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RESUMO

Objetivos: 1) Analisar possiveis efeitos colaterais, de curto prazo, do uso da luz ultravioleta
(UV) durante o tratamento cross-linking corneano (CXL), em pacientes portadores de
ceratocone, em outras estruturas oculares nao antes estudadas, especificamente, na drea
macular retiniana, através do estudo das alteracdes vasculares, estruturais e/ou funcionais,
antes e apds 30 dias do tratamento com CXL. 2) Analisar o beneficio da indicacao e
tratamento com CXL, em pacientes portadores de ceratocone, com idade abaixo de 17 anos,
através do estudo comparativo das caracteristicas e a progressao do ceratocone apds o
tratamento em pacientes com 16 anos ou menos, em relacdo a pacientes com 17 anos ou mais
de idade.

Métodos: 1) No primeiro estudo, foram analisados 17 olhos de 17 pacientes (16 anos ou mais
de idade), portadores de ceratocone em tratamento com CXL, submetidos a avaliagdo da
melhor acuidade visual corrigida (MAVC), grade de Amsler, angiografia com fluoresceina
(FA) e tomografia de coeréncia optica (SD-OCT), teste realizado antes do CXL, 7 e 30 dias
depois. A Eletrorretinografia Multifocal (mfERG) foi registrada antes e sete dias apds o CXL.
2) No segundo estudo, retrospectivo, foram analisados 105 olhos, de 94 pacientes, com
ceratocone, em tratamento com CXL, divididos em dois grupos, por idade: Grupo 1 (16 anos
ou menos) e Grupo 2 (17 anos ou mais). Foram avaliadas a MAVC, a densidade celular
endotelial da cornea (DCE), a espessura central da cornea (ECC), ceratometria (topografia)
antes do CXL, e um, trés, seis e doze meses depois.

Resultados: 1- O primeiro estudo mostrou a MAVC média (SD) de 0,47 (+ 0,12) pré-CXL,
0,55 (£ 0,15) 7 dias ap6s o CXL e 0,46 (+ 0,10) 30 dias p6s-CXL. A acuidade visual corrigida
para pertomédia (Jaeger) (SD) foi de 2,42 (+ 0,60) pré-CXL, 3.4 (+ 0,63) 7 dias apés o CXL e
2,58 (+ 0,61) 30 dias p6s-CXL. A espessura macular central média (SD) no SD-OCT (um) foi
253,62 (£20,9) pré-CXL, 260,5 (£ 18,7) 7 dias apds a CXL, e 256,44 (+ 21,6) 30 dias pds-
CXL. Em 12 olhos, o mfERG mostrou um aumento, estatisticamente significativo, (p =
0,0353) na laténcia P1 (ms) do anel 4 entre pré-CXL (39,45 + 2,05) e 7 dias ap6s o CXL
(41,04 +1,28). A analise de regressao mostrou que o aumento da laténcia de P1 foi
correlacionada com o aumento da espessura macular central no SD-OCT (p = 0,027). Além
disso, 9 pacientes apresentaram uma diminuicdo, estatisticamente significativa, nas
amplitudes P1 dos anéis 1, 2, 3,4 e 5 entre pré-CXL e 7 dias apds o CXL. 2- O segundo
estudo mostrou que no grupo 1, a MAVC média (SD) foi de 0,45 (x 0,25), pré-CXL e 0,56 (+

0,29) um ano apds o CXL; e os parametros ceratométricos médios (SD) Kmax, Ksteep e Kflat



foram, respectivamente, 58,47 (+ 7,16), 52,93 (+ 5,42) e 47,22 (£ 4,19) pré-CXL, e 58,21 (£
7,68), 52,25 (£ 5,49) e 46,56 (£ 4,65) um ano apds o CXL. No grupo 2, a MAVC média (SD)
foi de 0,50 (+ 0,30) pré-CXL e de 0,56 (+ 0,32) ao ano, p6s-CXL; e os parametros
ceratométricos médios (SD) Kmax, Ksteep e Kflat foram, respectivamente, 57,64 (x 7,10),
54,02 (£ 6,22) e 48,60 (+ 4,06) pré-CXL e 56,46 (+ 8,01), 52,46 (+ 5,79) e 47,85 (+ 4,86) um
ano ap6s o CXL.

Conclusoes: 1- O primeiro estudo mostrou que a maioria dos pacientes exibia pequenas
alteracdes nos parametros mfERG, apesar de nenhuma alteragdo na MAVC, na acuidade
visual para perto, na estrutura e vasculariza¢io da regido macular retiniana nas imagens do
SD-OCT e FA, sendo essas alteracdes precoces categorizadas como leve efeito subclinico do
procedimento de CXL da coérnea. 2- O segundo estudo ndo mostrou diferencas estatisticas
entre os grupos de pacientes; sendo assim, os achados apdiam-se na indicacao mais precoce
do tratamento com CXL, em pacientes pedidtricos, para estabilizacdo precoce da doenga e
melhor progndstico em MAVC e parametros ceratométricos.

Palavras-chave: ceratocone; cross-linking; cornea; mécula; retina; jovens; luz UV.



ABSTRACT

Objectives: 1) To analyze possible short-term side effects from the use of ultraviolet (UV)
light during corneal cross-linking (CXL) treatment in patients with keratoconus on other
ocular structures not previously studied, specifically in the retinal macular area, by studying
vascular, structural and/or functional alterations before and after 30 days of treatment with
CXL. 2) To analyze the benefit of CXL indication and treatment of patients with keratoconus
under 17 years of age by comparing the characteristics and progression of keratoconus after
the treatment in patients 16 years or younger compared to patients 17 years old or older.
Methods: 1) In the first study, 17 eyes of 17 patients (16 years of age and older) with
keratoconus treated with CXL were analyzed and submitted to the evaluation of the best
corrected visual acuity (BCVA), Amsler's grid, fluorescein angiography (FA) and optical
coherence tomography (SD-OCT), test before CXL, 7 and 30 days later. Multifocal
electroretinography (mfERG) was recorded before and seven days after CXL. 2) In the second
study, retrospective, 105 eyes of 94 keratoconus patients undergoing treatment with CXL
were analyzed, divided into two groups by age: Group 1 (16 years or younger) and Group 2
(17 years or older). The BCVA, endothelial corneal cell density (ECC), central corneal
thickness (CCT), keratometry (topography) before CXL and one, three, six and twelve months
later were evaluated.

Results: 1) The first study showed a mean BCVA (SD) of 0.47 (+ 0.12) pre-CXL, 0.55 (+
0.15) 7 days after CXL and 0.46 (+ 0.10) 30 days after CXL. The mean near-corrected visual
acuity (Jaeger) (SD) was 2.42 (+ 0.60) pre-CXL, 3.4 (+ 0.63) 7 days after CXL and 2.58 (+ 0,
61) 30 days post-CXL. Mean central macular thickness (SD) on SD-OCT (um) was 253.62 (+
20.9) pre-CXL, 260.5 (+ 18.7) 7 days after CXL and 256.44 (£ 21) 30 days post-CXL. In 12
eyes, mfERG showed a statistically significant increase (p = 0.0353) in ring 4 P1 latency (ms)
between pre-CXL (39.45 £2.05) and 7 days after CXL (41.04 + 1.28). Regression analysis
showed that the increased P1 latency was correlated with increased central macular thickness
on SD-OCT (p = 0.027). In addition, 9 patients had a statistically significant decrease in P1
amplitudes of rings 1, 2, 3, 4, and 5 between pre-CXL and 7 days after CXL. 2) The second
study showed that in group 1 the mean BCVA (SD) was 0.45 (£ 0.25) pre-CXL and 0.56 (=
0.29) one year after CXL and the mean keratometric parameters ( SD) Kmax, Ksteep and
Kflat were, respectively, 58.47 (+7.16), 52.93 (+ 5.42) and 47.22 (+ 4.19) pre-CXL, and
58.21 (+ 7.68), 52.25 (* 5.49) and 46.56 (+ 4.65) one year after CXL. In group 2, the mean
BCVA (SD) was 0.50 (£ 0.30) pre-CXL and 0.56 (£ 0.32) the following year post-CXL and



the mean keratometric parameters (SD) Kmax, Ksteep and Kflat were, respectively, 57.64 (+
7.10), 54.02 (£ 6.22) and 48.60 (£ 4.06) pre-CXL and 56.46 (+ 8.01), 52.46 (+ 5.79) and
47.85 (£ 4.86) one year after CXL.

Conclusions: 1) The first study showed that most patients exhibited minor changes in mfERG
parameters, despite no change in BCVA, near visual acuity, retinal macular area anatomy and
vascularization on SD-OCT and AF images, being these early changes categorized as mild
subclinical effect of the CXL procedure. 2) The second study did not show statistical
differences between groups and thus, the findings support the earlier indication of CXL
treatment in pediatric patients for early disease stabilization and better prognosis in BCVA
and keratometric parameters.

Keywords: keratoconus; cross-linking; cornea; macula; retina; young; UV-light.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AF: do inglés “autofluorescence”; em portugués “autofluorescéncia”.

CXL: do inglés “corneal cross-linking”; em portugués “cross-linking corneano”.

DCE: densidade celular endotelial da cérnea.

ECC: espessura central da cornea.

FA: do inglés “fluorescein angiography”; em portugués “angiografia fluoresceinica”.
b

MAYVC: melhor acuidade visual corrigida.

mfERG: do inglés “multifocal electroretinogram”; em portugués “eletrorretinograma

multifocal”.

ms: milissegundos.

nm: nandmetros.

OR: do inglés “odds ratio”; em portugués “razao de probabilidade”.

ROS: do inglés “reactive oxigen species”’; em portugués “espécies reativas de oxigénio”.

SD-OCT: do inglés “spectral domain-optical coherence tomography”; em portugués

“tomografia de coeréncia optica de dominio espectral”.

UV: ultravioleta.

pm: micrometros.(verificar no HOUAISS)
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1. INTRODUCAO

1.1 CERATOCONE

Ceratocone € uma doenga corneana classificada no grupo das ectasias de cérnea. Ectasia
caracteriza-se, por definicdo, como qualquer alteracdo na curvatura da coérnea, sendo o
afinamento de sua espessura uma das principais caracteristicas. 'Dentre as de origem
primdria, além do ceratocone, que € a mais comum, ainda existem a degenera¢do marginal

peliicida e o ceratoglobo.?

Ceratocone, um termo, que vem do grego keras (cérnea) e konos (cone), foi descrito pela
primeira vez na literatura, em 1854 (Nottingham). E um termo clinico usado para descrever
uma condi¢ao em que a cornea assume a forma conica, definida como uma doenga corneana
degenerativa, bilateral e assimétrica (ndo havendo diferenca significativa na incidéncia entre
os olhos direito e esquerdo), progressiva, levando as inimeras alteracdes na superficie da

cérnea.

Caracteriza-se pelo afinamento central, protusdo apical e astigmatismo irregular, com varios
graus de cicatrizagdo, o que ocasiona reducao da acuidade visual. A cérnea adquire forma
conica devido ao seu afinamento e protusdo, ndo havendo infiltracdo celular ou
vascularizacdo. O ceratocone pode ser classificado em redondo ou oval, podendo localizar-se

préximo ao eixo visual, superior ou inferior.!

