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Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do cross-linking corneal (CCL) nos portadores de
ceratopatia bolhosa sintomatica, e seu impacto na acuidade visual, espessura corneal
e sintomatologia dolorosa. Métodos: Doze pacientes com ceratopatia bolhosa
sintomdtica foram incluidos. Exame clinico com questiondrio especifico para a
pesquisa com escala de dor (escala visual analégica numérica), acuidade visual e
mensuracdo da espessura corneal foi realizada pré CCL, 7, 30, 60, 180 e 365 dias ap0s.
Em todos os pacientes o tratamento com UVA-crosslinking foi realizado apds
abrasdo do epitélio corneal em lampada de fenda e instilacdo de solucdo de
riboflavina 0,1% a cada cinco minutos por 30 minutos. Apds esse periodo, o paciente
foi submetido a exposicdo a luz UVA, utilizando riboflavina e anestesia topica a cada
cinco minutos por 30 minutos. Os pacientes utilizaram colirios de ofloxacina 0,3% e
lagrima artificial até completa reepitelizacdo. O teste de Friedman foi usado para
comparar as médias das frequiéncias da acuidade visual, sintomatologia dolorosa e
espessura central da cérnea. p <0.05 foi utilizado para rejeitar a hipétese nula.
Resultados: Doze olhos de 12 pacientes com erosdes epiteliais recorrentes foram
tratados. O tempo de seguimento foi de um ano. Foi observada redugdo significante
da dor (p<0,001). As medidas de espessura corneal e da acuidade visual ndo
sofreram alteracOes estatisticamente significantes. Conclusdo: Foi constatado o
potencial de aplicacdo do cross-linking corneal no tratamento de pacientes com dor

causada por ceratopatia bolhosa.

Descritores: Coérnea; Cross-linking; Ceratopatia bolhosa; Dor; Descompensacao
endotelial.



Abstract

Purpose: To evaluate the corneal cross-linking (CCL) effect on the symptomatic
bullous keratopathy, and its impact on the visual acuity, corneal thickness and pain
symptomalogy. Methods: Twelve patients with symptomatic bullous keratophaty
were included. A clinical examination with a specific questionnaire (pain scale -
visual numeric analog scale), visual acuity, and corneal thickness measures were
done pre CCL, 7, 30, 60, 189 and 365 days after the procedure. In all patients, the
treatment with the UVA-crosslinking was done after the abrasion of the cornea on
the slit-lamp and instilllation of 0.1% riboflavin in saline for every five minutes,
lasting 30 minutes. After this time, the patient underwent the UVA light exposure,
using riboflavin and topical anesthesia, every five minutes lasting 30 minutes. The
patient received ofloxacine 0.3% drops, and artificial tears until complete
reepithelization. The Friedman test was used to compare the means measurements
of: visual acuity, pain symptoms and corneal thickness. p <0.05 was used for
rejecting the null hypothesis. Results: Twelve eyes from 12 patients with recurrent
epithelium erosions were treated. The mean follow-up visits were one year.
Significant pain reduction was observed (p<0.001). The corneal thickness
measurement and visual acuity presented with no significant difference. Conclusion:
The potential use of cross-linking in the treatment of bullous keratophaty pain was

proved to be likely.

Keywords: Cornea; Cross-linking; Bullous keratophaty; Pain; Endothelial

decompensation.
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1.1 Apresentacao do problema

A transparéncia da cérnea é mantida pela bomba idnica no seu endotélio,
responsavel pela deturgescéncia e desidratacdo estromal’. A ceratopatia bolhosa (CB)

é uma desordem causada pela falha desse mecanismo, resultando em edema

estromal e, invariavelmente, aparecimento de bolhas epiteliais ou subepiteliais(1-4). As
causas mais comuns de CB sao os procedimentos cirtrgicos intra-oculares incluindo
facectomia e ceratoplastia penetrante, distrofia endotelial de Fuchs, trauma e

glaucoma refratario@4. A CB produz, freqiientemente, sintomas, como diminuicdo
da acuidade visual, dor, fotofobia e epifora®.

Transplante de cérnea é o método mais efetivo para alivio dos sintomas e
recuperacao visual em portadores de CB23. Quando este tratamento é invidvel do
ponto de vista clinico ou ndo esta disponivel, métodos conservadores podem ser
usados. Dor ocular e defeitos epiteliais podem ser tratados com administragao tépica
de antiinflamatorios, lubrificantes e solugdes hipertonicas®9), além do uso de lente de
contato terapéutica(). Alternativamente, varios tratamentos cirtrgicos tém sido
utilizados na CB, incluindo puncdo do estroma anterior, criopexia (cauterizagao),
recobrimento conjuntival, transplante de membrana amniética, ceratectomia

fototerapéutica por excimer laser (PTK) e ceratoplastia lamelar posterior®).

O cross-linking do coldgeno corneal com a riboflavina (vitamina B2) é uma
técnica inovadora com o objetivo de enrijecer o tecido corneal®9). A luz ultravioleta A

(UVA) associada a riboflavina cria novas liga¢cdes entre as moléculas de coldgenos

adjacentes, produzindo aumento da espessura da cérnea bem como diminuindo sua
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maleabilidade(). A irradiacdo por meio da UVA faz com que ocorra perda do

equilibrio interno das moléculas de riboflavina, que atua como um fotomediador,

criando radicais livres que induzem novas ligacdes entre fibrilas de coldgeno(). Esta

reestruturagdo das fibras de colageno ocasiona aumento da forca biomecanica da
cérnea(lo1),

1.2 Justificativa

A indicacao clinica do cross-linking corneal esta limitada aos casos de melting

corneal, degeneracdo marginal peldcida, ceratocone e ectasias iatrogénicas apos

cirurgias refrativas com laser in situ keratomileusis (LASIK)(1213). Publicacdes que

tenham analisado os efeitos terapéuticos do cross-linking corneal na ceratopatia

bolhosa sdo escassas e metodologicamente incompletas(3).

1.3. Objetivos

1.3.1 Geral

Avaliar o efeito terapéutico do

cross-linking corneal
UVA /riboflavina em portadores de ceratopatia bolhosa.

induzido por

1.3.2 Especifico

% Investigar a viabilidade deste tratamento e sua influéncia na acuidade

visual, espessura corneal e sintomatologia dolorosa.
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2.1. Cérnea e a importancia de sua transparéncia

A visao é um sentido primordial e tem sido um fator de grande importancia
na selecao natural e evolucdo das espécies. Para este fim é fundamentalmente
necessaria a manutencdo da transparéncia da coérnea (4. As funcdes fisiol6gicas
primérias da cérnea sdo a transmissdo dos raios luminosos incidentes, refracdo e
protecao das estruturas intraoculares contra trauma e agentes patogénicos (1. Mais
de 60% do poder refrativo total do olho é atribuido a cérnea, tornando vital sua
funcao para a focalizacdo da luz na retina e inicio do processo visual (5.

A cérnea é um tecido transparente, avascular, medindo horizontalmente 11 a

12 mm e verticalmente 9 a 11 mm, na superficie anterior (Figura - 1) (16).

Cornea

Figura 1: Desenho esquemaético de corte longitudinal do globo ocular

evidenciando a cérnealé.
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A espessura da cérnea humana é de aproximadamente 540pm (17) e é
composta principalmente do estroma que situa-se entre a camada de Bowman
anteriormente e a membrana de Descemet posteriormente. (Figura - 2) O epitélio
corneal forma a porcdo superficial da coérnea, o endotélio corresponde a mais
profunda e estd em intimo contato com o humor aquoso da camara anterior. O
epitélio e o endotélio desempenham papel importante na manutencdo da
transparéncia da cérnea servindo como uma barreira mecanica a difusdao do fluido e
por meio da criacdo de um gradiente osmético que permite o transporte de liquido

para fora do estroma (18).

Figura 2: Corte histolégico demonstrando as camadas da cérnea(1®.
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O estroma é composto de queratocitos situados entre lamelas de feixes de

colageno. Col4geno tipo I e V sdo as formas predominantementes encontradas nas
corneas dos mamiferos(”). O colageno tipo IV é o principal constituinte da membrana

de Descemet(1%-21). Estas fibrilas de colageno tém didmetro de cerca de 10-20nm,

enquanto o comprimento de onda da luz é de 500nm 2. Cada fibrila de coldgeno

estd ha uma distancia fixa da outra (20nm) e ha aumento progressivo da densidade

das lamelas de coldgeno entre o centro e a periferia do estroma (23.24).

A matriz extracelular se encontra entre os feixes de colageno e queratécitos e

é composta predominantemente por 4gua, proteoglicanos, glicoproteinas e sais

inorganicos. Proteoglicanos sdo formados por um ntcleo protéico ligados a um

namero varidvel de cadeias laterais de glicosaminoglicanos com grupos sulfatados.

Ao interagir com fibras de colageno, proteoglicanos determinam tanto a arquitetura

da matriz corneal como suas propriedades de reten¢dao de dgua .

