo o
Staphylococcus epidermidis 0 agente encontrado em nove (81,8% entre os que
apresentavam cultura positiva) casos. Uma cultura foi positiva para Staphylococcus
aureus e outra para Streptococcus viridans.

Em relacdo a AVL final, medida apdés seis meses do diagnostico da
endoftalmite, houve variacdo entre: sem percepc¢éo luminosa (SPL) e 20/25 (0,92 +
0,217 logMAR). Dezesseis (88,9%) pacientes apresentaram melhora da visdo apos
o tratamento. Treze (72,2%) pacientes apresentaram visdo melhor ou igual a 20/100.
Um paciente evoluiu com atrofia bulbar e visdo sem percepcdo luminosa e um

paciente manteve a AVL de percepc¢édo luminosa. Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas do grupo caso: idade, sexo, AVL inicial (pré-operatdria), AVL
final (p6s-operatdria), tempo (dias) entre cirurgia e realizacdo do primeiro exame, cultura
microbiolégica, tipo de tratamento.

Paciente |g::§/ AVL Tempo (dias) Cultura Tratamento
inicial ~ final  cirurgia - exame

1 82/M PL 20/60 30 negativa VPP + Injecéo IV (2)
2 70/F PL MM 6 negativa VPP + Injecéo IV (1)
3 62/F MM 20/40 14 S. epidermidis Injecao IV (1)
4 60/F PL 20/40 8 S. epidermidis VPP + Injecéo IV (1)
5 72/F PL 20/40 S. epidermidis VPP + Injecéo IV (1)
6 62/F PL 20/25 3 S.viridans VPP + Injecdo IV (2)
7 75/M PL PL 40 negativa VPP
8 72/F MM 20/160 30 negativa Injecdo IV (1)
9 51/F 20/150 20/100 14 negativa Injecdo IV (2)
10 48/M MM 20/100 10 S. epidermidis Injecéo IV (2)
11 62/M MM 20/50 7 negativa Injecdo IV (1)
12 56/M MM 20/100 5 S. epidermidis Injecéo IV (3)
13 86/M PL MM 5 S. aureus VPP + Injecéo IV (1)
14 72IM MM 20/25 6 S. epidermidis Injecéo IV (3)
15 75/F CD 20/100 16 S. epidermidis Injecéo IV (2)
16 54/M MM 20/30 12 negativa Injecdo IV (2)
17 76/F PL SPL 29 S. epidermidis VPP
18 61/M MM 20/60 4 S. epidermidis Injecéo IV (3)

AVL: acuidade visual para longe; PL: percepcdo luminosa; MM: movimento de maos; CD:
conta dedos; VPP: vitrectomia posterior pars plana; IV: intravitrea

Para o grupo controle, foram coletadas amostras de 39 pacientes (relacao de
caso para controle de 1 : 2,17). A idade dos pacientes variou entre 23 e 83 anos
(59,3 + 2,2).

envolvimento do olho esquerdo em 20 (51,3%). Dezoito (46,1%) pacientes eram

Dezessete (43,6%) pacientes eram do sexo masculino com

portadores de diabetes mellitus.

A doenca que levou a necessidade de vitrectomia posterior entre os pacientes
do grupo controle foi o descolamento de retina (DR) em 17 (43,6%) pacientes,
maculopatia tipo membrana epirretiniana (MER) ou buraco macular (BM) em sete
(17,9%) e retinopatia diabética proliferativa (RDP) em 15 (38,5%).
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4.2 Niveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

Verificou-se que os niveis de fatores de crescimento, G-CSF, GM-CSF FGF
béasico e PDGF-BB foram significantemente mais elevados em pacientes com
endoftalmite (Figura 3A). Do mesmo modo, os niveis de quimiocinas, eotaxina, IL-8,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1b e RANTES, também foram significantemente mais elevados
em pacientes com endoftalmite em comparacdo com o grupo controle (Figura 3B).
No que diz respeito ao perfil de citocinas, observou-se aumento dos niveis de IL-1ra,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-15, IL-17, IFN-y e TNF-a no humor vitreo de pacientes
com endoftalmite comparado ao grupo controle (Figura 3C). Em contraste, 0s niveis
de IL-7 foi significantemente mais elevado em pacientes com doenca nao-infecciosa
(Figura 3C). Tabela 2.
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Figura 3. ConcentracBes (pg/mL) de fatores de crescimento (A), quimiocinas (B) e citocinas (C) no
humor vitreo de pacientes com endoftalmite aguda (n=18) versus grupo controle (n=39).
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Tabela 2. Comparacao das concentracdes (pg/mL) de citocinas entre 0s grupos caso e controle.

Grupos (MédiatEPM)

Citocinas, Caso Controle Valor p§
quimiocinas e (n=18) (n=39)
fator_es de
crescimento
IL-1ra 774,0 + 245,6 93+1,4 <0,0001
IL-2 97+12 1,4+0,2 <0,0001
IL-4 1,3+0,2 0,2+0,1 <0,0001
IL-5 1,0x04 0,5+£0,1 0,3170
IL-6 3158,3 £ 28,9 95,3+31,8 <0,0001
IL-7 51+1,0 9,2+1,2 0,0229
IL-8 5022,5 + 1305,5 315+54 <0,0001
IL-9 13,7+1,9 54+0,8 <0,0001
IL-10 66,0 + 17,8 70+1,9 <0,0001
IL-12 (p70) 31,9+12,0 49,6 + 14,9 0,452
IL-13 6,3+1,5 6,0+x14 0,3283
IL-15 99+1,3 53+0,6 <0,0001
IL-17 89,7 + 56,5 3,1+0,2 <0,0001
Eotaxina 34,3+£3,9 85+1,0 <0,0001
FGF Basico 26,6 + 13,8 18,8 + 6,4 0,005
G-CSF 6906,8 + 847,6 11,7+4,0 <0,0001
GM-CSF 66,9 +9,6 34,7+ 23 <0,0001
IFN-y 98,3+12,1 253+5,1 <0,0001
MCP-1 4498,5 + 1428,4 850,6 £ 143,2 0,0036
MIP-1a 74,1+ 27,8 0,9+0,2 <0,0001
MIP-1b 231,9 + 64,2 11,9+1,4 <0,0001
PDGF-bb 30,8+4,8 8,8+1,8 <0,0001
RANTES 18,8 +5,1 145+6,0 0,0004
TNF-a 49,1 +5,9 37+0,4 <0,0001
VEGF 491,7 + 251,6 523,1+178,5 0,6930

§-teste de Mann-Whitney

Foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Duncan para
avaliar se existe diferenca estatisticamente significante entre 0s pacientes com
endoftalmite e os pacientes do grupo controle, considerando-se os diferentes
diagnosticos deste grupo (DR, BM/MER e RDP). Apenas a IL-5 ndo apresentou

diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Tabela 3.
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Tabela 3. Comparacdo das concentracfes (pg/mL) de citocinas entre 0s grupos caso e controle,
separando os pacientes do grupo controle de acordo com o diagnéstico.