1.1.1 PREVALENCIA

A doenca ocorre em todos os grupos raciais, afeta igualmente homens e mulheres; porém nao
estd claro se a maior prevaléncia estd em homens ou mulheres. A maioria dos estudos recentes
indica uma preponderancia de homens sobre mulheres;*? isso evidencia que diferengas
hormonais podem estar envolvidas, visto que o ceratocone se desenvolve mais cedo e

progride mais rapidamente em homens do que em mulheres.’

Os relatos de prevaléncia e incidéncia variam; mas, em um estudo recente, calculou-se uma
incidéncia anual de 1:7500 (13,3 casos por 100.000), e uma prevaléncia estimada de 1:375

(265 casos por 100.000).”
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Tipicamente, seu inicio € na puberdade e progride até a terceira ou quarta décadas de vida,
periodo em que geralmente cessa sua progressio, sendo a idade média de 22,4 anos de idade;?
embora casos de ceratocone grave, tenham sido relatados em criangas a partir dos 4 anos de
idade.® No entanto, na maioria dos relatos, a idade do diagnostico € obtida alguns anos apds
seu inicio, pois a doenca inicial, geralmente, é assintomadtica. Relatos recentes demonstraram
inicio da doenga no final da primeira década de vida ou no inicio da adolescéncia.'®? Isso
leva a nocdo de inicio mais precoce, ou que a comunidade médica estd sendo diligente no
diagnéstico inicial. A razdo poderd estar nos métodos mais eficientes de diagndstico da
doenca utilizados nos ultimos anos, como o uso da videoceratografia ou, por haver, no

momento, mais pessoas portadoras de alergia na popula¢do em geral.”!

O diagndstico de ceratocone antes da idade adulta € um fator progndstico negativo para
progressao e estd associado a uma maior probabilidade de necessidade de transplante de
cérnea;** além de que pacientes mais jovens correm maior risco de progressdo rdpida da
doenca.?>?* Nessa situacdo, uma relaciio inversa foi encontrada entre a idade do paciente e a
gravidade da doenca: em média, os casos pedidtricos sd0 mais graves e t€m maior

probabilidade de se tornarem progressivos.?

Em criangas, a progressao do ceratocone pode ser rapida e devastadora; sendo assim, como
resultado, pacientes mais jovens tém maior probabilidade de necessitar de cirurgia de

22,25

transplante de cérnea,” * cuja taxa de sobrevivéncia do enxerto é, consideravelmente, menor

do que nos adultos.?
1.1.2 ETIOLOGIA

Apesar de a etiologia permanecer indeterminada, existem vdrias associacdes, incluindo
Doenca Atdpica, Retardo Mental, Sindrome de Down, Amaurose Congénita de Leber,
Trauma Ocular por lente de contato e doencas sistémicas do coldgeno (Sindrome de Ehler-

Danlos, Sindrome de Marfan, Osteogénese Imperfeita).

Diversas vias bioquimicas, fisicas e genéticas diferentes foram implicadas, sendo a ceratocone
uma via comum, final, de véarias doengas que causam alteracdes estruturais na cérnea levando
ao afinamento e ao desenvolvimento de uma ectasia corneana. Além disso, parece que fatores
ambientais podem ser essenciais para atuar como gatilho da condi¢do, em individuos

geneticamente predispostos, como esfregar os olhos, atopia e exposi¢do a UV; embora a
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contribuicdo relativareal desses fatores ainda seja desconhecida.?’” Um excesso de qualquer
um desses fatores ambientais causa danos oxidativos em cdrneas com ceratocone, devido a
incapacidade dessas corneas em processar espécies reativas de oxigénio (ROS), secunddrio a
falta de enzimas, como aldeido desidrogenase classe 3 (ALDH3), catalase e/ou superéxido
dismutase, que removem ou neutralizam as ROS, levando a um processo de degradacao que,

por tltimo, causa afinamento corneano e perda de visdo.??

2.30-33 & aceita

A associacdo entre esfregar os olhos e ceratocone hd muito tempo € descrita
como fator de risco. Muitos autores relatam que cerca de metade dos pacientes com

. 34
ceratocone esfregam os olhos, embora a porcentagem varie de acordo com o estudo.
Obviamente, existem algumas variacdes nessa associa¢cdo, podendo o olho ser esfregado de

maneira suave ou vigorosa®>¥

, observando-se que a duragdo do esfregar, em pacientes com
ceratocone, ¢ muito mais longo (de 10 a 180 segundos) do que a duragdo em distirbios
oculares alérgicos ou infecciosos (inferior a 15 segundos),’” assim como em pessoas sem

b
problemas oculares (menos de 5 segundos).*® Curiosamente, em casos de ceratocone
assimétrico, o olho mais afetado foi o esfregado com mais vigor; como também uma série de
casos confirma a expressao assimétrica da doengca em pacientes que, habitualmente, esfregam

os olhos.30-38:3

Estudos de caso-controle, em que se realizaram uma andlise de regressao logistica, incluindo
atopia e histéria familiar de ceratocone, constatou-se que apenas o esfregar dos olhos era,
significativamente, associado & doenga, com um odds ratio (OR) de 3,98.24%4! Pode ser que
habitos de friccdo anormais comecem, a medida que o ceratocone se desenvolve; no entanto,
existe um grande nimero de pacientes com historia de esfregar, habitualmente, o olho, antes
do desenvolvimento da doenga;**** devendo-se assim, considerar o habito de esfregar os
olhos como um fator de risco, pelo menos em algumas formas de ceratocone, em pessoas

geneticamente suscetiveis.®

Ao esfregar a cérnea, o microtrauma, causado ao epitélio, gera niveis elevados de
metaloproteinases da matriz MMP-1 e MMP-13, que sao secretadas por células epiteliais e
estromais.*®*’A liberagdo desses fatores faz parte do processo que leva ao ceratocone e sua

progressio, devido a apoptose de queratdcitos e subsequent perda de volume estromal.*’

Em relacdo a atopia (reac@o de hipersensibilidade, que compreende alergia, asma e eczema),

ha relatos controversos de sua associagdo com ceratocone. Uma ligagdo positiva foi observada
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por muitos autores:>**® embora outros, niio encontrassem associagdo, estatisticamente,

significante quando comparada a um grupo- controle.?**3%3! Note-se que, nos achados nio
significativos, o grupo-controle veio da popula¢ido em geral e ndo de um grupo com mesma
idade e sexo. A discrepancia pode ndo apenas resultar de diferentes gravidades da condi¢do ou
métodos de avaliacdo, baseada no auto-relato dos pacientes; mas também do fato de alguns

autores nio diferenciarem os efeitos da reacdo de hipersensibilidade;>3*30!

enquanto outros
avaliaram apenas um sintoma de atopia, como alergia, mas ndo incluiram asma ou eczema.
Esses autores sugeriram que a atopia sé foi associada indiretamente, pois o prurido induzido

por ela, levou a esfregar os olhos. Ainda assim, Kaya et al*

mostraram que pessoas com
ceratocone e atopia possuiam cOrneas mais finas e de maior curvatura, quando comparadas a

pessoas de mesma idade e sexo com ceratocone, mas sem atopia.

Alergia, induzida por pélen, poeira, antibidticos ou animais €, frequentemente, associada ao
ceratocone, em comparagdo com controles ou a populacdo em geral; sendo encontrada em
cerca de um terco dos pacientes.>!**4**! Embora a alergia possa causar friccdo nos olhos, ndo
€ o unico fator provocativo, ja que existe uma porcentagem muito maior de pacientes que

esfregaram os olhos, do que a porcentagem de pacientes portadores de alergia.

A luz ultravioleta (UV) € uma fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a exposi¢ao
excessiva a luz solar leva a danos oxidativos nas corneas com ceratocone, as quais possuem
uma quantidade reduzida de enzimas, incluindo ALDH3 e super6xido dismutase, necessarias
para remover o ROS.?®?° Assim sendo, a maior prevaléncia de ceratocone em paises quentes e
ensolarados, em comparacao com Europa e América do Norte, levaram a crenca de que a alta

exposicao solar nesses paises, seja responsavel pela alta prevaléncia.

Evidéncias adicionais de experimentos com animais, em que camundongos expostos a luz UV
demonstraram uma degeneracao e afinamento do coldgeno estromal, com perda acentuada de
queratdcitos, reforcaram essa evidéncia.’? Esse tltimo estudo confirmou um relato anterior
sobre a exposi¢ao aos raios UV de um coelho com a cérnea anestesiada, o que resultou em

apoptose das células em todas as camadas da cérnea, bem como de queratécitos.>

Porém, deve-se notar que as radiagcdes UV podem fornecer um efeito benéfico ao induzir ao
cross-linking das fibras de coldgeno corneanas, mitigando o desenvolvimento ou a progressao

da doenca.>* No entanto, é provavel que o dano oxidativo causado por radia¢des UV,
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combinado com um fator genético, inicie ou acelere o processo da doenga. Sendo assim, é

necessdrio pesquisa e evidéncia para elucidar o papel da exposi¢do ao sol no ceratocone.

Histéria familiar positiva da doenca pode resultar de fatores ambientais ou genéticos. Nem
sempre € claro determinar, qual dos dois € mais influente na patogénese da doenca sem
estabelecer um historico da familia. Em muitos estudos, os dados recentes sobre a forte
associacdo de consanguinidade/endogamia dos pais, em pacientes com ceratocone, sugerem

um forte componente genético para o desenvolvimento da doenga.*°

Embora a maioria dos caso seja esporddico,’? muitos estudos relataram a presenca de um
grande numero de ceratocone em membros de uma mesma familia. A taxa varia de 5% para
27,9%.3%3234 No estudo em que 27,9% de casos de ceratocone foram encontrados em pelo
menos uma pessoa na familia, observou-se que os portadores que possuiam parentes de
primeiro grau afetados, representavam 20,5% do total.>* Em outro estudo, em que parentes
(primeiro grau e/ou outros) dos portadores de ceratocone foram avaliados, topograficamente,

em 14% dos familiares se detectou a doenga.>
1.1.3  PATOGENESE

Como discutido acima, a genética desempenha um papel importante na patogénese do
ceratocone. Parentes de pacientes portadores apresentam um risco elevado em comparagao

com aqueles com parentes nao afetados.

A maior parte do ceratocone hereditdrio € de origem autossomica dominante, enquanto o
padrao autossdmico recessivo também € sugerido. Os estudos de heranca genética
identificaram, pelo menos, 19 loci genéticos candidatos que podem abrigar variagdes

L. 56 . . . L. ~
genéticas no ceratocone.”” Isso indica claramente a heterogeneidade genética da patogénese do
ceratocone. Embora a maioria desses loci gendmicos nao tenha sido replicada
independentemente, a regido chr5q21.2 foi replicada independentemente em trés estudos

separados.’’?