O indice de refragdo muda de 1,38 para 1,373 durante o percurso antero-
posterior da luz no

estroma, além disso, a quantidade total de luz
espalhada nesse sistema é estimado em menos de 1% (0. Acredita-se que a distancia

relativamente mindscula entre as fibrilas de coldgeno em relagdo ao comprimento de

onda da luz minimiza a possibilidade de dispersao, independentemente do arranjo
das fibrilas (27,28,

Outra adaptagao estrutural que pode minimizar a dispersdao luminosa é a
expressao de cristalinas corneais nos queratécitos ). Os queratdcitos situam-se entre
as lamelas estromais e possuem densidade de 23.000 células/mm3. A microscopia

confocal in vivo revela que enquanto a dispersdo luminosa é maxima na superficie
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do epitélio e endotélio, é restrita aos nucleos dos queratécitos no estroma da
cérnea®).

Inicialmente foram descobertas proteinas soltiveis em agua em queratdcitos
de coelhos, que sdo idénticas as cristalinas do cristalino, por exemplo, aldeido
desidrogenase 1A1, que é homdloga a neu-cristalina 9. Outras cristalinas corneais,
como aldeido desidrogenase 3A1, tem sido identificadas na maioria das espécies de
mamiferos e acredita-se que atuam absorvendo diretamente a luz UV e protegendo
contra o dano enzimético induzido pela luz UV #D.O papel das cristalinas corneais

na reducdo da dispersao luminosa tem sido demonstrado pelo uso da microscopia
confocal ).

O estroma da cornea é cuidadosamente estruturado para minimizar a
dispersdo luminosa com importantes contribuicdes da matriz extracelular com seus

proteoglicanos, fibras colagenas especialmente espacadas e expressao de cristalinas

em queratocitos. Disfungdo em qualquer um desses componentes pode causar perda

de transparéncia e perda crucial da fungao corneal®031).
O endotélio é constituido por uma tunica camada de células com
aproximadamente 4 a 6um de espessura. Esta aderido a membrana de Descemet e é
banhado posteriormente por humor aquoso. Essas células sdo basicamente
hexagonais, com cerca de 20pm de didmetro, possuem um grande ndcleo, muitas

mitocondrias, reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e aparelho de Golgi, o que

demonstra uma grande atividade metabdlica 2.

As células do endotélio estdo ligadas por interdigitagdes, zonula de oclusao,

zonula de adesdo e jungdes do tipo gap, o que faz com que haja grande comunicagao
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intercelular. O estroma tende a absorver dgua devido a pressao osmética e as cargas

ionicas das células. A funcao do epitélio e do endotélio é formar uma barreira para

evitar a entrada de 4gua através de suas juncdes intimas e jun¢des do tipo gap
intercelulares (2.

O endotélio é responsavel pela retirada de excesso de dgua e pela atividade

da bomba de sédio e potéssio (enzima Na* K+ ATPase).

A manutencdo da
transparéncia corneal se da ativamente através da passagem de sédio das células

endoteliais para o ambiente extracelular, com concomitante transferéncia de um ion
potéssio no sentido inverso. Outro fator de controle da hidratacao é a evaporagao de
agua, que se da no filme lacrimal (1 20, 32)_ Esse mecanismo é de extrema importancia

para se manter a cérnea sadia e funcionante, uma vez que o edema resultante de

excesso de liquido leva a perda da transparéncia e das fungdes celulares (32).

O pH também tem importancia no controle da hidratacao. O pH médio da
cornea é 7,5, e substancias com pH menor que 6,8 ou maior que 8,2 causam danos as

membranas celulares, podendo gerar edema por ruptura do endotélio (9.
Tanto o humor aquoso, de um lado, quanto a lagrima, do outro, sdo
desidratacao (?4).

ligeiramente hipertonicos, ajudando a manter a cérnea em estado de moderada

Devido a estrutura mecanica das fibras corneais, uma quebra na integridade

da barreira epitelial resulta em modesto aumento da espessura da cérnea: valores

acima de 0,6mm sao raros. Em contrapartida, descompensagao endotelial é seguida

de abundante hidratagao estromal, com espessura entre 0,8-1,0mm3.
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2.2. Ceratopatia bolhosa

A ceratopatia bolhosa (CB) caracteriza-se pelo edema corneal estromal
acompanhado de bolhas epiteliais e subepiteliais devido a perda de células e/ou
disfungao da funcdo endotelial. Nos casos mais avancados, ocorre espessamento do
estroma acima de 650 pm e presencga de fibrose subepitelial, podendo formar uma
camada de colageno retrolental ou membrana fibrética retrolental e vascularizacao
corneal. Induz baixa de acuidade visual devido a diminuigdo da transparéncia e pode

ser acompanhada de sensagdo de corpo estranho, lacrimejamento e dor devido as

alteragdes epiteliais como a presenca de bolhas integras ou rotas (Figura - 3) 34-3).

~

Figura 3: Edema Corneal com diminuicado da
transparéncia (Fonte: foto do autor)

Apesar destes conceitos serem bem estabelecidos, estudos imuno-
histoquimicos mostram que ainda se tem muitas davidas em relagdio a
etiopatogénese da CB. As causas mais comuns de CB sdo os procedimentos
cirargicos intra-oculares incluindo facectomia e ceratoplastia penetrante, distrofia

endotelial de Fuchs, trauma e glaucoma refratario(-4).
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Os pacientes com CB com ou sem prognéstico de visdo, sintomaticos,

apresentam muitas limitacdes em suas atividades diarias, devido a dor, e fotofobia,
mesmo apresentando acuidade visual boa no olho contralateral. Evitam a exposicao
ao sol, ficando limitados ao ambiente doméstico e muitas vezes apresentam insonia
devido a dor. Estdo sempre sinalizando seu desconforto intenso nas freqiientes
visitas ao consultério. Existem varias propostas para o seu tratamento, que é
inicialmente feito com uso de agentes hipertonicos, lentes de contato terapéuticas, e
posteriormente com tratamentos cirtrgicos como pungdes estromais, membrana
amniotica, ceratectomia lamelar. Tratamentos estes realizados para a melhora da dor

enquanto o paciente espera o transplante de cérnea, o qual pode demorar em muitos

locais em torno de dois anos ou mais. A CB é uma das principais causas de

transplante de cérnea em diferentes regides e paises(3439-46),

Em cérneas que apresentam o endotélio afetado por essas doencas, observa-

se matriz extracelular alterada, alteragdes dos componentes da membrana basal,

depdsitos de fibrinogénio e roturas da membrana de Bowman, com eventual perda

de glicosaminoglicanos no estroma 3437).

Uma das principais causas de ceratopatia bolhosa é a distrofia endotelial de
Fuchs. Doenca bilateral, caracterizada por diminuicdo progressiva da densidade
celular endotelial e conseqiientemente de sua transparéncia e regularidade. Por sua
caracteristica de progressdo em trés estagios que podem ser bem delimitados, é
considerado um protétipo para fins didaticos para as alteragdes progressivas

decorrentes de descompensacdo endotelial, desde (I) diminui¢do do ntmero de
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células endoteliais - “cornea guttata”, (II) aspecto de endotélio em “metal batido” até

(III) o estagio de ceratopatia bolhosa (Figura 4) .(47)

Figura 4 - (a) Histologia de cérnea guttata mostrando excrecéncias irregulares da membrana de
descemet; (b) cornea guttata vista na reflexdo especular; (c) endotélio em metal batido; (d)
ceratopatia bolhosa; (e) histologia de ceratopatia bolhosa mostrando grande edema epitelial e
bolhas superficiais®?).

Estudos imunohistoquimicos mostram depodsitos de componentes especificos
da matriz extracelular, como tenascina-C e fibrilina-1, em pacientes com ceratopatia

bolhosa “9).
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A tenascina-C é uma glicoproteina que possui grande importdncia na

cicatrizagdo. Atua remodelando, reparando e no desenvolvimento ou formagao de
tecidos. Esta normalmente ausente na cornea central, mas é encontrada na camada de
colageno posterior e 4areas fibroticas subepiteliais de cérneas com ceratopatia
bolhosa. Aparece na lagrima de humanos apds ceratectomia fototerapéutica (PTK) e

em cicatrizes corneanas apds muitos anos da incisdo e em cérneas inflamadas “#849).

A fibrilina-1 pertence a familia de proteinas da matriz extracelular associada
a microfibrilas elasticas (48).

Nas coérneas com ceratopatia bolhosa, ha uma supra-regulacdo de fibrilina-1,

que esta depositada na face endotelial da membrana de Descemet e na camada de
colageno posterior. Também possuem metaloproteinase-2 no local da fibrose

subepitelial e actimulo de células inflamatérias, mas sem a participacdo de
miofibroblastos (30).

Estes ndo sao requeridos para fibrose corneal, nem para remodelacdo e sao
raros na ceratopatia bolhosa (48).