Grupo controle

Citocinas, Endoftalmite (MédiatEPM) Valor p
quimiocinas (Média £ EPM) DR BM/MER RDP §
e fatores de n=18 n=17 n=7 n=15
crescimento
IL-1ra 774,0 £ 245,6 12,2 + 2,9* 3,8+0,8* 8,6+1,3* < 0,0001
IL-2 9,7+1,2 1,3+0,1* 0,6 £0,2* 1,9+0,3* <0,0001
IL-4 1,3+0,2 0,3+0,2* 0,1 +0,0* 0,2 £0,0* < 0,0001
IL-5 1,004 04+0,1 0,3+0,0 0,8+0,2 0,1764
IL-6 3158,3 + 28,9 151,1 + 69,1* 8,0+ 3,8* 72,8 £ 20,4* <0,0001
IL-7 51+1,0 8,2+1,6 3,8+1,0 13,0+ 2,2* 0,0013
IL-8 5022,5 + 1305,5 24,9 £ 5,0* 8,5+21*% 49,8 + 11,4* <0,0001
IL-9 13,7+1,9 4,0+0,5* 2,5+0,6* 85+1,6 <0,0001
IL-10 66,0+17,8 2,2+0,5% 0,7 £0,1* 157+4,1 < 0,0001
IL-12 (p70) 31,9+ 12,0 12,4 + 4,8 0,5+0,1* 112,1+31,7  <0,0001
IL-13 6,3+15 3,3%£0,9 0,9+0,1* 116+29 0,0002
IL-15 99+1,3 58+1,2 3,0+0,5* 59+0,7 0,0018
IL-17 89,7 + 56,5 3,4+0,4* 2,8+0,8* 2,8+0,3* <0,0001
Eotaxina 34,3+3,9 6,5+1,0* 6,0 £ 0,6* 11,8 + 2,2* < 0,0001
FGF basico 26,6 £ 13,8 39,3+13,2 1,5+0,4* 3,6 £ 0,6* <0,0001
G-CSF 6906,8 + 847,6 20,5+ 9,2* 59+ 1,0* 11,5+6,3* < 0,0001
GM-CSF 66,9+ 9,6 33,5+ 3,0* 33,1+6,1* 36,9 + 4,0* 0,0002
IFN-y 98,3 +12,1 16,3 + 3,5* 2,7+0,7* 46,1+ 10,7+  <0,0001
MCP-1 4498,5 + 1428,4 1035,4+£291,3 256,5+66,00 9184 +138,2 0,0006
MIP-1a 74,1+ 27,8 1,2+0,3* 0,3+0,0* 1,0+£0,1* <0,0001
MIP-1b 231,9+64,2 15,2 + 2,4* 4,0+0,9* 12,1+ 1,7 < 0,0001
PDGF-bb 30,8+4,8 10,1 + 3,7* 2,7+0,5% 10,4 + 2,1* < 0,0001
RANTES 18,8+ 5,1 20,7+£12,3 1,0+£0,2* 13,6 +£7,0 <0,0001
TNF-a 49,1+59 3,4+0,6* 3,3+0,6* 4,2 +0,8* <0,0001
VEGF 491,7 + 251,6 116,5+ 49,0 3,7+0,9* 1199,1 + 395,3* < 0,0001

§-teste de Kruskal-Wallis

* Estatisticamente significante em relacdo ao grupo com endoftalmite (p<0,05; Teste de Duncan)

Encontrou-se correlacdo positiva entre a concentragdo de TNF-a e as
guimiocinas eotaxina, IL-8, MIP-1a, MIP1b e RANTES. Noi foi encontrado correlacao
entre o TNF-a e MCP-1. Tabela 4.
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Tabela 4. Correlacao entre TNF-a e quimiocinas

Quimiocinas Valor R (valor p)
Eotaxina 0.8611 (<0.0001)
IL-8 0.7172 (0.0008)
MCP-1 0.1785 (0.4784)
MIP-1a 0.5562 (0.0165)
MIP-1b 0.6037 (0.008)
RANTES 0.5315 (0.0232)

4.3 Relacéo entre a concentracdo de fatores inflamatdrios e de crescimento e

acuidade visual

Os pacientes do grupo caso apresentaram média da acuidade visual pré-
operatéria de 2,3 + 0,087, e pos-operatoria de 0,92 = 0,217, com diferenca
estatisticamente significante (p=0,0001).

Observou-se uma correlacdo positiva moderada da concentracdo de TNF-a
com a acuidade visual inicial expressa em logMAR (r= 0,59, p=0,0096 - Spearman).
Para as demais citocinas, ndo encontrou-se correlacao entre acuidade visual inicial e
sua concentracdo. Também ndo se observou correlacdo entre a concentracdo de

citocinas com a acuidade visual final. Tabela 5.
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Tabela 5. Teste de correlacdo entre as citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento em relacéo a
acuidade visual inicial e final.

AVL inicial
Valor r (valor p)

AVL final
Valor r (valor p)

Citocinas,
quimiocinas

e fatores de
crescimento

IL-1ra 0,24 (0,3268) -0,10 (0,6811)
IL-2 0,38 (0,1162) -0,11 (0,6403)
IL-4 0,26 (0,2927) 0,11 (0,6702)
IL-5 0,22 (0,3772) -0,11 (0,6375)
IL-6 0,10 (0,6801) -0,09 (0,7178)
IL-7 -0,06 (0,7883) -0,24 (0,3323)
IL-8 0,22 (0,3650) -0,18 (0,4516)
IL-9 0,29 (0,2438) 0,21 (0,3881)
IL-10 0,19 (0,4321) 0,09 (0,6963)
IL-12 (p70) 0,13 (0,6023) 0,10 (0,6855)
IL-13 0,11 (0,6636) 0,23 (0,3475)
IL-15 0,16 (0,5081) -0,24 (0,3372)
IL-17 0,14 (0,5775) -0,26 (0,2833)
Eotaxina 0,40 (0,0930) -0,11 (0,6648)
FGF Basico  -0,23 (0,3429) -0,08 (0,7394)
G-CSF 0,36 (0,1319) -0,25 (0,3155)
GM-CSF 0,10 (0,6959) -0,24 (0,3456)
IFN-y 0,41 (0,0852) -0,06 (0,8110)
MCP-1 0,26 (0,2825) -0,05 (0,8311)
MIP-1a 0,17 (0,4907) 0,02 (0,9347)
MIP-1b 0,20 (0,4056) -0,20 (0,4145)
PDGF-bb 0,29 (0,2364) 0,21 (0,3930)
RANTES -0,08 (0,7370) -0,03 (0,8956)
TNF-a 0,59 (0,0096)* -0,07 (0,7762)