Além disso, tecnologias genéticas recentemente desenvolvidas, incluindo sequenciamento
completo de exoma ou genoma, e tecnologias de associagdo em todo o genoma, contribuiram

para melhorar nosso conhecimento sobre a influéncia genética na patogénese do ceratocone.
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Uma das primeiras teorias para a patogénese do ceratocone foi a de haver uma anormalidade
epitelial como insulto primdrio, resultando na liberacido de enzimas proteoliticas que

degradam o coldgeno do estroma, levando ao afinamento e ao enfraquecimento da cérnea.®

O envolvimento de células epiteliais no processo da doencga é apoiado pela observacao de
irregularidades estruturais no epitélio (bolhas e degenerag¢do) que parecem progredir com a
doenc;a.61 No entanto, com o uso da luz microscdpica, hé evidéncia adicional de grandes
mudancas estruturais em outros camadas da cornea, incluindo quebras na camada de Bowman
e afinamento estromal %2 As pequenas alteracdes do pleomorfismo celular do endotélio
corneano, provavelmente, sdo secunddrias a hip6xia induzida por lentes de contato ou estresse

mecénico.%’

Existem evidéncias conflitantes sobre as anormalidades bioquimicas no ceratocone, com
relatos de aumento,* diminuicfio,% ou niveis normais®® de proteoglicanos. O exame do
proteoma do tecido de corneas com ceratocone confirmou que, em comparagdo com a cornea
normal, h4 um aumento na regulacio de decorin e keratocan.’”-® Sulfato de queratan
proteoglicano parece estar estruturalmente alterado nessas corneas, talvez pela menor
quantidade de cadeias de sulfato de queratan.”® A maioria dos estudos concorda que, em

1’64,65

corneas com ceratocone, hd um menor conteudo de coldgeno estroma mas que ndo ha

71-73

mudancas drésticas na distribuicdo dos vdrios tipos de coldgeno,”'””* no padrio’ e arranjo

64,75

molecular do coldgeno dentro do estroma,’™’> exceto em regides de cicatrizes, em que ha

alteracdo da distribui¢do do coldgeno tipo II1.7?

O exame das lagrimas ou tecidos da cornea, em pacientes portadores de ceratocone,
identificou diferencas na expressao de proteinas em comparacgdo com controles. Esses estudos
fornecem pistas adicionais sobre a patologia da doenca, bem como a identificacdo de
possiveis alvos para tratamento. A expressdo de uma gama de proteinas, incluindo citocinas e
enzimas, € alterada no ceratocone quando comparada com controles normais, sugerindo o
envolvimento de apoptose e cicatrizes no processo da doenca. No entanto, ndo esta claro se as

vias sdo modificadas como um fendmeno primdrio ou secundario.

O exame do liquido lacrimal indicou que existem 41500 proteinas nas ldgrimas.’® Estudos
protedmicos das camadas epiteliais e estromais dessas corneas demonstraram que ocorrem

remodelagdo estrutural e estresse metabdlico em ambas as camadas e que nelas hd menor
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expressao de muitos proteoglicanos da matriz extracelular e proteinas envolvidas na

proliferacdo, crescimento e migracdo.’”’8

1.1.4 BIOMECANICA CORNEANA E CERATOCONE

A coérnea, como biomaterial, possui propriedades mecanicas viscoeldsticas nao lineares e
heterogéneas.®® Essas propriedades refletem sua histologia: o coldgeno contribuindo para sua
elasticidade/resisténcia, os proteoglicanos, queratdcitos e fibroblastos responsédveis por sua
viscosidade e a orientacao e ramificacao das fibrilas de coldgeno (dependente da profundidade
corneana) prevendo um perfil biomecanico espacialmente heterogéneo (sendo a cérnea

anterior mais rigida que a cérnea posterior, devido  orientagio das fibrilas de coldgeno).?!

O afinamento estromal, uma altera¢do caracteristica do ceratocone, é causado por uma

~ ~ .~ 82 . . ,
redu¢do no numero de lamelas na regido afetada,”” mas o mecanismo pelo qual isso ocorre €
incerto. Apesar de o afinamento estromal, no ceratocone, ter sido atribuido a degradacdo do
coldgeno por enzimas proteoliticas ou niveis reduzidos de inibidores de proteinase,> também
foi proposto que o coldgeno nao é perdido, mas simplesmente redistribuido na cérnea por
deslizamento entre as lamelas.®* Este tltimo mecanismo é apoiado pela observacio de
redugdo da adesdo inter-lamelar e um niimero reduzido de inser¢cdes lamelares na camada de

Bowman.®

Estudos de difracao de raios-X fornecem algumas das evidéncias mais fortes para apoiar essa
teoria. Dentro das camadas estromais mais profundas da cérnea saudével, o coldgeno é
predominantemente alinhado nas dire¢des ortogonais superior-inferior e nasal-temporal;

contudo esse arranjo é, marcadamente, alterado na regido apical no ceratocone avancado.3%%’

Com base nesses achados, Meek et al propuseram que a perda de integridade estrutural, na
cornea portadora de ceratocone, seja causada pela presenca de anormalidades dos queratdcitos

e proteinas da matriz,®’8?

com regulacdo positiva de protedlise que desencadeia um
desmembramento das lamelas ao longo de seu comprimento e de suas ancoras no limbo, com
abertura das bifurca¢des lamelares. Essa teoria € apoiada por observacgdes apos o tratamento
com cross-linking corneano, em que a reticulacdo do tecido estabelecido, aumenta tanto a
resisténcia do estroma a digestdo enzimatica, quanto a coesao entre fibrilas de coldgeno e a

matriz ndo-coldgena.®
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Baseado nessas observagdes, o estudo da biomecanica da cérnea ganhou muito destaque nos
ultimos 15 anos por suas possiveis aplicagdes clinicas. A capacidade, in vivo, de detectar
instabilidade biomecanica precoce na cérnea é fundamental, ndo apenas para diagndstico, mas
também para determinar o melhor momento do tratamento com o CXL. Da mesma forma,
determinar a eficdcia de tal tratamento € igualmente importante para garantir um resultado

preditivo.

Assim sendo, sistemas de detec¢do da histeresecorneana (capacidade viscoeldstica de
amortecimento da cérnea) e fator de resisténcia da cornea (resisténcia viscoelastica da cérnea
a deformacgdo) com o ORA (Ocular Response Analyzer), que serd discutido em detalhes,
foram desenvolvidos e auxiliam no estudo da biomecanica corneana em situagdes patologicas,

possibilitando a avaliacdo e entendimento da resposta terapéutica nessas situagoes.
1.1.5 CLASSIFICACAO

O ceratocone possui uma classificac@o individual. A forma frusta refere-se ao estdgio inicial
do ceratocone, e foi proposto inicialmente por Amsler,*” em 1961 e depois adaptado por
Klyce” como “o olho contra-lateral (de um olho com ceratocone clinicamente manifesto) que
nao possui achados clinicos de qualquer espécie, exceto por certas alteracdes topograficas™.
Na literatura, existe um consenso claro que, para se classificar em ceratocone frusto, ele deve
ser o olho mais sauddvel em um paciente com ceratocone; e esse olho mais sauddvel ndo deve
possuir sinais clinicos de ceratocone, como as estrias de Vogt e/ou anel de Fleischer, ou
quaisquer alteracdes topogréficas significativas, que indiquem um ceratocone clinicamente

manifesto.”!%?

Ja o ceratocone suspeito, deve ser um termo reservado para corneas com alteracoes
topograficas muito especificas e que ndo possuam ceratocone no olho contralateral. Em
termos gerais, um ceratocone suspeito pode demonstrar, na topografia, uma drea localizada,
com aumento anormal da curvatura, que € frequentemente inferior; mas pode ser central ou,
raramente, superior, podendo se apresentar como uma gravata borboleta assimétrica, truncada
ou de eixo inclinado.”® Rabinowitz et al definiram suspeita de ceratocone, em uma perspectiva
progressiva, sendo sua definicdo independente do status do olho contralateral, ndo
apresentando nenhum achado na lampada de fenda, auséncia de “tesoura” na retinoscopia, e
presencga do padrdo de gravata borboleta assimétrica, com eixo inclinado, na topografia.”

Além disso, seu grupo desenvolveu um sistema de detec¢do para diferenciar a cornea normal
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do ceratocone suspeito. Eles recomendam o uso do valor inferior-superior (I-S), que calcula o
poder corneano nos 6 mm centrais. Um valor de I-S entre 1,4 e 1,9 dioptrias sugere um
ceratocone suspeito, enquanto um valor maior sugere um ceratocone clinico, € um valor mais

baixo sugere uma cérnea normal.®?

O ceratocone subclinico € definido, por alguns autores, como um olho contralateral de um
olho portador de ceratocone associado as seguintes caracteristicas: 1) nenhum achado clinico
(ceratométrico, retinoscopico ou biomicroscépico) de ceratocone; 2) assimetria I-S e/ou
padrdo de gravata borboleta assimétrico a topografia; e 3) nenhum histérico de uso de lentes

de contato, cirurgia ocular ou trauma.’*°

1.1.6 SINAIS E SINTOMAS

A sintomatologia relacionada ao ceratocone varia dependendo do estdgio e da idade de
acometimento. Os pacientes podem ser assintométicos ou, de inicio, apresentarem maior
sensibilidade a luz, visualizacdo de halos em torno de objetos, fadiga ocular, irritacdo, alergia,

dor, prurido e baixa acuidade visual.””*®

Os sintomas variam de leve a grave, podendo apresentar miopia, astigmatismo irregular e,
freqiientemente, cicatrizes na cérnea.>®> Um paciente tipico com ceratocone apresenta-se, na
adolescéncia, com queixas de embagamento ou distor¢do na visdo, necessitando de troca
frequente dos 6culos devido a mudancas na refracdo. Tal fato € conseqii€ncia direta da
deformidade da superficie anterior da cornea. Os raios luminosos, que seriam refratados de
modo harmdnico, atingem uma 4rea de curvatura muito elevada, e sdo refratados
irregularmente, criando imagens retinianas desfocalizadas, que ndo sdo passiveis de
focalizacao por um sistema Optico convencional, do tipo 6culos. H4, portanto, a determinagao

de um astigmatismo irregular, com miopia geralmente associada.”

A retinoscopia mostra astigmatismo midpico irregular e sinais como reflexo em tesoura e em

“gota de 0leo” (sinal de Charleux; Figura 1), altamente sugestivos de ceratocone.
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Figura 1. Sinal de Chauleux

Fonte: Dr. Carlo Benedetti!

' Disponivel em: <https://www.carlobenedetti.it/en/occhio-cheratocono>[acessado 26 de Fevereiro, 2020].

Ao exame biomicroscépico, com lampada de fenda, nota-se a presenga de nervos corneanos
proeminentes, cicatrizes subepiteliais e/ou estromais anteriores, secunddrias a quebras na
membrana de Bowman, finas linhas paralelas vistas no estroma posterior que desaparecem na
aplicacdo de pressao no globo, chamadas de estrias de Vogt (Figura 2) e o anel de Fleischer
(Figura 3) formado devido a deposi¢ao de hemossiderina, encontrada ao redor da base do

cone e melhor apreciada através de um filtro com luz azul cobalto.

Figura 2. Estrias de Vogt

Fonte: Atlas de Imagens Oftalmoldgicas. Universidade de Towa.?

Disponivel em: <https://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/atlas/pages/vogts-striae.htm>[acessado 26 de
Fevereiro, 2020].
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Figura 3. Anel de Fleischer

Fonte: Atlas de Imagens Oftalmoldgicas. Universidade de Iowa.?

SDisponivel em: <https://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/cases/98-Keratoconus-Surgical-
Options.htm>[acessado 26 de Fevereiro, 2020].

Sinais clinicos brutos, no ceratocone avancado, incluem distor¢do da palpebra inferior, em
forma de V, no olhar para baixo, devido a uma cdérnea conica excessivamente protuberante,
conhecida como sinal de Munson (Figura 4) e um feixe de luz bem focado perto do limbo

nasal, produzido pela iluminagdo lateral da cérnea (sinal de Rizzutti; Figura 5).