Sabe-se que fatores de crescimento e citocinas influenciam a proliferacao e

diferenciacdo celular, inflamacdo, cicatrizacdo e fibrose. Foram encontrados niveis
aumentados de interleucina-8 (IL-8), interleucina-2 (IL-2), fator de crescimento
transformador (TGF-P ), fator de crescimento similar a insulina-1 (IGF-1) e fator
medular 6sseo-4 (BMP-4) em coérneas com ceratopatia bolhosa. O TGF- promove
fibrose e depdsitos na matriz extracelular, sem promover protedlise. Embora IGF-1 e
TGF-f s estejam aumentados na matriz extracelular corneana, eles sdo mais

comumente encontrados nas areas de fibrose de cérneas com ceratopatia bolhosa.



TSN
2 N
sl [N

Ie

-

14

|_ | TE RATU RA Efeito terapéutico do cross-linking corneal em portadores de ceratopatia bolhosa sintomatica

Gadelha DNB.

Estas interacoes entre os fatores de crescimento, matriz extracelular e
metaloproteinas degradadoras da matriz sdo importantes, podendo ser um
mecanismo para a perda de transparéncia corneal encontrada em cérneas com
ceratopatia bolhosa (3548),

A cérnea absorve os raios ultravioletas (UV) que entram no olho, e
provavelmente, é susceptivel a dano oxigénio-reativo. Apresenta mecanismos de
protecdo, como a presenca da ALDH3, que é uma isoenzima aldeido dehidrogenase
que absorve os raios UV e remove aldeidos citotéxicos produzidos pela peroxidacao
lipidica causada pela radiacao UV. A cérnea é rica em enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, as quais
removem radicais livres e espécies oxigénio-reativas geradas pelo UV 8.

Em cérneas com ceratopatia bolhosa foi observada a presenca de
malondialdeido, que é um bioproduto téxico da peroxidagao lipidica, no epitélio e
principalmente em areas com fibrose subepitelial e camadas posteriores. Em 2/3 das
corneas com DEF foi encontrado o bioproduto no epitélio, mas este estava ausente

nas camadas corneais posteriores (38).

2.3. Reticulacao polimérica (cross-linking)

A reticulacdo polimérica é um processo que ocorre quando cadeias
poliméricas lineares ou ramificadas sdo interligadas por pontes de ligagdes formando
uma rede polimérica tridimensional, processo também conhecido como cross-linking

(formacao de ligacoes cruzadas) ¢1-2).
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A reticulacdo pode ser de natureza quimica, formada por ligacdes covalentes

irreversiveis, ou reticulagdo fisica, formada por varias ligacdes reversiveis (ligacdes

ionicas). De uma maneira geral, com o aumento da reticulagdo, as estruturas tendem
a perder sua fluidez e se tornam mais rigidas. O colageno é um polimero natural,
suas fibras sdo formadas por fibrilas que por sua vez originam- se de ligacdes

covalentes entre moléculas de tropocoldgeno 3.

Sabe-se que o processo de envelhecimento da pele humana esta intimamente

relacionado a reticulacdo do colageno 4, principalmente nas areas mais expostas a
luz solar. Um dos primeiros inventores a encontrar utilidade na inducao de ligacdes
cruzadas entre polimeros foi Charles Goodyear, que em 1839, ao derramar
acidentalmente sobre uma chapa quente, parte da mistura de latex e enxofre que
carregava, observou a formagdo de uma borracha mais resistente, que chamou de
vulcanizada. Considerada uma das maiores descobertas acidentais da historia, a

borracha vulcanizada é produzida a partir da formacao de pontes de ligacdo entre
cadeias de poliisopreno (latex) 5.

Na medicina, foi proposto no final dos anos 60 o uso do glutaraldeido como
agente quimico capaz de promover a reticulagdo do colageno existente nos tecidos
utilizados para confeccao de préteses valvulares cardiacas (). Com esse tratamento
foi possivel retardar a degradacdo dos tecidos colagenos e prolongar a vida til das
biopréteses. Na oftalmologia, a primeira aplicacdo foi a de provocar a reticulacao do
colageno em biomateriais para utilizagdo em epiceratoplastias sintéticas 7. A

reticulacdo fotoquimica de polimeros teve seu primeiro processo patenteado nos
Estados Unidos em 1966(8).
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No final da década de 90, foi proposto o uso de luz ultravioleta associada a
um agente fotossensibilizante (riboflavina) para inducdo da reticulagdo do colageno
corneal (CCL). A técnica demonstrou ser capaz de enrijecer a cérnea e apresentou-se

como uma opgao de tratamento conservador para as ectasias corneais®).

2.3.1. Cross-linking do coldgeno corneal

O cross-linking do colageno corneal induzido por riboflavina e radiacao UVA é
um método relativamente novo que tem como objetivo aumentar a estabilidade
biomecanica da cérnea, por meio da indugao de ligacdes cruzadas adicionais entre as
tibras de coldgeno da cérnea (V). A riboflavina é uma substancia fotossensivel que ao
ser irradiada libera radicais livres, aumentando o ntimero de ligacdes covalentes
entre as fibrilas colagenas, promovendo uma maior resisténcia mecédnica na cérnea e

por sua vez uma menor propensao a alteracdes de estrutura e curvatura (Figura -

5)(11).

ne B
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Figura 5: Processo de hidroxilacdo por radicais livres e ligacoes
covalentes entre fibrilas coldgenas(?

2

Para que ocorra formacgdo adequada das ligagdes é necessario que haja

penetracdo adequada da riboflavina em todo o tecido estromal e exposicdo a UVA
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em um comprimento de onda que ndo seja danoso a cérnea e que seja efetivo na
interagdo com a molécula de riboflavina. Consegue-se este objetivo irradiando-se

UVA com comprimento de onda de 370nm. (10)

2.3.2. Difusao da riboflavina no olho

O tempo do processo de difusdo e a concentragdo da solucao de riboflavina
aplicada superficialmente sdo relevantes para a absor¢ao da riboflavina na cérnea(©.

A riboflavina aplicada pode difundir no interior do estroma, e este processo
requer certo tempo. O epitélio intacto é uma barreira que retarda a absor¢do da
riboflavina (peso molecular, 376,37g/mol) no interior da cérnea. Dessa forma ha uma
penetracdo demorada e incompleta. Para esta razao, o epitélio deve ser debridado na
area de intencao de tratamento, removendo a barreira para a molécula da riboflavina
e aumentando a velocidade de saturacdo estromal (¢0),

O processo de difusdo de riboflavina 0,1% no estroma pode teoricamente ser
descrito por uma equagdo linear, assumindo um coeficiente de difusdao D = 6,5 X
107cm?/s ©1). Como substancias apolares com o mesmo peso molecular tém o mesmo
coeficiente de difusdo, o conhecido coeficiente de difusdo da fluoresceina sédica
(peso molecular 376g/mol) foi usado. A concentracdo de riboflavina pode ser

calculada para cada profundidade, pois depende do tempo decorrido (Figura - 6)(10).
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Figura 6: Modelo tedrico da dindmica da difusdo da riboflavina no
estroma corneal. A partir da difusdo constante da fluoresceina no
estroma corneal, a concentracio local é determinada em func¢do do
tempo. Apés aproximadamente 30 minutos, concentracdo de 0,04% é
atingida na profundidade estromal de 400 pm(0.

Obviamente a riboflavina necessita de certo tempo até chegar a porgdo

posterior da cérnea. A concentracdo intra-estromal e sua variagdo em relacdo a

profundidade e tempo é mostrada na Figura 7 (10).
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Figura 7: Gradiente de concentracdo da riboflavina no estroma
corneal durante diferentes periodos apos a aplicacdo de riboflavina
na superficie. Coeficiente de difusdo de D = 6,5X107 cm?/5s.(0)
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Depois que a riboflavina atravessa a cérnea, penetra na cdmara anterior. E

2

desconhecido se o endotélio representa uma barreira a difusdo; entretanto, muito

provavelmente isso ndo acontece, pois o endotélio possui juncdes gap que permitem
boa penetragdo da maioria das drogas (2.

Devido a baixa concentracdo de riboflavina o seu efeito protetor na camara

anterior ndo é significante. A coloracdo amarela na cdmara anterior serve mais como

um recurso de seguranga, indicando que a riboflavina penetrou na cérnea e que o
estroma esta completamente saturado(9).

2.3.3. Indugdo de cross-linking corneal no tratamento da descompensagao endotelial

Durante alguns experimentos iniciais em animais, emergiu a idéia de que a
inducdo de novas liga¢des entre as fibras de colageno do estroma por meio do cross-

linking poderia ser uma opgdo para a reducao da tendéncia de influxo de liquido para

o estroma e consequentemente reduzir o edema e a espessura corneal,

incrementando a transparéncia 6ptica por diminuir a distancia entre as fibrilas de
colageno (33).

Em estudo preliminar foi demonstrado significancia estatistica na reducado da

sintomatologia dolorosa na primeira semana apds a realizagdo do tratamento, com

manutencdo desta reducdo para o periodo de seguimento de trés meses apds o
tratamento(13) .
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Em outra série de casos trés pacientes com ceratopatia bolhosa sintomatica

foram submetidos ao tratamento com inducdo de cross-linking corneal e obtiveram

melhora dos sintomas no periodo de seguimento de 8 meses(®3).