VEGF 0,19 (0,4375) 0,19 (0,4416)

*estatisticamente significante; Steste de correlagao de Spearman
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O processo inflamatoério gerado durante a endoftalmite € fundamental para a

eliminacdo do agente infeccioso. O reconhecimento do microrganismo com
consequente ativacao de células do sistema imunolégico leva a secrecao de fatores
inflamatorios que estdo envolvidos na eliminacdo do patdogeno bem como
modulacéo do sistema imune.! Este é o primeiro estudo in vivo a avaliar a resposta
inflamatoria através da dosagem de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
em pacientes portadores de endoftalmite infecciosa aguda pds-facectomia.

Estudos experimentais ja evidenciaram que a endoftalmite infecciosa pode
induzir a expressdo de citocinas.*64%9-52 Através da inoculacdo de cepas de
Staphylococcus epidermidis em olhos de ratos Lewis foram quantificadas as
citocinas TNF-a, IL-1p e IFN-y, comparando-se com a intensidade do processo
inflamatério. Encontrou-se relacdo entre o processo inflamatério e a concentracédo
das citocinas. Nao foi possivel a deteccao dessas citocinas no sangue, sugerindo a
producéo apenas local.*® Foram utilizadas col6nias viaveis de Staphylococcus
aureus para induzir endoftalmite em olhos de ratos e estudar a producdo de TNF-q,
IL-1B, citocina indutora de quimioatracdo de neutrofilos (CINC) e IFN-y. A CINC seria
equivalente a IL-8 em seres humanos. Observou-se 0 aumento das quatro citocinas
estudadas, encontrando relagcdo com o processo inflamatorio.*?

No presente estudo, observou-se maior producéo de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento que estdo envolvidos em varias fases do processo
inflamatorio: reconhecimento do microrganismo, recrutamento de leucdcitos,
eliminacao do patdgeno e reparacao tecidual.

Na fase inicial de reconhecimento do patdgeno ha participacdo da imunidade
natural através dos TLR.?%-31.33 J4 foi evidenciada, em tecidos do segmento posterior
do olho, como epitélio pigmentar da retina e coroide, a expresséo de receptores TLR
tipo 2, 4 e 9. Sugere-se sua participacdo como mediadores na invasao do segmento

posterior por patégenos.?®
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Jéa foi evidenciado que o receptor TLR-2 é um componente importante na
resposta inicial da endoftalmite causada por Bacilus cereus.®® Strunk et al.3!
analisaram a participacdo do receptor TLR-2 em infec¢cdes por Staphylococcus
epidermidis e concluiram que a producdo de citocinas e quimiocinas era mediada
por sua ativacdo. Ratos deficientes em receptores TLR-2 apresentaram diminui¢ao
da producao de IL-6, IL-10, G-CSF e TNF-a com menor migracdo de leucécitos e
menor capacidade para eliminar o agente infeccioso. A ativacdo dos receptores TLR-
2, por antigenos bacterianos gram-positivos estimula a producdo de citocinas
inflamatorias, como o TNF-a e quimiocinas. Por sua vez, o aumento da secrecéo de
TNF-a causado pela ativacdo desses receptores também estimula a producdo de
guimiocinas que promovem a quimiotaxia de leucdécitos e seu recrutamento para o
sitio da infecgéo.30:31

Encontrou-se correlagdo entre TNF-a e todas as quimiocinas dosadas, a
excecao de MCP-1 (Tabela 5). Como o TNF-a € uma das citocinas produzidas
precocemente durante o processo inflamatoério e que tem a capacidade de estimular
a producédo de outras citocinas,>53 os resultados sugerem a possibilidade do TNF-a
estar estimulando a producdo dessas quimiocinas ou de um estimulo em comum
para essa producéo, que poderia ser a ativagdo do TLR. Nao houve correlacao entre
o TNF-a e MCP-1, sugerindo a possibilidade de uma outra via para a producdo
dessa quimiocina.

Das vinte e cinco citocinas dosadas, catorze (IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
17, Eotaxina, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP-1la, MIP-1b, PDGF-BB, TNF-q)
apresentaram concentracdes superiores aos trés diagndsticos do grupo controle.
Com excecdao da IL-7 (superior em pacientes com retinopatia diabética) e IL-5, todas
as outras citocinas apresentaram maior concentracdo nos pacientes com
endoftalmite, quando comparados com pacientes do grupo controle portadores de
maculopatia. Pacientes portadores de buraco macular idiopatico ou membrana
epirretiniana associada a alteragbes da interface vitreo-retiniana ndo apresentam
alteracGes intraoculares inflamatérias significativas ou isquemia retiniana.*°

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante na concentracéo de
IL-5 entre os grupos estudados, sugerindo que esta citocina nao apresenta
participacdo na endoftalmite infecciosa aguda. IL-5 € produzida por linfécitos TH2 em
resposta a estimulacéo por alérgenos, Mycobacterium tuberculosis, Toxocara canis.

Estimula a diferenciacdo e proliferacdo de eosindéfilos, caracterizando-se como
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mediador de processos alérgicos.®! Como a endoftalmite aguda tem como agente
principal o Staphylococcus epidermidis, € provavel ndo haver participacao
significativa da IL-5 na resposta imunoldgica ocular.

IL-7 caracteriza-se como fator de crescimento hematopoiético, sendo
produzido pelas células estromais do tecido linféide no timo e médula Gssea, e
participa da expansdo de precursores imaturos de linfécitos T e B.”> Tem
participacdo na resposta imunoldgica ao HIV e processos neoplasicos como linfoma
e leucemia linféide aguda. Nao foram encontradas evidéncias neste estudo de que a
IL-7 tenha participacdo na endoftalmite infecciosa aguda pdés-facectomia. Foi
encontrado, neste estudo, aumento na concentracdo vitrea de portadores de
retinopatia diabética.