Figura 4. Sinal de Munson

Fonte: Atlas de Imagens Oftalmoldgicas. Universidade de Towa.*

“Disponivel em: <http://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/atlas/pages/keratoconus-with-Munsons-
sign.html>[acessado 26 de Fevereiro, 2020].
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Figura 5. Sinal de Rizzutti

Fonte: 2015 American Academy of Ophthalmology, www.aao.org

Hidropsia aguda (Figura 6) € uma apresentacdo especifica do ceratocone causada por rupturas
repentinas no corpo da membrana Descemet, levando a uma diminuic¢ao subita na visao,
acompanhada por turvagdo da cérnea, edema corneano, com ou sem fissuras e/ou bolhas

intraestromais vistas sobrejacente a quebra.”®190:101

Figura 6. Hidropsia Aguda

Fonte: Atlas de Imagens Oftalmoldgicas. Universidade de Towa.’

SDisponivel em: <https://webeye.ophth.uiowa.edu/eyeforum/cases/241-Acute-Corneal-Hydrops.htm>[acessado
26 de Fevereiro, 2020].

No ceratocone avangado, o astigmatismo corneano pode assumir varias formas, mas duas

9

predominam;** sendo a mais comum a redonda ou em forma de mamilo, que é limitada em

diametro, mas pode atingir grandes graus de conicidade, e o centro do seu cone, geralmente,
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ficando no quadrante nasal inferior. J4 a outra forma € o cone oval ou flacido, em que muitas
vezes € maior e se localiza no quadrante temporal inferior, proximo a periferia, associado a
mais episédios de hidropsia corneana, cicatrizes e dificuldade na adaptacao de lentes de
contato. Perry et al encontraram uma diferenca histopatoldgica distinta entre as duas formas
de cone. A oval apresentou mais quebras na camada de Bowman, e essas eram mais longas e
estavam associadas a um aumento da atividade queratocitica. Nao houve diferenca
significativa na espessura do estroma entre os cones redondo e oval, mas houve uma sugestao

de mais alteracdes na membrana de Descemet no grupo oval.!??

1.1.7 DIAGNOSTICO

O diagndstico do ceratocone, baseado nos sintomas em estagios iniciais, apresenta certa

dificuldade, pois os primeiros sintomas sdo semelhantes aos de outras condigdes.'*

A maneira classica de avaliar a doenga envolve exame externo dos olhos utilizando o exame
de retinoscopia e biomicroscopia para detectar a presenga dos sinais descritos anteriormente.
Com os avangos dos exames de imagem da cérnea, o diagndstico se tornou mais facil e

. 104 , A . z . s .
preciso. " Métodos eletrOnicos e moleculares, disponiveis nos tltimos tempos, se tornaram

ferramentas essenciais para diagnéstico diferencial e categorizacdo do ceratocone.!%

A ceratometria, utilizando o ceratdmetro manual (tipo Javal-Schiotz ou Bausch&Lomb), um
dispositivo de imagem simples e barato, pode mostrar uma cérnea com aumento de curvatura,

alto astigmatismo, e/ou distor¢oes nos parametros avaliados.

Ja a videoceratografia computadorizada foi introduzida pela primeira vez na década de
1980,'% sendo que os sistemas iniciais se baseavam na anélise de imagens de disco de Placido
para calcular a curvatura anterior da cornea. A presenca de uma zona de maior poder da
cornea, cercada por zonas de menor poder, associada a assimetria inferior-superior na
poténcia da cérnea e a inclinagdo dos eixos radiais mais curvos acima e abaixo do meridiano
horizontal, foi estabelecida como caracteristica do ceratocone nos mapas de videoceratografia

(Figura 7).
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Figura 7. Topografia baseada em discos de Placido em paciente portador de ceratocone.

Fonte: Keratoconus Screening in Primary Eye Care — A General Overview - Scientific Figure on ResearchGate.®

Disponivel: <https://www.researchgate.net/figure/Placido-based-topography-in-a-keratoconus-
patient_figl_313014637>[acessado 26 de Fevereiro, 2020].

Uma variedade de indices foi desenvolvida para diferenciar o ceratocone dos olhos normais e
de outras condi¢des. Alguns dos mais utilizados incluiam o indice de previsdo de ceratocone
do grupo Klyce-Maeda e o indice KISA do grupo Rabinowitz.!%11% Esses indices foram
utilizados para detectar anomalias sutis e acompanhar a progressao da doenca em olhos
aparentemente normais de familiares dos portadores, bem como em olhos de pacientes com

ceratocone aparentemente unilateral.!'!?

Com o advento da cirurgia refrativa, na década de 90, e o risco coincidente de ectasia
iatrogénica, houve o estimulo ao desenvolvimento de novos dispositivos de diagndstico
voltados a deteccao precoce do ceratocone subclinico. O Orbscan (Bausch&Lomb, Rochester,
NY, EUA) utilizou a tecnologia de escaneamento por fenda para fornecer paquimetria de
campo amplo e elevacao anterior e posterior, bem como mapas de ceratometria. Em uma

atualizacgdo posterior, o Orbscan I, combinou o escaneamento por fenda com a andlise de
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topografia baseada em discos de Placido, o que demonstrou ser mais sensivel do que os
dispositivos anteriores. A avaliagdo da elevagdo posterior maxima, comparada com a “best fit
sphere” (BFS), da irregularidade nas zonas centrais de 3 mm e 5 mm e da paquimetria, foi

parametro ttil para discriminar ceratocones suspeitos em individuos normais.!!?

O principio de Scheimpflug foi explorado em tomdgrafos de cérnea, como o Pentacam
(Oculus, Wetzlar, Alemanha), para fornecer o mapeamento tridimensional da cérnea,
incluindo medic¢do direta da superficie anterior e posterior da cornea, paquimetria e

determina¢do do angulo da camara anterior (Figura 8).

Figura 8. Imagem dos 4 mapas refrativos do Pentacam em paciente portador de ceratocone.
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Fonte: Outcome of intrastromal corneal ring segment relative to depth of insertion evaluated with scheimpflug
image - Scientific Figure on ResearchGate.’

"Disponivel: <https://www.researchgate.net/figure/Preoperative-Pentacam-4-map-refractive-of-a-patient-with-
keratoconus-who-planned-for-2_fig3_283975156 >[acessado 26 de Fevereiro, 2020].

Uma caracteristica muito elogiada do Pentacam € o grafico Belin/Ambrosio, que exclui uma
zona de 4 mm, centralizada na parte mais fina da cérnea, do célculo de referéncia; e, assim, o
"BFS aprimorado” resultante, torna elevagdes sutis mais pronunciadas, e possivelmente ajuda
na deteccdo do ceratocone precoce ou subclinico. Varios indices em olhos normais, suspeitos
de ceratocone, bem como o ceratocone estabelecido, foram medidos, porém a superioridade

definitiva em relagdo a dispositivos anteriores ainda ndo foi comprovada.''>18
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Recentemente, hd o interesse na caracterizacdo de perfis de aberrometria e no entendimento
da biomecanica da cérnea portadora de ceratocone, utilizando instrumentos como o Ocular
Response Analyzer (Reichert Inc, Depew, NY, EUA). Comparado com os controles,
verificou-se que os olhos doentes apresentaram excessivas aberracoes de alta ordem, e valores

mais baixos de histerese corneana e fator de resisténcia da cérnea.!'*123

1.1.8 TRATAMENTO

O tratamento do ceratocone varia de acordo com o grau de acomentimento visual e alteracdes

corneanas. Nos estigios iniciais, o erro de refracdo pode ser gerenciado pelo uso de 6culos.

A medida que a doenga avanga, as alteracdes na forma da cérnea e o consequente
astigmatismo irregular resultam em qualidade visual sub6tima com 6culos, necessitando do
uso de lentes de contato. No inicio, lentes de contato, gelatinosas ou tdricas-gelatinosas, feitas
de materiais como hidrogel ou silicone-hidrogel, podem proporcionar uma visdo clara,

possibilitando, com vantagens, bom conforto e menor custo.

Porém, na maioria dos casos, € necessdrio lentes rigidas gas-permeaveis, sendo esse o tipo de
lente de contato mais comumente usado. Em dois grandes estudos prospectivos e
observacionais, realizados nos EUA e na Escdcia, a prevaléncia do uso de lentes de contato
rigidas gds-permedveis foram de 65% e 91%, respectivamente.*'* Virios desenhos de lentes
(Super Cone, Rose K, piggyback e lentes hibridas) e op¢des de ajuste estdo disponiveis,
alcancando resultados satisfatorios. As lentes rigidas gas-permedveis mascaram a
anormalidade subjacente do formato da cérnea e proporcionam uma boa troca de lagrimas,

mas podem apresentar desconforto durante o uso.

O ceratocone moderado pode exigir o uso de lentes rigidas gas-permeaveis intralimbais ou
lentes mini-esclerais, e casos muito avangados, com cones grandes e descentralizados, olho
seco ou desconforto com lentes convencionais, podem ser corrigidos com o uso de lentes

esclerais. 95125

Em pacientes com ceratocone progressivo, cornea transparente € com a espessura mais
fina>400 microns, o uso do cross-linking corneano (CXL) pode reduzir o risco de progressao.
Virios estudos, de longo prazo, relataram melhoria na acuidade visual, bem como nos
parametros topograficos.*!2612" Esse procedimento ser4 descrito com maiores detalhes em

um tépico especifico abaixo.
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Nos udltimos anos, em pacientes intolerantes ao uso de lentes de contato, e com progressao da
doenga, t€m- se aplicado o uso do Ceratectomia Fotorefrativa Guiada por Topografia (T-PRK)
com cross-linking adjuvante, em vez de apenas CXL. O CXL interrompe a progressao, mas
ndo aborda o problema da intolerancia as lentes de contato. Com o T-PRK, h4 regularizacdo
da cérnea, permitindo que o paciente tenha melhor qualidade de visao com a utilizagdo da
correcdo (6culos ou lente de contato).!?®12° Pacientes com ceratocone precoce a moderado e
uma paquimetria pré-operatéria de 450 um (ap6és debridamento epitelial), ou uma paquimetria
pOs-operatdria prevista de, pelo menos 400 um, podem ser considerados para o uso do T-
PRK.!?8 O ideal é que o CXL seja feito na mesma sessdo, imediatamente apés o T-PRK, pois

causa menor haze pés-operatério. >

Embora o T-PRK, associado ao CXL, tenha sido utilizado para corre¢do refrativa em
pacientes com ceratocone frusto; em pacientes com diagndstico estabelecido, seu objetivo
principal € a regularizagcdo da superficie corneana, pois o CXL associado leva ao aumento da
forca biomecanica da cornea, medida pela histerese corneana e fator de resisténcia da

cérnea.'!