Meétodos
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O estudo foi realizado na Fundagao Altino Ventura e no Hospital de olhos de

Pernambuco, no periodo de marco de 2008 a dezembro de 2009.

3.2 Tipo de estudo

Realizou-se estudo prospectivo, de intervengao, longitudinal e analitico.

3.3 Selecao

3.3.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos no estudo 12 portadores de CB sintométicos por um periodo

igual ou maior que 12 meses, resistente ao tratamento clinico conservador, que nao

possuiam indicacdo para transplante penetrante de cérnea, ou estivessem na fila de
espera para a realizacdo do transplante.

3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos todos os pacientes que possuiam espessura central da cérnea

menor que 400um; antecedente de herpes ocular ou ao redor dos olhos; portador de

outras doencas ou cicatrizes corneais; antecedente de displasia corneal; lesdes

tumorais conjuntivais; periodo de gravidez ou amamentagdo; antecedente de ma
cicatrizacdo corneal e alergia a riboflavina.
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3.4 Procedimentos

3.4.1 Procedimentos técnicos

3.4.1.1 Exame oftalmoldgico

Os pacientes foram avaliados, previamente ao tratamento, 7, 30, 60, 180 e 365
dias apds o tratamento, com questiondrio estruturado, avaliando sintomatologia
dolorosa através da escala visual analdgica numérica (EVA)©4) (Anexo 1.) Além do
questiondrio, foi realizada avaliacdo oftalmolégica completa, que incluiu: acuidade
visual de alto contraste ndo-corrigida (AVL), utilizando a tabela ETDRS™
(Lighthouse Inc.,, Nova lorque, EUA); biomicroscopia detalhada, na qual foi
observada a superficie da cérnea com e sem instilagao de fluoresceina, vascularizacao
superficial e profunda; representacdo grafica detalhada do quadro; paquimetria
ultra-sonica (paquimetro Ultrasonic Pachometer Model 850, Humphrey instruments,

Inc).

3.4.1.2 Cross-linking do colidgeno corneal

Abrasdo do epitélio da cérnea medindo 9 mm de didmetro foi realizada com
lamina de bisturi nimero 11 (Figura - 8), gotas da solugdo de riboflavina 0,1% foram
instiladas a cada 5 minutos intercaladas com colirio anestésico, em um periodo de 30
minutos antes do procedimento e durante a aplicagdo da radiagdo. A cérnea foi
exposta a luz UVA com comprimento de onda de 370 £ 5nm e uma irradidncia de

3mW /cm? por um periodo total de 30 minutos, correspondendo a uma dose total de
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3,4] ou a uma exposicdo de radiacao de 5,4]/cm? de cérnea (Figura - 9). Foi utilizado
para esta exposicao o aparelho X-Link, Corneal Crosslink System, Opto Global Pty Ltd.
Ao final, colocada uma lente de contato terapéutica e prescrito colirio antibiético

(ofloxacino 0,3%) até recuperagdo epitelial.

Figura 8: Abrasdo do epitélio da cérnea Figura 9: Exposicdo a luz UVA

3.4.2 Procedimentos analiticos

Para a avaliacdo da evolucao das medidas EVA, AVL e espessura central da
cérnea nos periodos pré, 7, 30, 60, 180 e 365 dias apds o tratamento, foi aplicado o
teste ndo paramétrico de Friedman(), que é aplicado no caso de medidas pareadas
com mais de dois periodos de avaliacdo. No caso onde houve significancia estatistica,
foi aplicado o teste de comparagdes multiplas com a finalidade de determinar onde
se encontra a diferenca estatistica. Optou-se por utilizar metodologia nao

paramétrica devido ao ntimero pequeno de observagdes.
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Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos niveis

descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05. O software utilizado na execugao

dos célculos estatisticos foi o SPSS versao 12.0.

3.4.3 Procedimentos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacao Altino

Ventura (Anexo 2). Todos os individuos que participaram do estudo foram

previamente esclarecidos sobre o objetivo e o método do estudo e assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3).
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Dos 12 pacientes incluidos no estudo, seis (50,0%) eram do sexo masculino e
seis (50,0%) do feminino. A idade média foi de 66 anos (+11,4 anos). As causas de
ceratopatia bolhosa foram: pés-facectomia (cinco pacientes), trauma (dois pacientes),
faléncia secundaria de transplante de cérnea (um paciente), faléncia secundéria de
transplante de cérnea em olho pseudofacico (dois pacientes), distrofia endotelial de

Fuchs (dois pacientes).

Nenhum caso de infeccao corneal ou inflamacao intra-ocular foi relatado.

Uma paciente apresentou retardo no tempo de reepitelizagao (15 dias).

Dois pacientes submeteram-se ao transplante de cérnea (8 e 11 meses apds o
procedimento), dessa maneira, fica prejudicada a mensuragdo e andlise dos dados

destes pacientes para o periodo de um ano.

A sintomatologia dolorosa foi avaliada através da escala visual
analdgica numérica (EVA), na qual zero significa auséncia total de dor e 10 o nivel de

dor méxima suportavel pelo paciente - Tabela 1.

Tabela 1: Resultado da andlise da evolugdo da EVA no periodo de avaliacao.

n Média Mediana Desvio Padrao Minimo Maximo
EVA pré 12 8,58 9,00 1,51 7 10
EVA 7 dias 12 3,75 2,00 3,14 0 10
EVA 30 dias 12 4,50 4,00 3,18 1 10
EVA 60 dias 12 4,25 3,50 2,99 1 10
EVA 6 meses 12 5,08 6,00 3,34 0 10
EVA1ano 10 5,10 5.50 3,48 1 10

p-valor =0,01
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Tabela 2: Resultado das comparagdes multiplas para EVA

Comparagodes - EVA p-valor
Pré x 7 dias 0,007+
Pré x 30 dias 0,008*
Pré x 60 dias 0,005*
Pré x 6 Meses 0,011*
Pré x 1 ano 0,034*
7 dias x 30 dias 0,262
7 dias x 60 dias 0,629
7 dias x 6 meses 0,235
7 dias x 1 ano 0,246
30 dias x 60 dias 0,332
30 dias x 6 meses 0,512
30 dias x 1 ano 0,832
60 dias x 6 meses 0,321
60 dias x 1 ano 0,608
6 meses x 1 ano 0,893

* estatisticamente significante

Existe reducdo significativa (p<0,05) dos valores da EVA do periodo pré em
relacdo aos momentos pos tratamento, ja verificando melhora apés 7 dias. Depois do
tratamento nado existiu diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os
momentos avaliados (7, 30, 60, 180 e 365 dias) - Tabela 2. Esses resultados podem ser

observados no gréfico 1.
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10

| | | | | |
EVA pré EWA 30 dias EWA B meses

Grafico 1: Box-Plot dos valores da Escala Visual Analégica
Numérica - EVA para os periodos pré, 7, 30 ,60, 180 e 365 dias
apos o tratamento.

Analisando a espessura central da cérnea através da paquimetria, houve
tendéncia para a diminuicdo da espessura corneal central - Gréfico 2, entretanto,
pode-se afirmar que ndo existe uma diferenca estatisticamente significante dos
valores entre os periodos pré, 30, 60, 180 e 365 dias apds o tratamento (p>0,05) -

Tabela 3.
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Gréfico 2: Box-Plot dos valores da espessura central da
cérnea medida pela paquimetria para os periodos pré, 30,
60, 180 e 365 dias ap6s o tratamento

Tabela 3: Resultado da andlise da evolucgdo da espessura central corneal no periodo de avaliagao.

n Média Mediana  Desvio Padrao Minimo Maéaximo
Paquimetria Pré 12 803,00 826,00 137,97 561 978
Paquimetria 30 dias 12 73550 708,50 149,15 544 960
Paquimetria 60 dias 12 737,75 727,50 133,56 550 938
Paquimetria 6 meses 12 728,25 726,00 124,88 570 936
Paquimetria 1 ano 10 734,30 785,0 152,42 529 934

p-valor = 0,500

Pode-se afirmar que para a amostra ndo existe diferenca estatisticamente
significante dos valores da acuidade visual de alto contraste ndo corrigida (AVL) no

periodo estudado. (p>0,05) - Tabela 4 e gréfico 3 .
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Tabela 4: Resultado da andlise da evolugdo da acuidade visual (AVL) no periodo de avaliagdo.

n Média Mediana Desvio Padrao Minimo Maximo
AVL Pré 12 0,022 0,010 0,037 0,00 0,13
AVL 7 dias 12 0,024 0,010 0,036 0,00 0,10
AVL 30 dias 12 0,024 0,015 0,036 0,00 0,13
AVL 60 dias 12 0,024 0,015 0,036 0,00 0,13
AVL 6 meses 12 0,020 0,010 0,036 0,00 0,13
AVL 1 ano 10 0,006 0.006 0,007 0,00 0,02
p-valor = 0,087
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Gréfico 3: Box-Plot dos valores da Acuidade Visual (AVL) para os

AVL 30 dias

AVL 6 meses

periodos pré, 7, 30, 60,180 e 365 dias ap6s o tratamento.
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A ceratopatia bolhosa é causada pela falha da capacidade do endotélio
corneal em manter o estado fisioloégico de desidratagdo e transparéncia da cérnea(16).
Devido a estrutura mecanica das fibras da cérnea, uma quebra na integridade da
barreira epitelial resulta em modesto aumento da espessura corneal: valores acima de
0,mm sdo raros. Em contrapartida, descompensacdo endotelial é seguida de
abundante hidratacdo estromal, com espessura entre 0,8-1,0mm ©). O edema
estromal e a ruptura de bolhas epiteliais e sub-epiteliais irritam as terminagdes

nervosas da coérnea, produzindo dor e desconforto na superficie ocular ©).