O G-CSF e 0 GM-CSF também séo consideradas citocinas hematopoiéticas e
atuam em progenitores da médula éssea para estimular a producéo de leucécitos.
G-CSF pode ser produzido no local da infeccdo e atua como um horménio endécrino
na médula 6ssea.”” Células T ativadas, macréfagos, células endoteliais podem
expressar ambas as citocinas. Encontrou-se aumento na concentracdo de G-CSF e
GM-CSF em portadores de endoftalmite infecciosa aguda, sugerindo sua
participacdo no processo inflamatério. E citada a IL-17 como indutor da produc&o de
G-CSF e GM-CSF."":#2

Observou-se uma correlacdo positiva entre a acuidade visual inicial e a
concentracdo vitrea do TNF-a. Em um paciente com endoftalmite infecciosa, a
acuidade visual pode refletir a intensidade do processo inflamatério. Quanto maior a
reacdo inflamatdria na cavidade vitrea e na camara anterior, maior serd a opacidade
de meios, dificultando a passagem da luz para a retina, diminuido a acuidade visual.
Em estudo experimental, foi observada a relagéo entre os niveis de TNF-a no humor
vitreo e a intensidade do processo inflamatorio.*

A acuidade visual inicial é fator determinante da opcao de tratamento nesses
pacientes. O estudo EVS, realizado na década de 90 e utilizado até os dias de hoje,
concluiu que pacientes com visao igual ou melhor que movimento de maos deveriam
ser tratados com injecdo de antibioticos intravitreo. Pacientes com visdo de
percepcdo luminosa, devem ser tratados com vitrectomia posterior associada a
injegdo de antibidticos intravitreo.'? Se os niveis de TNF-a relacionam-se com a
acuidade visual inicial e intensidade do processo inflamatério, pode futuramente
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constituir-se num marcador para ajudar o retindlogo na decisdo terapéutica entre
vitrectomia posterior ou inje¢do intravitrea.

O processo inflamatério pode ocasionar lesdo do endotélio corneano com
formacdo de opacidade grave que pode requerer transplante de cérnea, bloqueio
pupilar por formacdo de fibrina e sinéquias posteriores com desenvolvimento de
glaucoma, proliferacdo vitreo-retiniana grave em pacientes que apresentam
descolamento de retina. E possivel realizar-se farmacologicamente o controle do
processo inflamatorio. Frequentemente, utilizam-se corticoides intravitreo nos casos
de endoftalmite infecciosa aguda bacteriana, j& que a prépria reacdo do sistema
imunolégico pode danificar as estruturas oculares.?®

Medicacdes que bloqueiam o TNF-a, constituidos por anticorpos monoclonais,
como infliximab, adalimumab, certolizumab, também estdo disponiveis. S&o
utilizadas no tratamento de doencas autoimunes como artrite reumatdide e seus
beneficios jA demonstrados em alguns estudos.*>"383 Se, por um lado essas
medicacfes podem reduzir o processo inflamatorio em determinadas doencas, seus
beneficios em endoftalmite infecciosa aguda nao estdo bem definidos.

Em estudo experimental, foi avaliado o papel do TNF-a na patogénese da
endoftalmite induzida por Bacillus cereus. Para isso, utilizou-se uma linhagem de
ratos nao-produtores de TNF-a para comparacdo com ratos controle. Concluiu-se
que ratos nao-produtores de TNF-a, mesmo com aumento na sintese de IL-6,
quimiocina de ceratindcitos (KC), MIP-la e IL-1B, apresentaram reducdo na
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares com consequente menor processo
inflamatério nesses olhos. Entretanto, a avaliacdo histolégica demonstrou uma
significante perda e atrofia da arquitetura retiniana, comparado com ratos produtores
de TNF-a. Sugere-se que ratos n&o-produtores de TNF-a, apesar do menor
processo inflamatério, podem apresentar um curso mais grave da infeccdo com
maior perda visual, devido ao maior dano retiniano.>°

Observou-se, em modelos experimentais, a destruicdo de fotorreceptores e
degeneracgdo retiniana em ratos que haviam recebido IFN-y por via intravitrea. O
IFN-y induziu as células gliais a expressarem antigenos do MHC classes | e Il, além
de induzirem também as células do epitélio pigmentar da retina a expressarem
antigenos do MHC tipo Il. A ativacdo das células do epitélio pigmentar da retina

poderia aumentar a fagocitose sobre fotorreceptores, induzindo sua perda.>?
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Entretanto, ndo foi encontrado correlagédo do TNF-a, IFN-y ou qualquer outra
citocina com a acuidade visual final. Neste estudo, a dosagem de citocinas nao
mostrou utilidade como marcador de prognéstico na endoftalmite infecciosa.

Como limitacdes do estudo pode-se citar a presenca no grupo controle de
doencas que podem aumentar os niveis de citocinas como descolamento de retina e
retinopatia diabética; a inclusdo de pacientes com diagndstico clinico de

endoftalmite, mas com cultura negativa.
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que:

A analise dos resultados encontrados no presente estudo permite concluir

1- A endoftalmite infecciosa aguda poés-facectomia aumenta a
concentracdo de citocinas (IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-15,
IL-17, IFN-y e TNF-a), quimiocinas (eotaxina, IL-8, MCP-1, MIP-1a,
MIP-1b e RANTES) e fatores de crescimento (G-CSF, GM-CSF,
FGF basico e PDGF-BB) em comparacdo com o grupo controle.

2- Observou-se correlacdo positiva entre a concentracdo de TNF-a e
as quimiocinas eotaxina, IL-8, MIP-1a, MIP1-b e RANTES.

3- Observou-se correlagdo positiva moderada apenas da concentragéo
de TNF-a com a acuidade visual inicial. Nao se observou correlagéo
entre a concentracdo de citocinas com a acuidade visual final, ndo
sendo encontrado um fator inflamatério preditivo para a acuidade

visual final.
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Abstract

Purpose. To analyze the involvement of cytokines, chemokines and growth factors in
acute infectious endophthalmitis following cataract extraction surgery.

Methods. Vitreous humor samples were collected from 18 patients. The Bio-
Plex technique was used to measure IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, basic FGF, eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y,
MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, PDGF-BB, RANTES, TNF-a and VEGF for comparison with
levels in 39 patients undergoing vitrectomy for a non-infectious disease (control).
Results. IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-15, IL-17, eotaxin, bFGF, G-CSF,
GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-1a, MIP-1b, PDGF-BB, RANTES and TNF-a levels
were significantly higher (p <0.05) in eyes with endophthalmitis. There were no
significant differences between groups for IL-5, IL-12 (p70), IL-13 and VEGF levels.
IL-7 levels were higher in the control group (p = 0.0229). Considering the different
diagnoses in the control group, only IL-5 was not significantly different between
groups (p = 0.1764). There were strong positive correlations between TNF-a and
IFN-y, IL-2 and eotaxin (r > 0.8, p <0.05) and a moderate positive correlation
between TNF-a and the initial visual acuity (r = 0.59, p = 0.0096). There was no
correlation with the initial or final visual acuity for the other factors measured.
Conclusions. Infectious endophthalmitis following cataract extraction stimulates the
production of cytokines, chemokines and growth factors. Levels of TNF-a may be
related to the severity of the initial inflammatory processes. No inflammatory factor

that could predict the final visual acuity was evident in the present study.