Em pacientes com doenca moderada-avangada, a implantacdo de anel intraestromal corneano
segmentar (ICRS) € uma opc¢ao vidvel de tratamento, se possuirem espessura corneana
de>450 microns nos 6 mm centrais na tomografia.'** O ICRS pode reduzir a curvatura da
cérnea e diminuir astigmatismo irregular melhorando a acuidade visual.'**!3¢ Os anéis sio
implantados em um canal confeccionado manualmente, ou utilizando-se um laser de
femtossegundo, inserindo-se o anel no eixo mais curvo evidenciado na topografia.'*” Estudos
mostram melhora do erro refrativo esférico e cilindrico com reduc¢do da média dos valores

ceratométricos. 38139

Em relacdo ao transplante de cornea (ceratoplastia) no ceratocone, indicacdes geralmente
aceitas sdo baixa acuidade visual com lentes de contato, intolerancia ou incapacidade de
adaptacdo as lentes de contato e hidropsia corneana ndo-resolvida. A porcentagem de
pacientes com ceratocone eventualmente necessitando de transplante, varia amplamente em
diferentes relatos.'**1%> Um grande estudo, multicéntrico prospectivo longitudinal de
avaliagcdo de ceratocone, relatou uma taxa de 12% de transplante durante um periodo de
acompanhamento de 8 anos. Idade menor, ceratometria mais curva, pior acuidade visual,
cicatrizes na cornea, desconforto com uso das lentes de contato e pior qualidade de vida

relacionada a visdo foram identificados com maior probabilidade de ceratoplastia.'*?
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Por algumas décadas, a ceratoplastia penetrante tem sido usada, com sucesso, na reabilitacao
visual no ceratocone. Resultados visuais e refrativos razoavelmente bons, com baixas taxas de
complicagdes, tém sido consistentemente relatados.!*"14¢ O ceratocone est4 entre as melhores
indicacdes para a realizacdo de uma ceratoplastia penetrante, com taxas de sobrevida do

enxerto a longo prazo, superando as de qualquer outra indicacdo. 46148

J4 ceratoplastia lamelar, com uso de microcerdatomo, foi tentada com graus variados de
sucesso. Essa técnica demonstra resultados Opticos e refrativos comparaveis a ceratoplastia
penetrante, sem o risco de rejeicio endotelial.!*” Nos tltimos anos, a ceratoplastia lamelar
anterior profunda (DALK) emergiu como uma alternativa atraente a ceratoplastia penetrante.
Ao contrério da ceratoplastia penetrante, 0o DALK ndo € um procedimento de substitui¢cdo
corneana de espessura total. O epitélio e estroma da cornea hospedeira sdo removidos,
preservando assim o endotélio nativo, evitando o risco de rejeicdo do enxerto endotelial e
melhorando sua sobrevivéncia.!”® Embora, atualmente, ndo esteja disponivel um estudo de
acompanhamento a longo prazo para o DALK, as comparag¢des indicam que os resultados sao
semelhantes a ceratoplastia penetrante em termos de acuidade visual e astigmatismo, com
cerca de 80% dos pacientes atingindo uma acuidade visual melhor, corrigida de 20/40 ou

mais, na maioria das séries.!>!"157

1.2 CROSS-LINKING CORNEANO

O potencial da luz ultravioleta-A (UVA), em ligar/aderir tecidos, na presenca do agente
fotossensibilizante nao téxico riboflavina, ja era conhecido hd algum tempo, mas ndo era
utilizado até 1998, quando um grupo de Dresden o sugeriu como potencial tratamento
terapéutico para fortalecer o estroma corneano. O conceito foi baseado na observagdo de que a
natural ligacdo cruzada de proteinas (cross-linking), que se acelera com a idade, fortalece e
endurece a cornea. Com essa observacao, sugeriu-se que o cross-linking artificial poderia
possuir um efeito semelhante, particularmente em condi¢cdes como o ceratocone, em que o
coldgeno, presente na cornea doente, estd propenso a degradacao enzimadtica e a alteracdo de

suas fibras. '8

Existem evidéncias experimentais, demonstrando a formacao da ligacdo cruzada (cross-

159

linking) das fibras de coldgeno corneanas, apés o CXL: aumento de rigidez, >~ aumento da

160

resisténcia a enzimas proteoliticas como colagenase, " redugao da permeabilidade da
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6

cérnea'® e a formagio de grandes agregados moleculares de coldgeno quando examinados

por eletroforese.'®?

Acredita-se que o processo fisico-quimico do CXL, inicia-se com a excitacao da riboflavina,
em seus estados singlete (espécie eletronicamente excitada da molécula) e triplete (estado
fundamental da molécula). Dois mecanismos sdao propostos, um dos quais (Tipo I) é
favorecido pelas baixas concentragdes de oxigénio, produzindo fons radicais; e o segundo
(Tipo II) em que a riboflavina excitada reage com o oxigénio para produzir moléculas de
oxigénio singlete('02).2* Sob condi¢des aerdbicas, que ocorrem durante a exposi¢io inicial de
15 segundos da UV A, ocorre foto-oxidacao de proteinas estromais devido a sua reacdo com
espécies reativas de oxigénio como o '02 (reacio Tipo II).19 Apés esta breve fase, o oxigénio
estd esgotado e a reacdo entre a riboflavina e as proteinas € predominantemente do Tipo I. As
espécies reativas podem, em principio, induzir o cross-linking covalente de muitas moléculas
diferentes, incluindo, no estroma da cérnea, coldgenos, proteoglicanos, DNA e RNA. Lesoes,
nos dcidos nucléicos, sdo citotoxicos e levam a apoptose dos queratdcitos €, a menos que
sejam tomadas precaucOes, também as c€lulas endoteliais. A riboflavina € crucial para o
processo. Aplicada ao estroma anterior, induz as liga¢des cruzadas absorvendo, a0 mesmo
tempo, a radiacdo ultravioleta (em teoria) impedindo danos as camadas posteriores da

cérnea.!6%164

Atualmente, ainda nio se tem conhecimento exato sobre o que seja a natureza das ligagdes
cruzadas e precisamente onde elas ocorrem dentro da matriz extracelular. Grupos carbonila e
amina livre s3o comumente envolvidos em processos de cross-linking. Um estudo de McCall

et al.!o

mostrou que, apds CXL, cross-linking baseado em carbonil domina na cérnea, com
relativamente pouco cross-linking de grupos amina livres. Esse tipo de ligacdo cruzada pode
envolver aminodcidos como histidina, hidroxiprolina, hidroxilisina, tirosina e treonina,'%> mas
os exatos aminodcidos envolvidos neste cross-linking e suas localiza¢cdes moleculares, ainda

precisam ser determinados.

Os constituintes da cérnea envolvidos no cross-linking também sao desconhecidos.
Teoricamente, pode ocorrer ndo apenas entre moléculas de coldgeno, mas também entre
coldgenos e protefnas proteoglicas. Zhang et al.'® avaliaram as interacdes entre os varios
constituintes da matriz extracelular, isoladamente e dentro do tecido. Seus resultados
demonstraram que o coldgeno nio somente se ligava a si proprio, mas também a duas

proteinas da estrutura dos proteoglicanos - mimecan e decorina. As proteinas do nicleo
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poderiam se ligar a si mesmas, mas os glicosaminoglicanos sulfatados (sulfato de queratano e
sulfato de condroitina) ndo estavam envolvidos na liga¢do cruzada. Além disso, ficou
demonstrado que o cross-linking predomina dentro e entre as moléculas nas superficies das
fibrilas e dentro das proteinas do niicleo proteoglicano no espago interfibrilar.®® Neste dltimo
caso, pode ser que o termo “cross-linking do coldgeno”, tdo freqiientemente usado para

descrever o CXL, seja de fato uma descri¢do incompleta do mecanismo.

Estudos do efeito do tratamento com CXL demonstram o aumento significante da rigidez da
cérnea imediatamente ap6s o tratamento.'>° O analisador de resposta ocular (ORA; Ocular
Response Analyzer) fornece duas medidas, in vivo, das propriedades biomecanicas da cérnea:
a histerese (capacidade viscoeléstica de amortecimento da cornea) e fator de resisténcia da
cornea (resisténcia viscoeldstica da cornea a deformacdo). Esses parametros tém valores mais

baixos em pacientes portadores de ceratocone e parecem inalterados apés o CXL.'®

Os efeitos do CXL nas vdrias estruturas do estroma corneano, foram estudados por vérias
técnicas de imagem, in vivo e ex vivo. A microscopia confocal revelou uma area altamente
organizada de compactacio dos feixes das fibras de coldgeno apds o uso do CXL.!8 Estudos
com microscopio de transmissdo de elétrons mostraram que houve um aumento de 12% nos
diametros das fibras de coldgeno estruturais do estroma anterior, fornecendo evidéncias
diretas de que as proprias fibrilas de coldgeno estdo envolvidas no processo de cross-

linking.'®

Uma grande preocupagdo, ao irradiar a cornea com UVA, s@o os aspectos de seguranga
associados e os possiveis efeitos colaterais do uso da radiagdo UV A nas estruturas oculares. A
maioria dos estudos sobre seguranga do procedimento abrange a fototoxicidade na estrutura

corneana, especificamente, ao estroma e endotélio.

Os estudos originais sobre os efeitos da irradiacdo nos queratdcitos estromais, utilizados em
culturas celulares, tratadas com solucao de riboflavina a 0,025% e diversos niveis de
irradidncias UVA, apresentaram nivel citotéxico a 0,5mWcm™, porém quando a riboflavina
nao foi utilizada, a citotoxicidade se apresentou em niveis 10 vezes menor.'”? Estudos, in
vitro, de cultura de células, demonstraram que a citotoxicidade endotelial ocorre no

comprimento de onda de 370 nm, com nivel de irradidncia préximo a 0,36mWcm™2.
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Para a protecdo das células endoteliais, hd necessidade de se quantificar a radiacdo que
penetra no estroma e fazer, por sua vez, a medicdo cuidadosa do coeficiente de absor¢do e dos
efeitos da riboflavina. Esse parametro foi medido em cérneas humanas doadoras com e sem
riboflavina. A riboflavina levou a um aumento de 50% na absorvancia ap6s 30 minutos,'”!
com coeficiente de absorvancia de 56,36+4,80 cm™. Esse nivel de absorvéancia foi calculado
para produzir um valor de irradidncia UVA a uma profundidade de 400pum de 0,18mWcm™,

1

que é menos da metade do nivel téxico!’? e, por esse motivo, foi-se estabelecido que o valor

maximo de espessura da cornea, que pode ser tratada por esse método, seja de 400um.

Outro motivo de preocupacdo € a possibilidade de que o limbo corneano, no qual residem as
células-tronco epiteliais, possa ser danificado durante o CXL. Um ensaio clinico prospectivo

ndo randomizado nio encontrou nenhum dano ao limbo'”3

, porém outro estudo, in vitro,
demonstrou citotoxicidade e reduc@o da expansao celular de células epiteliais limbais
humanas apés exposicdo a riboflavina/UV A.!7* Portanto, como uma protecio adicional, é
aconselhdvel o uso de anéis de polimetacrilato ou outras formas de mascaramento para
garantir protecdo limbal absoluta, particularmente em pacientes pouco colaborativos, que ndo

conseguem manter fixacdo adequada durante o procedimento.!”*

Os nervos da cornea sao danificados durante a CXL, principalmente, como conseqiiéncia do
processo de remocao epitelial. Imediatamente apos o CXL, as fibras nervosas do plexo
subepitelial e estroma anterior/médio desaparecem. Em humanos e coelhos, a regeneragao

dessas fibras nervosas ocorre ap6s cerca de 6 meses!” e a estrutura do plexo apés 1 ano.'”