A utilizagdo do cross-linking do colageno corneal estava limitada ao
tratamento de ectasias da cérnea, particularmente do ceratocone(? 12 67). Estudo
experimental aventou a possibilidade de utilizagdo desta terapéutica para a
ceratopatia bolhosa 8). Em virtude dos bons resultados nos pacientes com ceratocone
e o baixo indice de complicac¢des atribuidas a técnica cirargica, foi realizado estudo
pioneiro em seres humanos, publicado com resultados preliminares pelo autor e que

deu origem a esta dissertacdo (Anexo 4 e 5)(13).

Todos os pacientes do estudo apresentavam dor de importante intensidade
antes da aplicagdio de UVA/riboflavina, com média na escala visual analégica
numérica de 8,58 £1,51. Ap0s a realizagdo do procedimento observou-se consideravel
reducdo da dor ja na primeira semana, com manutencdo estatisticamente significante

em todo o periodo de seguimento.

O tratamento afeta a inervagdo da coérnea. A desepitelizacdo mecéanica

remove as fibras nervosas intra-epiteliais e causa dano as fibras sub-epiteliais. O
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efeito sinérgico entre abrasdo mecanica e exposi¢do a UVA /riboflavina (induzindo
foto-necrose e apoptose) promovem perda de fibras nervosas estromais anteriores e
sub-epiteliais®). A combinacdo desses efeitos com o aumento da rigidez corneal

induzido pelo cross-linking sdo provavelmente responsaveis pela melhora da dor nos
pacientes da amostra.

Utilizou-se, para a andlise estatistica o teste ndo paramétrico de Friedman,

adequado para o caso de medidas pareadas com mais de dois periodos de avaliagdo.

A utilizagdo de metodologia ndo paramétrica deveu-se ao fato de existir um ntimero

pequeno de observagdes. Uma implicacdo desta metodologia é a baixa capacidade de

generalizagao das conclusdes obtidas para esse conjunto de mensuracoes.

O epitélio intacto é uma barreira que retarda a absor¢do da riboflavina no
interior da cornea. Dessa forma ha necessidade da realizacdo do debridamento do
epitélio na area de intengdo do tratamento para que haja saturagdo estromal

adequada 0. A realizacdo desta abrasdo pode ser considerada uma limitagdo da

técnica, uma vez que a perda da integridade tecidual pode precipitar aparecimento

de infeccdo corneal secunddria, além de gerar desconforto durante o periodo de
cicatrizacao.

A desepitelizacdo mecanica e instilacdo de gotas da solugao de riboflavina
continuam a ser o padrdo ouro para a realizacdo do cross-linking, entretanto para
minimizar esta condigdo adversa, estudos tém demonstrado viabilidade na aplicacao
intra-estromal da solugdo de riboflavina, por meio de confeccdo de lamela de tecido

corneal utilizando laser de femtosegundo e injegdo direta da solucao no estroma (9.
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Em relagdo a andlise da paquimetria ndo foi observada alteragao
estatisticamente significante na espessura corneal no periodo estudado, porém houve
tendéncia para diminuicdo da espessura nos periodos pés-tratamento quando
comparados com o periodo prévio, com reducdo de cerca de 9% no valor de
espessura da coérnea ao final do periodo de seguimento. Estudo experimental
realizado em olhos de porcos demonstrou decréscimo maior que 10% na espessura
da cérnea com a realizacdo do cross-linking do colageno corneal(®). Este fato pode ser
explicado pelas mudangas arquitetonicas nas fibrilas de coldgeno geradas pela
exposicdo a UVA/riboflavina, que aumenta as pontes entre fibrilas, diminui os
espacos vazios entre o coldgeno e torna mais dificil o influxo de liquido no estroma.
Outra possibilidade seria de que as diferencas entre as séries resultassem

apenas de bases de tamanho amostral. O aumento do ntimero de individuos da

amostra poderia ser um fator decisivo para a confirmacao estatistica da tendéncia
clinica de reducao do edema corneal.

A melhora da acuidade visual nos pacientes com CB estd intimamente

relacionada a reducdo do edema e aumento da transparéncia corneal. De fato, houve
tendéncia para reducdo de edema e diminuicdo da espessura da cérnea. Porém, o
fato de os pacientes serem sintomdticos com mais de um ano de evolugdo e
possuirem cérneas inicialmente bastante edemaciadas (espessura média prévia de
803 um) justifica que ndo tenha ocorrido melhora da AVL e incremento nas linhas de
visdo desses pacientes. Possivelmente a cérnea dos pacientes apresentava supra-
regulacdo de glicoproteinas, proteinas da matriz extracelular, acimulo de células

inflamatorias e acdo de citocinas com proliferacdo de fibroblastos, neovascularizagéo,
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remodelamento e fibrose estromal. Apesar da reducdo do edema, o processo
cicatricial isoladamente é fator determinante para a opacidade da cérnea e baixa
acuidade visual8-50),

Com base no que foi exposto é possivel sugerir que a promocao de cross-
linking do coldgeno corneal em individuos com espessura central da cornea
compativel com ceratopatia bolhosa em estagio inicial e melhor prognéstico visual,
pode obter resultados ainda mais satisfatérios, na medida em que pode retardar a
evolucdo para fases mais avancadas da doenca, estabilizar por mais tempo
transparéncia corneal e manter niveis satisfatérios de acuidade visual. A realizagao
de estudos longitudinais com tal abordagem é factivel para comprovar essa
tendéncia tedrica e pode inaugurar uma nova era no tratamento da ceratopatia
bolhosa a partir da instituicdo de intervengdo precoce como forma de inibir
progressao da doenga.

Outros tratamentos utilizados para CB como puncdo de estroma anterior,
recobrimento conjuntival e transplante de membrana amnidtica podem ocasionar
decréscimo da acuidade visual. A puncdo do estroma anterior tem como objetivo
provocar cicatrizagdo e fibrose de tal intensidade que iniba o influxo de liquido no
interior do estroma (). A fibrose invariavelmente causa opacidade e redugao da AVL.
Recobrimento conjuntival e transplante de membrana amniética baseiam-se no
recobrimento do epitélio da coérnea para o tratamento dos defeitos epiteliais
recorrentes 3). A anteposicdo de conjuntiva ou membrana amniética na superficie
da coérnea adiciona anteparo a propagacdo dos raios luminosos o que gera

diminuicdo da percepcdo luminosa e baixa AVL. A lente de contato terapéutica
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mostra-se eficaz para o tratamento da irregularidade epitelial e possui a vantagem de
ndo minimizar o potencial visual, porém, além da necessidade de trocas freqiientes,
estd associada ao aumento da vascularizagao e do risco de infeccdo quando utilizada
por tempo prolongado®.

Em relagdo as possiveis complicagdes decorrentes da técnica utilizada um
paciente apresentou retardo no tempo de reepitelizagdo corneal. Neste caso havia
grande irregularidade epitelial prévia ao tratamento o que pode explicar a maior
dificuldade de cicatrizacdo. Apesar do retardo, a recuperagao do epitélio foi completa
no 15° dia pos-operatério. Nos demais pacientes nenhum efeito adverso relacionado

ao procedimento ou ao periodo de recuperagao foram relatados.
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A andlise dos resultados permite concluir que a inducdo de cross-linking
corneal através da aplicacdo de UV A /riboflavina mostrou-se eficaz no controle da
sintomatologia dolorosa da ceratopatia bolhosa, apresentando ainda manutencao da

espessura corneal e da acuidade visual no periodo estudado.
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Anexo 1
Protocolo da Pesquisa

Efeito terapéutico do cross-linking corneal em portadores de ceratopatia bolhosa
sintomatica.