Introduction

Infectious endophthalmitis is characterized by an inflammation of the
intraocular tissues as a result of bacterial or fungal proliferation in the vitreous cavity
following surgical procedures, trauma or endogenous dissemination. Its incidence
after cataract surgery varies between 0.087% and 0.265%.%2 It can also be caused
by non-infectious processes, such as immune system reactions resulting from
autoimmunity, toxic agents in certain drug formulations, vasculitis or neoplasms.*2+4
The progression of this condition can be serious, including the potential risk of vision
loss and bulbar atrophy. Treatment consists of the rapid administration of intravitreal

antibiotics or posterior vitrectomy procedures.®
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The ability of bacteria to cause inflammation in the vitreous cavity is
dependent on the virulence of the microorganism, such as rapid replication and the
production of toxins that cause inflammation. The bacterial cell wall contains
molecules with pro-inflammatory activity, such as lipoteichoic acid, peptidoglycan and
polysaccharides.®®” These molecules are capable of inducing inflammatory
processes even if the microorganism is quiescent. Bacteria can produce various
enzymes, such as proteases, collagenases and hyaluronidases, which can damage
the host tissues.? In addition to tissue injury caused by bacterial growth and the
production of toxins, excessive immune responses and inflammation may also be
responsible for damage to intraocular tissues, including direct damage to the
photoreceptors, injury to the corneal endothelium, pupillary-block glaucoma, and
retinal detachment.®

The response of the innate immune system to recognizing bacterial antigens
includes the activation of toll-like receptors (TLRs), including TLR-2.° These
receptors have been identified in retinal cells such as the retinal pigment epithelium,
iris epithelium and Muller cells.’® TLR activation can lead to the production of
inflammatory factors, known as cytokines, that participate in the host response and
whose release is critical for the elimination of infectious agents and consequent
smaller tissue damage. Cytokines are produced by macrophages, lymphocytes,
natural killer cells, retinal pigment epithelial (RPE) cells and other immune cells in
response to certain stimuli. They participate in various activities in host defense,
including the recognition of infectious agents, leukocyte recruitment, the repair of
damaged tissue and the breakdown of the blood-retinal barrier.1*13

Experimental studies of infectious endophthalmitis have shown that cytokines,
including tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFN-y), are
expressed in the vitreous cavity.'11417 However, little is known about cytokine
expression in humans suffering from acute infectious endophthalmitis.! The objective
of this study was to analyze the involvement of inflammatory factors and growth
factors in acute post-infectious endophthalmitis in humans using the Bio-Plex/

multiplex technique.
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Methods

Study population

Vitreous humor samples were collected from 18 patients examined in the
emergency department at the Altino Ventura Foundation (Fundacéo Altino Ventura —
Recife-PE, Brazil) who presented with clinical signs consistent with acute
endophthalmitis following cataract extraction between March 2011 and October
2012. An ophthalmologic examination was performed by measuring the corrected
visual acuity using the Snellen chart (with conversion to the logMAR),8 slit-lamp
biomicroscopy of the anterior and posterior segments and indirect ophthalmoscopy.
For a diagnosis of endophthalmitis, the clinical criteria established by the
Endophthalmitis Study Group were used.!® The cultures were positive for 11 patients
(64.7%), in which Staphylococcus epidermidis was the infectious agent in nine cases
(81.8% of those with positive cultures). One culture was positive for Staphylococcus
aureus, and one culture was positive for Streptococcus viridans. The characteristics
of the study population are summarized in Table 1. Samples were collected from 39
patients undergoing vitrectomy for non-infectious diseases (RD: retinal detachment,
MH/ERM: macular hole/epirretinal membrane and DR: diabetic retinopathy) and were
included in the study as controls. The study was approved by the Ethics Committee
of the Federal University of Pernambuco [Universidade Federal de Pernambuco],
and adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki. All patients provided written

informed consent.

Bio-Plex

The samples were centrifuged at 5,000 rpm for 10 minutes and then stored at
-80°C until the analysis. The Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Assay kit (BIO-RAD®,
Hercules, VA) was used and was able to identify the following cytokines: interleukin
(IL)-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17,
basic fibroblast growth factor (bFGF), eotaxin, granulocyte colony-stimulating growth
factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating growth factor (GM-CSF),
interferon-y  (IFN-y), monocyte chemotactic protein (MCP-1), macrophage
inflammatory protein-1a (MIP-1a), macrophage inflammatory protein-18 (MIP-1b),
platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), RANTES (regulated on activation,
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normal T cell expressed and secreted), tumor necrosis factor-a (TNF-a) and vascular
endothelial growth factor (VEGF).
Statistical analysis

The nonparametric Mann-Whitney U test was used to analyze the cytokines
data between the study and the control groups. To analyze the correlation between
parametric variables it was used the Pearson’s test and for nonparametric or
nonlinear variables, the Spearman test. To compare cytokines concentrations in the
study group with each control subgroup (RD, MH/ERM and DR) it was used the
Kruskal-Wallis test and the Duncan post hoc test. The Shapiro-Wilk test was
performed to verify the assumption of data’s normally distribution. The p-value < 0.05
was considered statistically significant to reject the null hypothesis. Statistical
calculations were performed with SPSS (Statistical Package for Social Science)
version 21.0 and STATA version 11.0.

Results
Levels of cytokines, chemokines and growth factors

The levels of growth factors G-CSF, GM-CSF and PDGF-BB were found to be
significantly higher in patients with endophthalmitis compared to the non-infectious
eye disease/control group (Figure 1A). Similarly, the levels of chemokines eotaxin, IL-
8, MCP-1, MIP-1la and MIP-1b were also significantly higher in patients with
endophthalmitis compared to all of the control groups together (Figure 1B). In regard
to the cytokine profile, we observed increased levels of IL-2, IL-1ra, IFN-y, IL-4, IL-10,
IL-15, IL-17 and TNF-a in the vitreous humor from patients with endophthalmitis
compared to the control group (Figure 1C). In contrast, the levels of IL-7 were
significantly higher in the control group (Figure 1C). Table 2.