Sabe-se que a exposi¢ao direta, sem protecdo, a luz UVA e outros comprimentos de onda,
pode produzir citotoxicidade no segmento posterior, especificamente na retina.!’® A
maculopatia fototéxica, por exemplo, € uma anormalidade retiniana que geralmente afeta
pacientes apos realizarem atividades como olhar diretamente para um eclipse solar ou utilizar
solda de metais sem protecao; também pode ocorrer durante acidentes envolvendo ponteiras a
laser ou mesmo apds cirurgia ocular devido a uma reagao fotoquimica nos fotorreceptores
retinianos. Esses pacientes podem apresentar escotoma paracentral, metamorfopsia ou perda

de visdo leve a moderada ap6s a exposigdo.!”’17°

Os mecanismos, pelos quais a luz pode causar danos a retina, sdo fototérmicos, fotomecanicos
e fotoquimicos.'3%182 Ocorrem danos fototérmicos através da transferéncia de energia radiante

(um féton) da luz para o tecido da retina, e exemplos comuns incluem termoterapia
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transpupilar, fotocoagulagdo a laser e laser de diodo. Dano fotomecanico refere-se a dano
tecidual resultante de for¢as mecanicas, compressivas ou de tracdo, geradas pela rapida
introducdo de energia, como a causada pelo laser Nd: Yag. Os danos fotoquimicos siao
independentes dos danos mecanicos e térmicos, e esses tipos de danos ocorrem apds a

exposi¢do a luz UV ou do uso clinico da terapia fotodinamica (PDT).!?

Ja aluz UVA € potencialmente mais perigosa para a retina do que outros comprimentos de
onda.'3*185 Embora as estruturas anteriores do olho absorvam grande parte do componente
UV do espectro de radiagdo, uma porcdo da banda UVA (315-400 nm) penetra na retina.
Fontes naturais, como o sol, emitem f6tons UV em duracdes relativamente longas que
normalmente ndo resultam em confinamento de energia e, embora ndo produzam danos
térmicos ou mecanicos, sdo capazes de induzir a danos fotoquimicos. Os danos fotoquimicos
ocorrem através dos mecanismos do Tipo 1 (reagdes diretas envolvendo transferéncias de

prétons ou elétrons) e do Tipo 2 (reacdes que envolvem espécies reativas de oxigénio).'”®

Dessa maneira, hd racionalidade na suspeita as estruturas oculares posteriores durante o
procedimento de CXL. Embora estudos, in vitro, tenham demonstrado que o efeito protetor da
riboflavina limita a transmissdo da radiacdo nas estruturas oculares internas, poucos estudos,
in vivo, foram realizados para avaliar alteragdes morfoldgicas da retina apds a exposicao
UVA-riboflavina durante o CXL, e nenhum estudo foi encontrado na literatura sobre

alteragdes funcionais da retina,!7®-186:187

A literatura carece de consenso sobre quando o tratamento com CXL deva ser indicado; as
recomendacdes, geralmente, dependem de protocolos regionais. A maioria dos profissionais,

no entanto, usa parametros de ceratometria e acuidade visual como critério.

Baseado em estudos que demonstraram que pacientes com indica¢do de CXL, com uma
ceratometria pré-operatéria acima de 58 D, apresentam maior risco de progressao continua do
ceratocone, e que pacientes com idade superior a 35 anos, com acuidade visual corrigida no
pré-operatorio melhor que 20/25, possuem maior risco de complicagdes (perda de duas ou
mais linhas de Snellen). Observou-se que, ao se restringirem os critérios de elegibilidade a
pacientes com idade menor de 35 anos e com um limite maximo de leitura ceratométrica
inferior a 58 D, a frequéncia de complicacoes e falhas poderao ser reduzidas a menos de

1%.]88
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Como a progressao do ceratocone € mais frequente e mais rdpida em pacientes com menos de
18 anos de idade do que em pacientes idosos, além de possuirem maior probabilidade de

culminar na necessidade de um transplante de cérnea; recomenda-se que o CXL seja a terapia
de primeira escolha ao ceratocone progressivo, em pacientes com menos de 26 anos de idade,

desde que se respeitem todos os critérios de indicacdo de seguranca para o tratamento, !3%1%0

Baseado nos estudos de Santhiaco MR,'°! a maioria dos centros especializados no Brasil
realiza o tratamento com CXL, em pacientes portadores de ceratocone com progressao

determinada, pelos seguintes critérios:

- Aumento de, pelo menos, 1 dioptria (D), nos parametros ceratométricos, em 12 meses;
- Aumento de, pelo menos, 0.75D, nos parametros ceratométricos, em 6 meses;

- Aumento da miopia de 0.75D, em 12 meses, em refracdo sob cicloplegia;

- Perda de, pelo menos, duas linhas de vis@o, na melhor visdo corrigida em 12 meses.

Os mesmos critérios sdo utilizados para se determinar falha ou progressao p6s-CXL e, nesse

caso, se optar pelo re-tratamento ou outra modalidade terapéutica.

Embora o CXL ndo seja recomendado em pacientes com cornea de espessura inferior a 400
pm (devido ao risco de dano endotelial, como descrito anteriormente), em alguns casos, uma
solucdo hipotdnica de riboflavina pode ser usada para aumentar o estroma pré-operatorio em

cérneas finas e permitir que o CXL seja realizado.'?

Outra contra-indicag@o postulada para o CXL € histéria prévia de cirurgia refrativa incisional
(como ceratotomia radial ou ceratotomia astigmatica), pois as alteracdes pds-CXL, no estroma

corneano, podem causar ruptura das incisdes da ceratotomia.'*?

Dificilmente, o CXL beneficiard pacientes com opacidade central da cérnea associada a baixa
acuidade visual corrigida; sendo assim, outras op¢des de tratamento (por exemplo, transplante

de cérnea) devem ser consideradas para esses casos.'*?

O olho seco grave € outra contra-indicagdo, pois pode dificultar a re-epitelizacdo e aumentar
o risco de infec¢do pds- cirurgica; essas condi¢des devem ser gerenciadas com plugs de ponto

lacrimal e lubrificantes artificiais antes de se considerar o CXL.'** Isso também se aplica a
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pacientes com ceratoconjuntivites alérgicas, em que o tratamento pré-operatério, com
esteroides topicos e até imunossupressores sist€émicos, deve ser considerado para garantir que

a doenca atépica conjuntival esteja em remissdo completa antes do procedimento.'**

O protocolo do procedimento de CXL padrao (standard), descrito para o tratamento do
ceratocone, envolve anestesiar o olho (por exemplo, com gotas de 0,5% de cloridrato de
proximetacaina) sob condicdes estéreis e remover a parte central de 7 a 9 mm do epitélio.
Uma solugdo de riboflavina (riboflavina-5-fosfato a 0,01% com dextrano T-500 a 20%) é
entdo aplicada a superficie da cérnea a cada 5 minutos, por 30 minutos, antes da irradiacdo; e
a intervalos de 5 minutos, durante a exposi¢ao de 30 minutos, a 370 nm de radiacdo UVA,
calibrada antes da cirurgia com um medidor de luz UV a 3mWcm?. O comprimento de onda
de 370 nm foi determinado, porque corresponde ao pico de absorcao da riboflavina, e a
irradiAncia de 3 mWcm? foi selecionada para evitar possivel overdose de UV.?>!%> O objetivo
da remocao do epitélio € permitir a penetragio da riboflavina que, caso contrério, seria

impedida pelas juncdes estreitas das células epiteliais.!*®

Ap6s o tratamento, sdo aplicados colirios antibidticos e adicionada lente de contato
terapéutica, com boa transmissibilidade de oxigénio, para diminuir a dor, sem impedir o
processo de re-epitelizacdo do epitélio remanescente.!®® A aplicacio de antibiéticos tépicos é
necessdria, por 1 semana, apds a operacao, associados ou ndo a esterdides leves. A regressao
total do desconforto ocular ocorre dentro de 5 a 7 dias quando a lente de contato é
removida.'”® Os pacientes sdo, tipicamente, revistos nos dias 1 e 5 e novamente nos meses 1,

6 e 12 ap6s a cirurgia.'”’

Além da dor e potencial perda visual, nos primeiros dias de pds-operatdrio, causadas pela
remocgao epitelial, outras complicagdes potenciais do CXL foram relatadas, algumas
tempordrias e outras ndo. Estima-se que a re-epitelizagcdo requeira, pelo menos, de quatro dias
para ser concluida e até trés meses para a melhoria qualitativa do mosaico de células epiteliais

em comparacdo com o pré-operatorio.!’?

O haze estromal (“névoa”), normalmente, se desenvolve durante as primeiras semanas ou
meses apds a cirurgia, o que pode resultar em deterioracao visual transitéria de uma acuidade
visual j4 comprometida,'”® sendo seu pico de presenga em 1 més p6s-CXL, platd aos 3 meses,

para depois diminuir significativamente entre 3 e 12 meses.'*® Essa névoa possui um perfil
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espacial caracteristico; em um més € observada mais pronunciada no estroma superficial,
diminuindo, gradualmente, para zero a 240 ume mais presente no centro do que a 1-3 mm

dele.!” Haze corneano permanente (levando a uma perda de duas ou mais linhas de acuidade

visual corrigida) foi descrito em, aproximadamente, 8,6% de todos os olhos tratados.?%

Como o CXL envolve desepitelizacdo seguida geralmente pela aplicacdo de uma lente de

contato terapéutica, sempre ha o risco de infeccao. Ha varios estudos de caso relatando o

201-204

desenvolvimento de ceratite, além de casos commelting (“derretimento”) de cornea

frequentemente associados as infeccdes.20%2%
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2. JUSTIFICATIVAS

Baseando-se nos conceitos citados anteriormente, fica evidente que o ceratocone e suas
modalidades terapéuticas, especificamente o CXL, devam ser individualizados caso a caso,
levando-se em consideracdo as caracteristicas clinicas, os sintomas, a idade e o estagio
patoldgico de cada individuo portador.

Estudos mostram a eficicia e seguranca do tratamento de cross-linking corneano para

pacientes portadores de ceratocone;' 717>

porém h4 grande preocupacgdo sobre a exposicao
continua a luz UVA durante o procedimento, sabendo-se da existéncia de patologias que
acometem estrututras oculares sensiveis, como a retina, a exposicdo do espectro de luz UV e
luzes de outros comprimentos de onda, sendo a maculopatia fototoxica (descrita em detalhes
no topico sobre seguranca do CXL) um exemplo disso. Durante o tratamento utilizando-se o
protocolo standard, o olho fica exposto a luz UVA (370 nm a 3mWcm?) por 30 minutos,
sendo a riboflavina o tnico potencial filtro a passagem nociva da luz. Dessa maneira, existe
racionalidade ao se levantar a hipdtese de um possivel dano estrutural/funcional durante o
procedimento, tendo em vista a existéncia de potenciais lesdes fototéxicas ja descritas;!”’17°
além da exposicao direta da regido macular aos feixes de raios UVA emitidos pelo aparelho,
devido a necessidade da fixac¢do do olhar do paciente para a fonte luminosa com o objetivo da
realizacdo correta do tratamento.

O ceratocone acomete pacientes com idade média de 22,4 anos,? possuindo expressivo
nimero de portadores com idade abaixo de 16 anos.” Tendo em vista sua maior gravidade em
pacientes pedidtricos,? é evidente a necessidade do diagndstico precoce e a indicacdo
consciente do CXL com o objetivo de estabilizacdo de sua progressao e melhor prognostico
visual. Estudos anteriores*?*->** demonstraram seguranca e eficicia do CXL em pacientes
pediatricos (18 anos ou menos); porém ndo existe consenso sobre qual a idade minima que o
portador de ceratocone pode ser submetido ao CXL, e se os resultados do tratamento, em
termos de acuidade visual final e parametros ceratométricos, podem ser comparaveis com 0s
grupos de pacientes mais velhos.