Data: paciente n°
Nome:

Data de nascimento: idade:
Sexo 1 masculino 2 feminino

Raca 1branca 2negra 3parda 4 amarela

Procedéncia:

Endereco:

Telefones:

Historia:

Antecedentes pessoais

1 Hipertensdo arterial 2 Diabetes 3 Neoplasias 4 Reumdticos 5 Alérgicos
6 Outros Qual?

Medicacgao sistémica:

Antecedentes Oftalmolégicos

1 Catarata 2 Glaucoma 3 Ceratopatia 4 Retinopatia 5 Cirurgias prévias

6 Outros Qual?

Medicacao Toépica:

Antecedentes familiares

EXAME OFTALMOLOGICO
Olho acometido 1 OD 2 OFE
Acuidade visual: OD:

OE:
Refracao:
OD AV
OE AV
Biomicroscopia

Edema (grau de opacificagdo da Cérnea)

0 - Dificuldade de observacao da iris
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1 (discreto) - Borramento dos detalhes da iris
2 (moderado) - Dificuldade de definir detalhes da iris

3 (severa) - Impossibilidade de observar a iris

Tonometria: OD OE
Paquimetria Ultra-sonica central: OD OE
Pré:
7° PO
30° PO
60° PO
180° PO
365° PO
AVALIACAO DA DOR
Periodo:

()Pré-op ()7°PO  ()30°PO ()60°PO ()180°PO () 365° PO
1. Assinale de 0 a 10, a intensidade da dor que vocé sentiu no altimo més.
Na qual: 1 = dor minima

10 = dor insuportavel

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Anexo 2

Comité de Etica em Pesquisa
Fundagao Altino Ventura

Fundacio Altino Ventura

Recife, 12 setembro de 2008.

CARTA DE APROVAGAO N.° 004/08

REGISTRO CEP-FAV N.° 035/08

limo. Dr.

Diego Nery Benevides Gadelha (Pesquisador)

Instituigdo: Fundacéo Altino Ventura

Disciplina/Departamento: Oftalmologia

Ref.: Projeto de Pesquisa

Tema: Efeito terapéutico do cross-linking coreano na ceratopatia bolhosa
sintomatica.

O Comité de Etica em Pesquisa analisou e aprovou o projeto acima mencionado, bem
como a documentacao constituida pelo projeto de pesquisa, ficha de encaminhamento,
folha de rosto, termo de consentimento livre e esclarecido, formulario de pesquisa e
planilha de custos.

Conforme resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude sao deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do projeto e do termo de consentimento. Nestas
circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a
resposta do Comité, apés andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgéos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em: 60 dias

Atenciosamente, /

/ ' 7
Dr/José Rafael Arruda Junior

Coordenador do Comité de Etica em Resquisa ,
da Fundago /am = é %
‘ ¥

Rua da Soledade, 170 — Boa Vista -PE CEP: 50070-040 — Fone: (0**81) 3302-4300 — CNPJ: 10.667.814/0001-38
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Anexo 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Protocolo Paciente n.°
Iniciais do paciente:

Titulo do Estudo: EFEITO TERAPEUTICO DO CROSS-LINKING CORNEAL EM
PORTADORES DE CERATOPATIA BOLHOSA SINTOMATICA

Centro de Estudo: Fundagdo Altino Ventura e Hospital de Olhos de Pernambuco.

1. Explicacao do estudo:

A ceratopatia Bolhosa é uma condigdo ocular causada pela incapacidade do endotélio
da cérnea em manter seu estado de desidratacdo e tranparéncia. Ocorre acimulo de
liquido (edema) no interior da cérnea que leva a formacdo de bolhas epiteliais
(superficiais) que ao eclodirem expdem terminacdes nervoas e geram dor, fotofobia e
lacrimejamento. O cross-linking do colageno corneal com a riboflavina (vitamina B2) é
uma técnica inovadora com o objetivo de enrijecer o tecido da cérnea. A luz
ultravioleta A (UVA) associada a riboflavina cria novas ligagdes entre as moléculas
de coldgenos adjacentes, produzindo aumento da espessura da cérnea bem como
diminuindo sua maleabilidade. Esta reestruturacdo das fibras de colageno ocasiona
aumento da forca biomecanica da cérnea. Este estudo tem por finalidade Avaliar o
efeito terapéutico do cross-linking corneal induzido por UVA/Riboflavina em
portadores de ceratopatia bolhosa, investigando a viabilidade deste tratamento e sua
influéncia na acuidade visual, espessura corneal e sintomatologia dolorosa. A
aplicacdao do cross-linking em portadores de ceratopatia bolhosa é uma alternativa
paliativa para a diminui¢do da dor nos pacientes com essa enfermidade. Ndo é
objetivo desse estudo restaurar a visao dos pacientes, apenas tentar aliviar os
sintomas (dor, fotofobia e lacrimejamento) ocasionados pela ceratopatia bolhosa.

2. Participacdo no Estudo:

Sua participacdo consistira em permitir realizagdo de avaliagdo previamente ao
tratamento, 7, 30, 60, 180 e 365 dias ap0ds o tratamento, com questiondrio estruturado,
avaliando sintomatologia e dor. Além do questionario, serd realizada avaliagdo
oftalmolégica completa, que incluira: acuidade visual de alto contraste ndo-corrigida,
biomicroscopia e paquimetria ultra-sonica, indolor, que ndo emite nenhum tipo de
radiacdo e ndo provoca nenhum mal estar. Submeter-se ao tratamento com o cross-
linking induzido por radiagdo UVA e riboflavina. Apés aplicacdo de colirio anestésico
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serd realizado abrasao do epitélio da cérnea com ldmina de bisturi namero 11, gotas
da solucdo de riboflavina serdo instiladas a cada 5 minutos intercaladas com colirio
anestésico, em um periodo de 30 minutos antes do procedimento e durante a
aplicagdo da radiacdo. A cérnea sera exposta a luz UVA por um periodo total de 30
minutos. Ao final, colocada uma lente de contato terapéutica e prescrito colirio
antibiotico (ofloxacino 0,3%) até recuperacao epitelial. A abrasdo do epitélio apesar
de ser realizada com anestesia topica pode ocasionar desconforto ocular e mesmo
dor. Apesar de raro hé o risco de infeccdo ocular (tlcera de cérnea), evolucdo para
endoftalmite (infeccdo no interior do olho) e perda da visdo em casos extremos. Caso
aceite participar desta pesquisa, estd garantindo que poderd desistir a qualquer
momento, bastando para isso, informar a sua decisao de desisténcia, da maneira mais
conveniente. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua ralacdo com o
pesquisador ou com a Instituicdo. Vocé podera sair do estudo no momento que lhe
for conveniente.

3. Beneficios:

O beneficio potencial desta pesquisa é o de aliviar a dor ocasionado pela ceratopatia
bolhosa, propiciando o desenvolvimento de uma alternativa para o tratamento dos
sintomas originados pela doenga.

Vocé nao tera custo algum para a realizacdo dos exames, bem como para a realizagdo
do procedimento do cross-linking. Receberd, além diso, o colirio antibiético e a lente
de contato gratuitamente durante a duragado desta pesquisa.

Durante o estudo, caso ocorra qualquer complicacdo decorrente do tratamento
utilizado, vocé recebera tratamento oftalmolégico adequado, serd indicada a
alteracdo do colirio e instituido tratamento para a condicdo especifica. Caso seja
descoberta alguma outra alteracdo no olho, mesmo que nao tenha relagio com a
pesquisa, sera garantido acesso ao oftalmologista.

4. Confidencialidade

Os resultados do estudo poderdo ser publicados, porém seu nome e sua identidade
nunca serdo revelados, de forma que vocé ndo podera ser identificado e sua
identidade serd mantida em sigilo. Sua participagdo é voluntaria. As informacdes
obtidas serdao analisadas sem divulgacdo ou identificacdo dos participantes. As
informacOes obtidas serdo utilizadas apenas nessa pesquisa. Caso esses dados
interessem a alguma outra pesquisa vocé serd consultado e os dados s6 serdo
fornecidos com a sua autorizacao.

5. Garantia de acesso:

Vocé tera a garantia de que, em qualquer etapa do estudo, tera acesso ao pesquisador
responsavel, para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é o
Dr. Diego Gadelha, que pode ser encontrado no endereco da Rua da Soledade, n.°
170, bairro- Boa Vista (Fundagdo Altino Ventura) e pelo telefone (81) 9666-1512. Se
tiver alguma consideracdo ou dtavida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
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o Comité de Etica em Pesquisa, (CEP) - Rua da Soledade 170, Boa Vista, CEP: 50070-
040, fone (81) 3302-4300, FAX: (81) 3302-4322, email:
fav@fundacaoaltinoventura.org.br .

Consentimento

Eu entendi a descricao do estudo e aceito livremente participar deste estudo como
voluntério. Eu tive a oportunidade de perguntar ao meu entrevistador as minhas
davidas e recebi respostas satisfatorias.