The Kruskal-Wallis test was used, followed by Duncan's post-hoc test, to
evaluate potential statistically significant differences between patients with
endophthalmitis and patients in each control group, considering the different
diagnoses in this group. Only IL-5 showed no statistically significant difference
between groups (Table 3).

There was a positive correlation between the levels of TNF-a and
inflammatory cytokines (IFN-y, IL-2, IL-6 and IL-17), chemokines (IL-8, eotaxin, MIP-
la, MIP-1b, RANTES), repair cytokines (VEGF), anti-inflammatory cytokines (IL-1ra,
IL-4, IL-10 and IL-13) and hematopoietic cytokines (IL-9) (Table 4).
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Visual acuity

The patients in the case group had a mean pre-operative IogMAR visual acuity
of 2.3 + 0.087 and a post-operative logMAR visual acuity of 0.92 = 0.217, a
statistically significant (p = 0.0001) difference.

There was a moderate positive correlation between the levels of TNF-a and
the initial visual acuity expressed in logMAR (r = 0.59, p = 0.0096 - Spearman). For
the other cytokines, there was no correlation between their levels and the initial visual
acuity. There was also no correlation between the cytokine levels and the final visual

acuity.

Discussion

The inflammatory process generated during endophthalmitis is critical for
elimination of the infectious agent. Recognition of the microorganism and the
subsequent activation of immune cells lead to the secretion of inflammatory factors
that are involved in the clearance of the pathogen as well as the modulation of the
immune system.® This project is the first in vivo study to evaluate the inflammatory
response through the measurement of cytokine levels in patients with acute
endophthalmitis following cataract extraction.

This study analyzed the profile of growth factors, chemokines and cytokines in
the vitreous humor of patients with endophthalmitis. Experimental studies have
already shown that infectious endophthalmitis can induce the expression of
cytokines.t14-17 petropoulos et al.'! inoculated Staphylococcus epidermidis strains
into the eyes of Lewis rats and quantified the cytokines TNF-a, IL-1 and IFN-y,
comparing their levels with the intensity of the inflammatory process. The relationship
between the inflammatory process and cytokine levels was also observed in the
present study. These cytokines could not be detected in the blood, suggesting that
their production is local. Giese et al.'* used viable colonies of Staphylococcus aureus
to induce endophthalmitis in the eyes of rats and studied the production of TNF-q, IL-
1B, cytokine-induced neutrophil chemoattractant (CINC) and IFN-y. CINC is the
equivalent of IL-8 in humans. The study showed an increase in the four cytokines
studied, showing a relationship with the inflammatory process.

We observed higher production of cytokines, chemokines and growth factors
involved in several phases of the inflammatory process: recognition of the

microorganism, leukocyte recruitment, pathogen clearance and tissue repair. TNF-a
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is one of the cytokines that emerge early during the inflammatory process and has
the ability to stimulate other cytokines.>? The correlation between production of TNF-
a, IFN-y, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, IL-8, eotaxin, MIP-1a, MIP-1b, VEGF, IL-12
and IL-13 could suggest that the same stimulus is leading to the production of these
factors or even that TNF-a itself could be stimulating their production.

Toll-like receptors (TLRs) play a critical role in the early innate immune
response to invading pathogens by sensing microorganisms.®>’ TLRs 2, 4 and 9 have
been shown to be expressed in certain tissues of the posterior segment of the eye,
such as the retinal pigment epithelium and the choroid, suggesting that they
participate as mediators of bacterial invasion of the posterior segment.®

Novosad et al.?? observed that TLR-2 receptors were an important component
in the initial response to endophthalmitis caused by B. cereus. Strunk et al.?®
analyzed the involvement of the TLR-2 receptors in infections caused by S.
epidermidis and reported that cytokine and chemokine production was mediated by
TLR-2 activation. TLR-2-deficient mice showed decreased IL-6, IL-10, G-CSF and
TNF-a production, decreased leukocyte migration and a reduced ability to eliminate
infectious agents. The activation of TLR-2 receptors by Gram-positive bacterial
antigens stimulates the production of inflammatory cytokines such as TNF-a and
chemokines. In turn, the increase in TNF-a secretion caused by the activation of
these receptors also stimulates the production of chemokines that promote
chemotaxis and the recruitment of leukocytes to the infection site.?2:23

There was a correlation between the TNF-a levels and all of the chemokines
assayed, except for MCP-1 (r = 0.1785, p = 0.4784). PDGF-BB is considered an
inducer of MCP-1 production by astrocytes.?* There was no correlation between
TNF-a and PDGF-BB or MCP-1, suggesting that there is another pathway for the
production of these cytokines.

Fourteen of the 25 measured cytokines (IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-17,
eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, MIP-1a, MIP-1b, PDGF-BB and TNF-a) had higher
levels when compared to the three diagnosis of the control group. With the exception
of IL-7 (higher in patients with diabetic retinopathy) and IL-5, all of the other cytokines
had higher levels in patients with endophthalmitis compared to control patients
suffering from maculopathy. Patients with idiopathic macular holes or epiretinal
membranes associated with changes in the vitreoretinal interface did not present with

significant intraocular inflammatory changes or retinal ischemia.?®
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No statistically significant differences in the IL-5 levels were observed
between groups, suggesting that this cytokine does not participate in acute infectious
endophthalmitis. IL-5 is produced by Th2 lymphocytes in response to stimulation by
allergens, Mycobacterium tuberculosis and Toxocara canis, and it stimulates the
differentiation and proliferation of eosinophils, which are characterized as a mediator
of allergic processes such as asthma.?® Because the primary causative agent of
acute endophthalmitis is Staphylococcus epidermidis, it is not likely that IL-5 has any
significant involvement in ocular immune responses.

IL-7 is a hematopoietic growth factor that is produced by stromal cells in
lymphoid tissue in the thymus and bone marrow and that participates in the
expansion of the immature precursors of T and B lymphocytes.?” IL-7 participates in
the immune response to HIV and neoplastic processes such as lymphoma and acute
lymphoblastic leukemia. There was no evidence in this study that IL-7 plays a role in
acute infectious endophthalmitis. There was, however, an increase in the vitreous
levels of IL-7 in patients with diabetic retinopathy.

G-CSF and GM-CSF are also considered hematopoietic cytokines and act on
bone marrow progenitors to stimulate leukocyte production. G-CSF can also be
produced at the infection site and acts as an endocrine hormone in the bone
marrow.?® Activated T-cells, macrophages and endothelial cells can express both
these cytokines. There was an increase in the G-CSF and GM-CSF levels in patients
with acute infectious endophthalmitis, suggesting their involvement in the
inflammatory process. IL-17 has been shown to induce the production of G-CSF and
GM-CSF.2%829

There was a positive correlation between the initial visual acuity and the
vitreous levels of TNF-a. In one patient with infectious endophthalmitis, the visual
acuity may reflect the intensity of the inflammatory process. As the inflammatory
reaction in the vitreous cavity and the anterior chamber increases, the media opacity
also increases, hindering the passage of light to the retina and decreasing visual
acuity. In one experimental study, a relationship between the levels of TNF-a in the
vitreous humor and the intensity of the inflammatory process was observed.!