Dessa maneira, realizamos dois estudos para alcangar os objetivos supra-citados e, assim,
reforcar a discussdo da indicacdo do CXL, em que se deve considerar todos os possiveis
efeitos colaterais existentes, descritos e recentemente descobertos, e relaciona-los com a

populacdo alvo especialmente a mais jovem, que apresenta maior gravidade e, a0 mesmo

tempo, candidata aos beneficios da estabiliza¢do precoce e melhores resultados progndsticos.



39

3. OBJETIVOS

1. Analisar possiveis efeitos colaterais, de curto prazo, do uso da luz ultravioleta (UV),
durante o tratamento cross-linking corneano (CXL), em pacientes portadores de
ceratocone, em outras estruturas oculares nao antes estudadas, especificamente, na
area macular retiniana, através do estudo das alteracdes vasculares, estruturais e/ou

funcionais, antes e apds 30 dias do tratamento com CXL.

2. Analisar o beneficio da indicacdo e tratamento com CXL em pacientes portadores de
ceratocone, com idade abaixo de 17 anos, através do estudo comparativo das
caracteristicas e progressdo do ceratocone, apds o tratamento em pacientes com 16

anos ou menos, em relacio a pacientes com 17 anos ou mais de idade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Metodologia do primeito estudo

Este estudo avaliou 17 olhos de 17 pacientes, com 16 anos de idade ou mais, diagnosticados
com ceratocone e indicacdo de tratamento com CXL em, pelo menos, um olho. Todos os
sujeitos foram avaliados no Departamento de Oftalmologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em Campinas, Sao Paulo, Brasil. O mesmo
olho serviu como seu proprio controle (antes do CXL vs. depois de CXL). Os olhos foram
avaliados, em termos de MAVC, erro refracional, pressdo intra-ocular, biomicroscopia com
lampada de fenda, oftalmoscopia indireta, grade de Amsler, registro de imagem do fundo de
olho (retinografia), FA, AF e SD-OCT, antes do CXL, 7 e 30 dias ap6s o procedimento. A
eletrorretinografia multifocal (mfERG) foi registrada antes e 7 dias apés o CXL. Foram
excluidos do estudo, pacientes que apresentaram idade menor de 16 anos, alguma doenca
ocular que ndo fosse ceratocone, historico de qualquer cirurgia oftalmoldgica no olho em
estudo (incluindo CXL anterior), gravidez ou amamentagdo, ou se exibissem alguma
opacidade de cornea que impedisse a visdo clara da retina ou que explicasse uma perda de
acuidade visual. Todos os participantes forneceram consentimento livre e esclarecido
informado por escrito antes da participacdo; pais ou responsavel legal assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido quando os individuos apresentaram idade menor que 18
anos. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e aderiu a Declaragcdao de Helsinque.

4.1.1 Procedimento de CXL

A fonte UVA utilizada foi um dispositivo de estado s6lido (Sistema de Cross-Linking
Corneano X-Link, Opto®, Brasil), consistindo em didmetro de spot UVA, de 9 mm, com um
regulador de tens@o potenciométrico. Os parametros utilizados foram o comprimento de onda
370 nm e poténcia de 3 mW/cm’ou 5,4 J/cm? quando a 1,5 cm da cérnea. Ap6s a aplicagdo do
blefarostato, um marcador (9 mm de diametro), foi utilizada uma espatula para remover o
epitélio da cérnea, em um circulo central. Uma solugdo fotossensibilizante (riboflavina a 0,1%
- 400 MOSM, Ophthalmos®, Brasil) foi aplicada a cada 5 minutos, durante um periodo de 30
minutos. Logo em seguida, a riboflavina foi aplicada a cada 5 minutos, durante os 30 minutos
de exposic¢do ultravioleta. Todos os cirurgides que realizaram o procedimento estavam no

mesmo nivel de habilidade. Apds o tratamento, os pacientes foram medicados com antibidtico



41

tépico (moxifloxacina, Vigamox, Alcon®), 4 vezes ao dia e utilizaram lente de contato

gelatinosa terapéutica por 5 dias.

4.1.2 Tomografia de coeréncia optica

Para avaliar a anatomia da regido macular da retina, foram obtidas imagens utlizando SD-
OCT (Spectralis HRA®OCT; Heidelberg Engineering, Alemanha). A pupila foi dilatada com
colirio de tropicamida a 1% e de fenilefrina a 10%. Os pacientes foram orientados a olhar para
a luz de fixacao durante o teste, e a fixac@o foveal foi controlada pela observacao da retina
através da camera de monitoramento infravermelho. A espessura da regido do anel central da
macula foi avaliada utilizando-se o padrdo de escaneamento “Fast”, com estratégia de
seguimento “Follow-Up”, utilizada para realizar a avaliacdo e comparacdo da mesma regiao

macular no exame pré-CXL e pds-CXL.

4.1.3 Retinografia, Angiografia Fluoresceinica e Autofluorescéncia

Para analisar o status vascular da retina, da macula e do pdlo posterior, foram obtidas imagens
de retinografia, FA e AF utilizando um dispositivo de imagem de fundo (Visucam® NM/FA;
Carl Zeiss Meditec AG; Alemanha). A pupila foi dilatada com colirio de tropicamida a 1% e
de fenilefrina a 10%; uma solu¢do de fluoresceina sédica a 10% foi administrada por via
intravenosa, em bolus, na dose de 7,7 mg/kg, obtendo-se fotografias seriadas da retina durante

15 minutos.

4.1.4 ERG multifocal

O sistema Roland RETI-port/scan 21 system® (Roland Consult, Alemanha) foi utilizado para
medir o mfERG de acordo com o protocolo da Sociedade Internacional de Eletrofisiologia
Clinica da Visao (ISCEV). A pupila fo1 dilatada com colirio de tropicamida a 1% e de
fenilefrina a 10%, e a cOrnea foi anestesiada com tetracaina a 0,5%. O olho contra-lateral foi
ocluido com uso de tampao ocular. Os individuos foram orientados a fixar a visdao na cruz
central. Solicitou-se aos pacientes, com baixa acuidade visual, que se fixassem firmemente no
centro da tela. Eletrodos HK-Loop foram usados, como eletrodos ativos, para se obter os
sinais de mfERG. Os eletrodos neutros e de referéncia foram montados no canto central
frontal e no canto externo, respectivamente. O processo de gravacdo levou aproximadamente
10 minutos, periodo durante o qual as linhas de fixag@o cruzadas foram exibidas na tela.
Repetia-se o procedimento caso houvesse artefatos como piscar de olhos ou movimentos

oculares. O estimulo, que consistia em 103 hexdagonos, cobrindo um campo visual de 30°, foi
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apresentado em um monitor colorido de alta resolu¢do (monitor PC-System 21, com
luminancia média de 180 cd/m?, e alto contraste). A distancia entre os olhos e o monitor era
de 33 cm, o que correspondia a um campo estimulado de + 30° na horizontal e + 24° na
vertical. Os 30° centrais da retina foram estimulados por hexdgonos oscilantes independentes,
pretos e brancos, em uma sequéncia bindria pseudo-aleatdria. O tamanho do hexdgono foi
estipulado, com excentricidade, para evocar respostas focais com aproximadamente a mesma
amplitude nas matrizes de resposta. Cada registro foi coletado em 5 segmentos com duragdo
de 45 segundos. Cada sequéncia durou 16,6 ms e foi seguida por um intervalo de descanso de
66,4 ms, antes que a proxima sequéncia ativa fosse iniciada. De acordo com as
excentricidades, as amplitudes e laténcias foram avaliadas em cinco regides retinianas do
anel. Os componentes de resposta do mfERG de primeira ordem foram analisados. A
densidade de resposta média da amplitude P1 (amplitude por unidade de drea da retina
[nV/deg?]) e da laténcia média (milissegundos) foi determinada (Figura 9). Selecionamos os
cinco hexdgonos mais centrais para coletar as respostas centrais do mfERG, que foram
calculadas para a andlise. Os exames mfERG foram realizados antes e 7 dias apds o

procedimento CXL.

Figura 9. mERG com mapas de amplitude P1 e valores de laténcia P1.
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Fonte: Dr. Paulo Rodolfo Tagliari Barbisan

4.1.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism, versao 7.0a. Foi realizada
andlise estatistica descritiva e as distribui¢des foram resumidas utilizando-se proporg¢des e
médias + desvio padrao. O teste omnibus D'Agostino-Pearson foi usado para confirmar a

normalidade dos dados. Os dados sobre as caracteristicas clinicas dos pacientes foram
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analisados utilizando-se o teste t pareado. O teste t pareado também foi utilizado nos dados de
amplitude e laténcia de P1 antes e depois da CXL. A andlise de correlagdo e regressao
também foi realizada com base na laténcia de P1. Um nivel de significancia de p <0,05 foi

estabelecido para todas as andlises.

4.2 Metodologia do segundo estudo

Este estudo retrospectivo incluiu dados de 105 olhos, de 94 pacientes diagnosticados com
ceratocone, entre 2016 e 2018, nos quais o tratamento com CXL havia sido indicado para,
pelo menos, um olho. Todos os sujeitos foram avaliados no Departamento de Oftalmologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), no Brasil. Os
pacientes foram divididos por idade, em dois grupos: o Grupo 1 (16 anos ou menos de idade)
foi classificado como intervengao precoce; e 0 Grupo 2 (17 anos ou mais de idade)
classificado como intervencao tardia. Os olhos foram avaliados em termos de MAVC, erro de
refracdo, densidade celular endotelial da cérnea (DCE), paquimetria (espessura central da
cornea; ECC), além de biomicroscopia com lampada de fenda, tonometria de Goldmann,
topografia (parametros Kmax, Ksteep e Kflat), antes do CXL e depois de um, trés, seis e doze
meses.

Os critérios que determinaram quais pacientes receberiam o tratamento com CXL foram:
aumento de pelo menos 1 dioptria nos parametros ceratométricos, ao longo de doze meses;
aumento de, pelo menos, 0,75 dioptrias, nos parametros ceratométricos, ao longo de seis
meses; aumento na miopia de, pelo menos, 0,75 dioptrias na refragdo sob cicloplegia, no
periodo de doze meses; perda de, pelo menos, duas linhas de visdo na MAVC, em doze
meses.!*! Os mesmos critérios foram utilizados para determinar a progressdo ou falha apés o
tratamento.

Os critérios de exclusao utilizados foram: qualquer doenga oftalmolédgica diferente do
ceratocone, historia de cirurgia oftalmolégica (incluindo CXL anterior), gravidez ou lactacio
e falta de cooperacdo do paciente durante o procedimento. Todos os participantes assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido antes da participag¢do. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, da Universidade Estadual de Campinas

e aderiu a Declaracao de Helsinque.
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4.2.1 Densidade Celular Endotelial da Cérnea

A DCE foi medida utilizando um microscépio especular de ndo-contato (Tomey EM-3000®,
Aich, Japao). O método central foi utilizado para a contagem de células e os parametros foram
medidos automaticamente com o software integrado (Tomey Inc., Erlangen / Alemanha). Trés

campos centrais foram contados e a média dessas contagens foi utilizada como DCE.