Nome (sujeito da PesSqUISA) ........cccouvururuiuiiririiieiiicc e
AASSINIATUTA veveeeeeee et e e e e e e e e e et eaeeeseeeeeaaa e aaeseeeeereassnnaaaeseessaneannnaaeseseennnnn
Data da @SSTNALUTA «oeeeeeeeeeeee e et e e e e e e e e e e e eeeeeesaeeeeeeaeaeeeesassaeraaaaaaeens

INome (teStemMUNINA) ...c.coeriiiiiriiicieee et e
ASSTNATUTA oo
Data da @SSTNATUTA oo e e e e e e e et eeeeeeeeaa e s eaeeeeeeeeaeaassneneees

INome (PESQUISAAOT) ...cuvviiiiiieiiieicirtc ettt
AASSINIATUTA veeeeeee e ettt e e e e e e e e e et e e eeeeeeeeeaae e aeeaeeeeereaannnaaaeseeesanennnnaaaeseesannnnn
Data da @SSTNATUTA ..ot e e e e e e e e e et eeeeeeseaae e eeeeeeeeeeaeaaneneaneens
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Anexo 4
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do “cross-linking” cormeano na ceratopatia
bolhosa sintomética e seuimpacto na acuidade visual, espessura corneana
e sintomatologia dolorosa. Métodos: Doze pacientes com ceratopatia
bolhosa sintomatica foram incluidos. Exame clinico com questiondrio
especifico para a pesquisa com escala de dor (escala visual analégica
numérica), acuidade visual e mensuragio da espessura corneana foi
realizada pré “cross-linking”™ corneano, 7, 30 e 60 dias apds. Em todos
0s pacientes o tratamento com UV A-crosslinking fol realizado apés
abrasfio do epitélio corneanc na limpada de fenda e instilagio de
solugiio de riboflavina 0, 1% acada 5 minutos por 30 minutos. Apos esse
periodo o paciente foi submetide 4 exposigio 4 luz ultravioleta A
{UVA), utilizando riboflavina e anestesia tépica a cada 5 minutos por
30 minutos. O paciente utilizou colirios de ofloxacina 0,3% e ldgrima
artificial até completa reepitelizagio. Oteste de Friedman foiusado para
comparar as médias das frequéncias da acuidade visual, sintomatologia
dolorosa e espessura central da cérnea. Os valores de “p™ menor que
0,05 foram considerados como estatisticamente significantes. Resul-
tados: Doze olhos de 12 pacientes com erosdes epiteliais recorrentes
foram tratades. O tempo de seguimento foi de dois meses. Foi obser-
vada redugiio significante da dor (p<0,001). As medidas da espessura
corneana e da acuidade visual ndo sofreram alteragdes estatisticamente
significantes. Conclusfio: Foi constatado o potencial de aplicagiio do
“cross-linking™ corneano no tratamento de pacientes com dor causada
por ceratopatia bolhosa. E necessério maior seguimento para confirmar
se 08 resultados podem ser reproduzidos em longo prazo.

Descritores: Cornea; Topografia da codmea; Reagentes para ligaghes cruzadas; Transplan-
te de comea; Dor; Agentes fotossensibilizantes/uso terapdutico; Riboflavina/uso terapéutico;
Raios ultravioleta; Acuidade visual

INTRODUCAO

A transparéncia da cornea é mantida pela bomba idnica no seu endotélio,
responsavel pela deturgescénecia e desidratagio estromal™. A ceratopatia
bolhosa (CB) é uma desordem causada pela falha desse mecanismo, resul-
tando em edema estromal e, invariavelmente, aparecimento de bolhas epi-
teliais ou subepiteliais"*. As causas mais comuns de CB siio os procedi-
mentos cirirgicos intraoculares incluindo facectomia e ceratoplastia pene-
trante, distrofia endotelial de Fuchs, trauma e glaucoma refratério. A CB
produz, frequentemente, sintomas, como diminuigio da acuidade visual,
dor, fotofobia e epifora?).
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Transplante de cormea é o método mais efetivo para alivio
dos sintomas e recuperagiio visual®¥. Quando este tratamen-
to & invidvel do ponto de vista clinico ou ndo estd disponivel,
métodos conservadores podem ser usados. Dor ocular e defei-
tos epiteliais podem ser tratados com adminisiragiio topica de
anti-inflamatérios, lubrificantes e solugdes hipertdnicast™4),
além do uso de lente de contato terapéutica™. Alternativamen-
te, varios tratamentos cirirgicos tdm sido utilizados na CB, in-
cluindo pungio do estroma anterior, criopexia (cauterizagiio),
recobrimento conjuntival, transplante de membrana amnidtica,
ceratectomia fototerapéutica por excimer laser (PTK) e cerato-
plastia lamelar posteriort®.

0O “cross-linking” do coligeno comeano com a ribofla-
vina (vitamina B2) é uma técnica inovadora com o objetivo de
enrijecer o tecido corneano®. A luz ultravioleta A (UVA)
associada a riboflavina cria novas ligagdes entre as molécu-
las de coligenos adjacentes, produzindo aumento da espes-
sura da cornea bem como diminuindo sua maleabilidade™®.
A irradiagiio por meio da UV A faz com que ocorra perda do
equilibrio interno das moléculas de riboflavina, que atua
como um fotomediador, criando radicais livres que induzem
novas ligagtes enire fibrilas de coligeno"V. Esta reestruturagio
das fibras de coldgeno ocasiona aumento da forga biomeca-
nica da cornea''™",

A indicagdo clinica do “cross-linking”™ corneano esta limi-
tada aos casos de “melting™ corneano, degeneragio marginal
pelticida, ceratocone e ectasias iatrogénicas apés cirurgias
refrativas com laser in situ keratomileusis (LASIK )20, Pu-
blicagties que tenham analisado os efeitos terapéuticos do
“cross-linking” corneano na ceratopatia bolhosa sio escassas
e metodologicamente incompletas.

0O objetivo do estudo é analisar o efeito terapdutico do
“cross-linking™ corneano induzido por UVA/riboflavina na
ceratopatia bolhosa sintomidtica, demonstrando a viabilidade
deste tratamento e sua influéncia na acuidade visual, espes-
sura corneana e sintomatologia dolorosa.

METODOS

Foram incluidos no estudo 12 portadores de CB sintomé-
tica por um periodo igual ou maior que 12 meses, resistente
ao tratamento clinico conservador, que nio possuiam indica-
gdo para transplante penetrante de cornea, ou estivessem na
fila de espera para a realizagio do transplante.

Foram excluides todos os pacientes que possuiam espes-
sura central da cérnea menor que 400 micra; antecedente de
herpes ocular ou ao redor dos olhos; portador de outras doen-
gas ou cicatrizes corneanas; antecedente de displasia cornea-
na; lesdes tumorais conjuntivais; periodo de gravidez ou ama-
mentag¢io; antecedente de ma cicatrizagio corneana e alergia
riboflavina.

Os pacientes foram avaliados, previamente ao tratamento e
no 7% 307 e 60% dias apds o tratamento, com questiondrio
estruturade para o estudo, avaliando sintomatologia e dor

através da escala visual analégica numérica (EVA)™, Além
do questionario, foi realizada avaliagio oftalmologica com-
pleta, que incluiu: acuidade visual de alto contraste nio-
corrigida (AVL), utilizando a tabela ETDRS™ (Lighthouse
Inc., Nova Iorque, EUA); biomicroscopia detalhada, na qual
foi observada a superficie da cérnea com e sem instilagio de
fluoresceina, vascularizagio superficial e profunda; repre-
sentaglio grafica detalhada do quadro; paquimetria ultrassé-
nica {Ultrasonic Pachymeter Model 850, Humphrey Instru-
ments, Inc).

Abrasfio do epitélio da cornea medindo 9 mm de diimetro
foi realizada com lamina de bisturi nimero 11, gotas da solugio
de riboflavina 0,1% foram instiladas a cada 5 minutos inter-
caladas com colirio anestésico, em um periodo de 30 minutos
antes do procedimento e durante a aplicagio da radiagio.
4 cornea fol exposta a luz UVA com comprimento de onda de
370 + 5 nm e uma irradidncia de 3 mW/cm? por um periodo
total de 30 minutos, correspondendo a uma dose total de 3,4 1
ou a uma exposigio de radiagio de 5.4 Jem?® de cérnea. Foi
utilizado para esta exposigiio o aparelho X-Link (Corneal
Crosslink System, Opto Global Pty Ltd). Ao final, colocada
uma lente de contato terapéutica e prescrito colirio antibiéti-
co (ofloxacine 0,3%%) até recuperagio epitelial.

Para a avaliagio da evolugio das medidas EVA, AVL e
paquimetria nos periodos pré, 7, 30 e 60 dias apds o tratamen-
to, foi aplicado o teste nio paramétrico de Friedman® que é
aplicado no caso de medidas pareadas com mais de dois perio-
dos de avaliagdo. No caso onde houve significincia estatisti-
ca, foi aplicado o teste de comparagdes miiltiplas com a finali-
dade de determinar onde se encontra a diferenga estatistica.
Optou-se por utilizar metodologia niio paramétrica devido ao
nimero pequeno de observagdes.