The initial visual acuity is a determining factor in the selection of treatment for
these patients. The Endophthalmitis Vitrectomy Study (EVS), developed in the 1990s
and still used today, concluded that patients whose visual acuity was hand motions

or better should be treated with the injection of intravitreal antibiotics. Patients with
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light perception vision should be treated with vitrectomy combined with the injection
of intravitreal antibiotics.'® If the TNF-a levels are related to the initial visual acuity
and the intensity of the inflammatory process, it may eventually be used as a marker
to help retinologists decide between treatment with posterior vitrectomy or intravitreal
injection.

The inflammatory process can damage the corneal endothelium through the
formation of a severe opacity, which may require corneal transplantation, a fibrin
pupillary block and posterior synechiae, including the development of glaucoma, and
severe vitreoretinal proliferation in patients with retinal detachment. It is possible to
pharmacologically control the inflammatory process. Intravitreal corticosteroids are
frequently used in cases of bacterial acute infectious endophthalmitis because the
immune reaction itself may damage the ocular structures.®

Medications that block TNF-a, which consist of monoclonal antibodies
including infliximab, adalimumab and certolizumab, are also available. These
medications are used in the treatment of autoimmune diseases such as rheumatoid
arthritis, and their benefits have already been demonstrated in several studies.3®
Although these medications can reduce the inflammation associated with certain
pathologies, their benefits in acute infectious endophthalmitis are not well defined.

In an experimental study, Ramadan et al.*®> evaluated the role of TNF-a in the
pathogenesis of Bacillus cereus-induced endophthalmitis. In that study, the authors
used a TNF-a non-producing mouse strain and compared it to control mice. The
authors concluded that the TNF-a non-producing mice had decreased migration of
polymorphonuclear leukocytes, despite the increased synthesis of IL-6, keratinocyte
chemokine (KC), MIP-la and IL-1B, resulting in reduced ocular inflammation.
However, a histological evaluation showed a significant loss and atrophy of the
retinal architecture compared to TNF-a-producing mice. These data suggest that
TNF-a-non-producing mice may have a more severe disease course, including
greater vision loss due to the increased retinal damage, despite the reduced
inflammation.

In an experimental model, Geiger et al.l’ reported the destruction of
photoreceptors and retinal degeneration in mice that received IFN-y by an intravitreal
route. IFN-y induced glial cells to express class | and Il major histocompatibility

complex (MHC) antigens and induced retinal pigment epithelial cells to express class
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I MHC antigens. The activation of retinal pigment epithelial cells could increase the
phagocytosis and subsequent loss of photoreceptors.

However, there was no correlation between TNF-a, IFN-y or any other
cytokine with the final visual acuity. In this study, the cytokine levels could not be

used as a prognostic marker for infectious endophthalmitis.
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Table 1. Clinical parameters of the patients

Patients # Sex Age VA before Treatment VA after Time
surgery/exam
(days)

1 M 82 LP PPV + IV ATB | 20/60 30
(02)

2 F 70 LP PPV + IV ATB | HM 6
(01)

3 F 62 HM IV ATB (01) 20/40 14

4 F 60 LP PPV + IV ATB | 20/40 8
(01)

5 F 72 LP PPV + IV ATB | 20/40 6
(01)

6 F 62 LP PPV + IV ATB | 20/25 3
(02)

7 M 75 LP PPV LP 40

8 F 72 HM IV ATB (01) 20/160 30

9 F 51 20/150 IV ATB (02) 20/100 14

10 M 48 HM IV ATB (02) 20/100 10

11 M 62 HM IV ATB (01) 20/50 7

12 M 56 HM IV ATB (03) 20/100 5

13 M 86 LP PPV + IV ATB | HM 5

(01)




14 M 72 HM IV ATB (03) 20/25 6
15 F 75 CF IV ATB (02) 20/100 16
16 M 54 HM IV ATB (02) 20/32 12
17 F 76 LP PPV NLP 29
18 M 61 HM IV ATB (03) 20/63 4

VA: visual acuity; LP: light perception; HM: hands movement; CF: count fingers; PPV: posterior pars
plana vitrectomy; IV: intravitreous; ATB: antibiotics

Table 2. Cytokines, chemokines and growth factors concentrations (pg/ml) in the
endophthalmitis and control groups

Cytokines/ Groups (mean + SEM) p Value
Chemokines

and Growth | Endophthalmitis Control

Factors (N=18) (N=39)

IL-1ra 774.0 £ 245.6 9.3+1.4 <0.0001
IL-2 9.7+1.2 14+0.2 <0.0001
IL-4 1.3+0.2 0.2+0.1 <0.0001
IL-5 1.0+£0.4 05+£0.1 0.3170
IL-6 3158.3+£28.9 95.3+31.8 <0.0001
IL-7 51+1.0 92+1.2 0.0229
IL-8 5022.5 + 1305.5 315+54 <0.0001
IL-9 13.7+£1.9 54+0.8 <0.0001
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IL-10 66.0+17.8 70+£19 <0.0001
IL-12p70 31.9+120 49.6 £ 14.9 0.452
11-13 6.3+15 6.0+14 0.3283
I1-15 99+13 53+£0.6 <0.0001
IL-17 89.7 £ 56.5 31+0.2 <0.0001
Eotaxin 34.3+39 85+1.0 <0.0001
bFGF 26.6 £ 13.8 18.8+6.4 0.005
G-CSF 6906.8 £ 847.6 11.7+4.0 <0.0001
GM-CSF 66.9+ 9.6 347+23 <0.0001
IFN-y 98.3+12.1 253+5.1 <0.0001
MCP-1 4498.5 + 14284 850.6 + 143.2 0.0036
MIP-1a 74.1 + 27.8 0.9+0.2 <0.0001
MIP-1b 231.9+64.2 11914 <0.0001
PDGF 30.8+48 88+18 <0.0001
RANTES 18.8+5.1 145+6.0 0.0004
TNF-a 49.1+59 3704 <0.0001
VEGF 491.7 + 251.6 523.1+178.5 0.6930




Table 3. Cytokines, chemokines and growth factors concentrations (pg/ml) in the
endophthalmitis and each control subgroup according to diagnosis.