Foram considerados estatisticamente significantes os re-
sultados cujos niveis descritivos (valores de p) foram inferiores
a 0,05. O software utilizado na execugio dos célculos estatis-
ticos foi o SPSS versdo 12.0.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundagiio Altino Ventura. Todos os individuos que participa-
ram do estudo foram esclarecidos quanto 4 investigagiio e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

RESULTADDS

Dos 12 pacientes incluidos no estudo, 6 (50,0%) eram do
sexo masculino e 6 (50,0%) do feminino. A idade média foi de
66 anos (variando entre 49 e 85 anos). As principais causas de
ceratopatia bolhosa foram: pés-facectomia (5 pacientes), trau-
ma (2 pacientes), faléncia secundéria de transplante de cérnea
{1 paciente), faléncia secundiria de transplante de cornea em
olho pseudoficico (2 pacientes), distrofia endotelial de Fuchs
(2 pacientes).

Nenhum caso de infecglio corneana ou inflamagio intra-
ocular foi relatado. Apenas uma paciente apresentou retardo
no tempo de reepitelizagio (15 dias).

Arq Bras Oftalmel, 2009;72(4):462-6
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A sintomatologia dolorosa foi avaliada por meio da escala
visual analégica numérica (EVA), onde zero significa auséncia
total de dor e 10 o nivel de dor mdxima suportivel pelo paciente
- tabela 1.

Através dos resultados obtidos acima, pode-se afirmar que
existe uma redugdo significativa (p<0,05) dos valores da EVA
do periodo pré em relagdio aos momentos pos-tratamento, jd
verificando uma melhora apés 7 dias. Depois do tratamento néio
existe diferenga estatisticamente significante (p=0,05) entre
os momentos avaliados (7, 30 e 60 dias) - tabela 2. Esses resulta-
dos podem ser melhor visualizados no grafico 1.

Analisando a paquimetria, houve uma tenddncia discreta
para a diminui¢do da espessura corneana central, entretanto,
pode-se afirmar que para a amostra estudada nio existe uma
diferenga estatisticamente significante dos valores entre os
periedos pré, 30 e 60 dias apds o tratamento (p=0,05) - tabela 3.

Através dos resultados obtidos na andlise da acuidade
visual de alto contraste nio corrigida (AVL), pode-se afirmar
que para a amostra estudada ndo existe diferenga estatistica-
mente significante dos valores da AVL entre os periodos pré,
7, 30 e 60 dias apds o tratamento (p=0,05) - tabela 4.

DISCUSSAQ

A ceratopatia bolhosa é causada pela falha da capacidade
do endotélio corneano em manter o estado fisiologico de desi-
dratagfio e transparéncia da cérnea. Devido & estrutura
mecénica das fibras corneanas, uma quebra na integridade da
barreira epitelial resulta em um modesto aumento da espessura
corneana: valores acima de 0,6 mm sio raros. Em contrapar-
tida, descompensagio endotelial é seguida de abundante hi-
dratagiio estromal, com espessura entre 0,5-1,0 mm"7. O ede-

Tabela 1. Resultado da andlise da evolugic da EVA no pericdo de

avaliagao
EVA M Média Mediana Desvie Minime Méaximo
padrio
Pré 12 8,58 9,00 1,51 7 10
7 dias 12 3,76 2,00 3,14 L 10
30 dias 12 4,50 4,00 3,18 1 10
60 dias 12 4,26 350 288 1 10

EWA= sscala visual analdgica numérica; p-valor < 0,001

Tabela 2. Resultado das comparag@es miltiplas para EVA

Comparagdes - EVA p-valor
Pré x T dias 0,001*
Pré x 30 dias 0,0019*
Pré x 60 dias 0,001*
T dias x 30 dias 0,267
7 dias x 60 dias 0,455
30 dias x 60 dias 0,491

EVA= escala visual analdgica numérica; *= estatisticamente significants

Arg Bras Oftalmol. 2009 72(4):462-6

ma estromal e a ruptura de bolhas epiteliais e subepiteliais
irritam as terminagdes nervosas corneanas, produzindo dor e
desconforte na superficie ocular'™®.

Todos os pacientes do estudo apresentavam dor de impor-
tante intensidade antes da aplicagiio de UWVA/riboflavina,
com médiana escala visual analégica numérica de 8,58 (+1,51).
Apds a realizagdo do procedimento observou-se uma consi-
derdvel redugdo da dor jd na primeira semana, com manuten-
¢do estatisticamente significante em 30 e 60 dias.

O tratamento afeta a inervagiio corneana. A desepitelizagio
mecanica remove as fibras nervosas intraepiteliais e causa dano
as fibras subepiteliais®. O efeito sinérgico entre abrasiio me-
ciinica e exposigdo 4 UVA/riboflavina (induzindo fotonecrose
e apoptose) promovem perda de fibras nervosas estromais ante-
riores e subepiteliais!®. A combinagio desses efeitos com o
aumento da rigidez corneana induzido pelo “cross-linking™
sdio provavelmente responsaveis pela melhora da dor nos pa-
cientes da amostra.

Em relagdo 4 andlise da paquimetria nfo foi observada
alteragio significante na espessura corneana no perfodo
estudado. Estudos prévios demonstraram um decréscimo
maior que 10% na espessura da cornea, isso pode ser expli-
cado pelas mudangas arquitetdnicas nas fibrilas de colage-
no geradas pela exposigdo 4 UVA/riboflavina, que aumen-
ta as pontes entre fibrilas e torna mais dificil o influxo de
liquido no estroma™. Outra possibilidade seria de que as
diferengas entre as séries resultassem apenas de bases de
tamanho amostral.

A melhora da acuidade visual nos pacientes com CB estd
intimamente relacionada a redugdo do edema e aumento da
transparéncia corneana. Como nio houve alteragfes nessas

Escala visual analégica numérica (EVA)

(i

T T T
Pré 7 dias 30 dias a0 dias

Periodo

Grifico 1 - Box-Plot dos valores da escala visual analégica numérica
(EVA) para os periodos pré, 7, 30 ¢ 60 dias apds o tratamento
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Tabela 3. Resultado da andlise da evolugio da paquimetria no periodo de avaliagio
Pagquimetria (um) N Média Meadiana Desvio padrio Minimo Maximo
Pré 12 803,00 526,00 137,97 561 a7
30 dias 12 735,50 708,50 148,15 544 D60
60 dias 12 737,785 727,60 133,56 550 938
p-valor = 0,338
Tabela 4. Resultado da andlise da evelugio da AVL ne periodo de avaliagio
AVL N Média Mediana Desvio padrio Minimeo Miximo
Pré 12 0,022 0,010 0,037 0,00 0,13
7 dias 12 0,024 0,010 0,036 0,00 0,10
30 dias 12 0,024 0,015 0,036 0,00 0,13
60 dias 12 0,024 0,018 0,036 0,00 0,13
AVL= acuidads visual da alto contrasts ndo corrigida; p-valor = 0,190

varidveis & esperado que ndo haja incremento de linhas de
visdio nesses pacientes.

Outros tratamentos utilizados para CB como pungio de
estroma anterior, recobrimento conjuntival e transplante de
membrana amnidtica podem levar ao decréscimo da acuidade
visual. A lente de contato terapéutica mostra-se eficaz, porém,
além da necessidade de trocas frequentes, estd associada ao
aumento da vascularizagiio e do risco de infecgiio quando
utilizada por tempo prolongado™.

Apenas um paciente apresentou retarde no tempo de re-
epitelizagdio corneana. Nos demais nenhum efeito adverso rela-
cionado ao procedimento ou ao periodo de recuperagio fo-
ram relatados. E necessirio um tempo maior de seguimento
para confirmar se esses resultados podem ser reproduzidos em
longo prazo.

CONCLUSAD

A indugdo de “cross-linking™ corneano através da aplica-
¢do de UVA/Siboflavina mostrou-se eficaz no controle da
sintomatologia dolorosa da ceratopatia bolhosa. Apresentou
ainda manutengiio da espessura corneana e da acuidade visual.
Um fempo maior de seguimento é necessério para avaliar se os
resultados sdo reprodutiveis em longo prazo.

patients, the freatment with the UV A-crosslinking was done
after corneal abrasion on the slit-lamp and instillation of
0.1% riboflavin in saline for every five minutes, lasting 30
minutes. Subsequently, the patient underwent the UVA light
exposure, using riboflavin and topical anesthesia, every five
minutes lasting 30 minutes. The patient received 0.3% oflo-
xacine drops, and artificial tears until complete reepithelization.
The Friedman test was used to compare the means of fre-
quencies of visual acuity, pain symptoms and corneal thick-
ness. A *p” value <0.05 was considered for rejecting the null
hypothesis. Results: Twelve eyes from 12 patients with re-
current epithelium erosions were treated. The mean follow-up
was two months. Significant pain reduction was observed
{p=<0.001). Corneal thickness and visual acuity measurements
presented with no significant difference. Concluslon: The
potential use of cross-linking in the treatment of bullous ke-
ratopathy pain was proved to be likely. A longer follow-up to
confirm whether these results can be reproduced in the long
term is necessary.

Keywords: Cornea; Corneal topography: Cross-linking rea-
gents; Corneal transplantation; Pain; Endothelium, corneal:
Photosensitizing agents/therapeutic use; Riboflavin/therapeu-
tic use; Ultraviolet rays; Visual acuity
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