Cytokines/ Endophthalmitis Controls (mean + SEM) p Value
Chemokines | (mean + SEM)

and Growth RD MH/ERM DR

Factors N=17 N=7 N=15

IL-1ra 774.0 + 245.6 122+29* 3.8+0.8* 8.6+1.3* <0.0001
IL-2 9.7+12 1.3+0.1* 0.6+0.2* 19+03* <0.0001
IL-4 1.3+0.2 0.3+0.2* 0.1+0.0* 0.2+0.0* <0.0001
IL-5 1.0+04 04+0.1 0.3+0.0 0.8+0.2 0.1764
IL-6 3158.3 £ 28.9 151.1+69.1*|8.0+3.8* 72.8+£20.4* | <0.0001
IL-7 5.1+1.0 82+1.6 3.8+1.0 13.0+2.2* 0.0013
IL-8 5022.5 + 1305.5 249+50* 85+21* 49.8+11.4* | <0.0001
IL-9 13.7+1.9 40+05* 25+06* 85+1.6 <0.0001
IL-10 66.0£17.8 22+05* 0.7+£0.1* 15.7+4.1 <0.0001
IL-12p70 31.9+120 124+ 4.8 05+0.1* 112.1 +31.7 | <0.0001
11-13 6.3+1.5 3.3+0.9 09+0.1* 11.6+29 0.0002
I1-15 9.9+1.3 58+1.2 3.0+05* 59+0.7 0.0018
IL-17 89.7 £ 56.5 34+04* 28+0.8* 28+0.3* <0.0001
Eotaxin 34.3+3.9 65+10* 6.0+0.6* 11.8+22* <0.0001
bFGF 26.6 + 13.8 39.3+13.2 1.5+04* 3.6+0.6* <0.0001
G-CSF 6906.8 + 847.6 205+9.2* 59+10* 11.5+£6.3* <0.0001
GM-CSF 66.9+ 9.6 335+3.0* 33.1+6.1* 36.9+4.0* 0.0002




IFN-y 98.3+12.1 16.3+3.5* 2.7+0.7* 46.1 + 10.7 * | <0.0001
MCP-1 4498.5 + 1428.4 1035.4 *+ | 256.5+66.0 * 918.4 +138.2 | 0.0006
291.3
MIP-1a 74.1+27.8 12+03* 03+0.0* 1.0+x0.1* <0.0001
MIP-18 231.9+64.2 152+24* 40+09* 121+1.7* <0.0001
PDGF 30.8+4.8 10.1+3.7* 27+05* 10421+ <0.0001
RANTES 188+5.1 20.7+12.3 1.0+02* 13.6+7.0 <0.0001
TNF-a 49.1+5.9 34+06* 3.3+x06* 42+08* <0.0001
VEGF 491.7 £ 251.6 116.5+49.0 |3.7+09* 1199.1 + [ <0.0001
395.3 *

* Statistically significant compared to the group with endophthalmitis (p<0.05)




Table 4. Correlation between TNF-a and the different cytokines

Chemokines

p Value

Eotaxin 0.8611 (<0.0001)
IL-8 0.7172 (0.0008)
MCP-1 0.1785 (0.4784)
MIP-1a 0.5562 (0.0165)
MIP-1b 0.6037 (0.008)
RANTES 0.5315 (0.0232)

Growth Factors

bFGF 0.3604 (0.1418)
G-CSF 0.3684 (0.1325)
GM-CSF 0.4583 (0.0643)
VEGF 0.6078 (0.0075)
PDGF 0.0380 (0.4923)
IL-7 -

Cytokines

IL-2 0.8171 (<0.0001)
IL-1ra 0.6409 (0.0042)
IL-4 0.6891 (0.0016)
IL-5 -

IL-6 0.5439 (0.0196)




IL-9 0.5287 (0.0241)
IL-10 0.5212 (0.0266)
IL-12p70 -

IL-13 0.5686 (0.0138)
IL-15 0.4613 (0.0540)
IL-17 0.5707 (0.0134)
IFN-y 0.9138 (<0.0001)




Figure 1. Growth factors (A), chemokines (B) and cytokines levels (pg/mL) in vitreous
humor from patients with acute endophthalmitis (n=18) versus control group (n=39).
Horizontal line indicates the median in each group.
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Este € um convite para vocé participar da pesquisa: Analise de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento em endoftalmite infecciosa aguda poés-
facectomia, gue é coordenada pelo professor  Dr. Carlos Teixeira Brandt. Sua
participagdo € voluntaria, o que significa que vocé poderd desistir a qualquer
momento, retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo
para o senhor (a). Essa pesquisa busca ajudar na melhora do entendimento dos
mecanismos envolvidos com uma infeccdo no olho conhecida como endoftalmite
bem como identificar uma substancia que determine a gravidade da infeccdo. Caso
decida aceitar o convite, vocé sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos:
durante a sua cirurgia, seu médico ird remover uma quantidade muito pequena do
liquido que preenche o olho internamente, sem qualquer prejuizo para o resultado
da sua cirurgia. Na sua cirurgia especificamente, seu médico ja remove parte desse
liquido, a diferenca para a pesquisa é que o material sera enviado e analisado em
um laboratério. Os riscos envolvidos com sua participacdo sdo: a diminuicdo
transitoria da pressdo ocular, que serdo minimizados através das seguintes
providéncias: remocdo de uma quantidade muito pequena do liquido. Vocé tera os
seguintes beneficios ao participar da pesquisa: saber qual o agente infeccioso esta
causando seu problema ocular e tratar com um antibiético mais especifico. Todas as
informacdes obtidas serdo sigilosas e seu nome nado sera identificado em nenhum
momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacéo dos resultados
sera feita de forma a ndo identificar os voluntarios. Se vocé tiver algum gasto que
seja devido a sua participacdo na pesquisa, Vocé sera ressarcido, caso solicite. Vocé
ficara com uma cépia deste Termo e toda a davida que voceé tiver a respeito desta
pesquisa, podera perguntar diretamente para Dr. Paulo Escarido no telefone: (81)
92332180. Duvidas a respeito da ética dessa pesquisa poderdo ser questionadas ao
Comité de Etica em Pesquisa da UFPE, no endereco Av. Prof. Moraes Rego, s/n.
Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP 50670-901, Tel: 21268588. Consentimento
Livre e Esclarecido: Declaro que compreendi 0os objetivos desta pesquisa, como ela
sera realizada, os riscos e beneficios envolvidos e concordo em participar
voluntariamente da pesquisa

Recife de de 201__

Paciente

Testemunha

Testemunha

Pesquisador



APENDICE C

Carta de Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da UFPE