4.2.2 Ceratometria e Paquimetria

A Ceratometria e a Paquimetria foram medidas em todos os olhos estudados utilizando o
sistema de imagem Pentacam® rotativo Scheimpflug (Oculus Optikgeridte GmbH, Wetzlar,
Alemanha). O sistema Pentacam® utiliza uma camera rotativa Scheimpflug e uma fonte de
luz de fenda monocromatica (diodo emissor de luz azul a 475 nm) que gira junto com a
camera em torno do eixo 6ptico do olho. Em 2 segundos, o sistema gira 180 graus e obtém 25
imagens que contém 500 pontos de medicao nas superficies anterior e posterior da cérnea
para construir um verdadeiro mapa de elevacdo. O software fornece as imagens com os
valores em volume e, assim, as projecOoes multiplanares permitem a criacdo de mapas axiais e
tangenciais. Ao capturar imagens em velocidade constante, o sistema elimina vibragdes e
artefatos de imagem que possam ser produzidos durante a aceleracdo ou desaceleracdo. Apds
concluir a digitalizacdo, o software cria uma imagem tridimensional do segmento anterior,
incluindo superficies corneanas anterior e posterior, superficies do cristalino e suas
opacidades. Neste estudo, os valores de Ceratometria (méxima, mais curva € mais plana) e os

dados de ECC foram gerados pelo sistema de imagem Pentacam®.

4.2.3 Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versao 7.0a. Foi realizada
andlise estatistica descritiva e as distribui¢des foram resumidas usando proporcoes e médias +
desvio padrao. Usamos o teste omnibus D'Agostino-Pearson para confirmar a normalidade
dos dados. Os dados clinicos do paciente foram analisados pelo teste t pareado. Os valores de
razdo do teste t pareado foram utilizados para comparar os dados pré e p6s-CXL (medidos
com doze meses de intervalo). O nivel de significancia foi estabelecido em p <0,05 para todas

as analises.
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S. RESULTADOS

Os resultados desta tese sdo apresentados em dois artigos, que se encontram transcritos a

seguir:

Artigo 1 — “Macular Phototoxicity after Corneal Cross-Linking.”

Publicado no periédico “ClinicalOphthalmology” (Setembro de 2018, Volume 12, Paginas
1801-1807) - Qualis B2

Artigo 2 — “Corneal Cross-Linking in Young Patients for Progressive Keratoconus.”

Publicado no periddico “Cornea” (Fevereiro de 2020, Volume 39, Série 2,

Paginas 186—-191) - Qualis B1
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ABSTRACT

Purpose: To assess potential vascular, structural and functional changes to the macula in
patients with keratoconusthat underwent ultraviolet A (UVA)-riboflavin mediated corneal

collagen cross-linking (CXL) therapy.

Patients and Methods: Seventeen eyes from 17 patients 16 years of age or older with
keratoconus undergoing CXL treatment. The same eye served as its own control (before CXL
vs. after CXL). Eyes were evaluated in terms of best corrected visual acuity (BCVA), refractive
error, intra-ocular pressure, Amsler grid, retinography, fluorescein angiography (FA),
autofluorescence (AF), and spectral domain optical coherence tomography (SD-OCT) prior to
CXL and 7 and 30 days after treatment. Multifocal electroretinography (mfERG) was recorded
prior to and 7 days after CXL.

Results: Mean (SD) BCVA by logMAR chart was 0.47 (+ 0.12) pre-CXL, 0.55 (£ 0.15) 7
days post-CXL (p=0.57), and 0.46 (+ 0.10) 30 days post-CXL (p=0.87). Mean (SD) SD-OCT
central macular thickness (um) was 253.62 (+ 20.9) pre-CXL, 260.5 (x 18.7) 7 days post-
CXL (p=0.48), and 256.44 (+ 21.6) 30 days post-CXL (p=0.69). In 12 eyes, mfERG revealed
a statistically significant increase (p=0.0353) in P1 latency (ms) of ring 4 from the pre-CXL
period (39.45 + 2.05) to 7 days post-CXL (41.04 £ 1.28). Regression analysis showed that the
increase in P1 latency was correlated with the increase in central macular thickness (p=0.027).
Furthermore, 9 patients experienced a significant decrease in P1 amplitudes of rings
1(p=0.0014), 2(p=0.0029), 3(p=0.0037), 4(p=0.0014) and 5(p=0.0012) from pre-CXL to 7
days post-CXL.

Conclusion: In this pilot study, most of the patients exhibited slight changes in their mfERG
parameters and OCT thickness, despite a lack of vascular abnormalities observed on FA/AF
imaging, no alteration in BCV Aand no reports of symptoms. These changes could therefore

be categorized as a mild sub-clinical effect of the corneal cross-linking procedure.

Keywords: keratoconus, light damage, multifocal electroretinogram, UVA.
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INTRODUCTION

Keratoconus is a bilateral and noninflammatory corneal degenerative disorder
distinguished by paracentral corneal thinning and secondary ectasia. It results in irregular
astigmatism with impaired vision. The disease occurs in all racial groups, equally affects males
and females, andis often asymmetrical. Onset is typically at puberty and is progressive until the
third to fourth decade of life. The etiology is not fully understood, and several different
biochemical, physical, and genetic pathways have been implicated. The condition itself is a
common final pathway for several different diseases.!> The reported prevalence and incidence
vary, but a recent study calculated an annual incidence of 1:7500 (13.3 cases per 100,000) and
an estimated prevalence of 1:375 (265 cases per 100,000).>

Keratoconus management depends on the severity of the disease and the extent of
irregular astigmatism. Eyeglasses, toric lenses, and rigid gas permeable lenses are treatment
options for mild to moderate cases.>* Surgery (typically keratoplasty) becomes necessary when
the disease progresses and in cases of contact lens intolerance, corneal scarring, and corneal
thinning.>> However, none of these approaches treat the underlying causes of keratoconus or

halt its progression.

Corneal collagen cross-linking (CXL) is a strengthening technology that alters the
collagen matrix of the corneal stroma by creating riboflavin ultraviolet A (UVA)-induced
crosslinks.®’ Riboflavin-catalyzed reactions generate free radicals that promote new collagen
fibril bonds to a depth of approximately 200 to 300 pm and prevent further thinning of the
corneal stroma by increasing the mechanical and biochemical rigidity and stability of stromal
tissue.>? CXL has been found to be effective in the stabilization of moderate corneal ectasia, in
decreasing maximum keratometry, and in improving best corrected visual acuity (BCVA).>6-10
Numerous clinical studies have confirmed its efficacy in halting or aiding in the regression of

keratoconus.>%%10

Phototoxic maculopathy (PM) is a retinal abnormality that generally affects patients
after they engage in activities such as looking directly at a solar eclipse or welding without
protection; it may also occur during accidents involving laser pointers or even after ocular
surgery due to a photochemical reaction in light receptors. These patients may experience
paracentralscotoma, metamorphopsia, or slight to moderate vision loss after exposure.!!"1%13

The mechanisms by which light can cause damage to the retina are photothermal,

photomechanical, and photochemical.!*!>16 Photothermal damage occurs through the transfer
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of radiant energy (a photon) from light to the retinal tissue, and common examples include
transpupillary thermotherapy, laser photocoagulation, and micropulse diode laser.
Photomechanical damage refers to tissue damage resulting from mechanical, compressive, or
tensile forces generated by the rapid introduction of energy, such as that which is caused by the
Nd:Yag laser. Photochemical damage to the retina is independent of mechanical and thermal
retinal damage, and this type of damage occurs after UV light exposure or the clinical use of
photodynamic therapy (PDT).!” UVA is potentially more hazardous to the retina than other
wavelengths.!®!° Its use during the CXL procedure raises concerns over potential damage to

ocular structures and to the retina in particular.

Combined UV A-riboflavin treatment is known to cause endothelial toxicity in thin
corneas (< 400 pm) when the standard surface irradiation of 3 mW/cm is used.>%2%2! Although
in vitro studies have found that the shielding effect of riboflavin limits radiant transmission to
inner ocular structures, few in vivo studies have been performed to assess morphological
changes to the retina after UV A-riboflavin CXL, and there seem to be no studies in the literature

that have analyzed functional damage to retinal tissue.'8-?%%3

The objective of this study is to assess potential vascular, structural, and functional

changes to the macula in patients with keratoconusafter UV A-riboflavin CXL therapy.

MATERIALS AND METHODS

This study evaluated 17 eyes from 17 patients who were 16 years of age or older, who
had been diagnosed with keratoconus, and for whom treatment with corneal cross-linking had
been indicated for at least one eye. All subjects were assessed in the Department of
Ophthalmology of the Clinical Hospital of the State University of Campinas (UNICAMP) in
Campinas, Sao Paulo State, Brazil. The same eye served as its own control (before CXL vs.
after CXL). Eyes were evaluated in terms of BCVA, refractive error, and intra-ocular pressure
and using slit lamp biomicroscopy, indirect ophthalmoscopy, the Amsler grid, color fundus
imaging (retinography), FA, AF and spectral domain optical coherence tomography (SD-
OCT) prior to CXL and 7 and 30 days after the procedure. Multifocal electroretinography
(mfERG) was recorded prior to and 7 days after CXL.

Patients were excluded if they were younger than 16 years of age, if they had any eye

disease other than keratoconus, if they had a history of any ophthalmologic surgery in the eye
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being studied (including previous corneal cross-linking), if they were pregnant or
breastfeeding, or if they exhibited any corneal opacity that would prevent clear vision of the
retina or which would explain a loss of visual acuity. All participants provided informed
written consent before participation; a parent or legal guardian signed the informed consent
form when subjects were younger than 18 years of age. This study was approved by the Ethics
Committee for Research on Human Subjects of the State University of Campinas

(UNICAMP) and adhered to the Declaration of Helsinki.

Corneal Cross-Linking Procedure

The UVA source was a solid-state device (X-Link Corneal Crosslinking System,

Opto®, Brazil) consisting of a 9 mm UVA array with a potentiometric voltage regulator.

Wavelength was 370 nm, and power was 3 mW/cm? or 5.4 J/cm? when 1.5 cm from the
cornea. After applying the blepharostat, a marker (9 mm in diameter) was used to remove the
corneal epithelium in a central circle with a blunt spatula. A photosensitizing solution (0.1%
riboflavin—400 MOSM, Ophthalmos®, Brazil) was applied every 3 minutes over a 30-
minute period. Riboflavin was applied every 3 minutes during the 30 minutes of ultraviolet
exposure. All of the surgeons who performed the procedure were at same skill level. After
treatment, patients were medicated 4 times per day with a topical antibiotic (moxifloxacin,

Vigamox, Alcon®), and the eye was dressed with a soft therapeutic contact lens for 5 days.

Optical Coherence Tomography

To evaluate the anatomy of the macular region of the retina, SD-OCT imaging was
performed using a spectral domain device (Spectralis HRA®OCT; Heidelberg Engineering,
Germany). The pupil was dilated using 1% tropicamide and 10% phenylephrine drops.
Patients were asked to gaze at the fixation light during the test, and foveal fixation was
controlled by observing the retina through the infrared monitoring camera. Thickness of the

macula region in the central ring was calculated using the retinal mapping software.
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Retinography, Fluorescein Angiography, and Autofluorescence

In order to perform retina imaging and analyze the retinal vascular status of the
macula and posterior pole of the retina, retinography and FA images were obtained using a
fundus imaging device (Visucam® NM/FA; Carl Zeiss Meditec AG; Germany). The pupil
was dilated using 1% tropicamide and 10% phenylephrine drops.AF images were obtained
using the same device. Finally, a 10% solution of sodium fluorescein dye was administered
intravenously as a bolus at a dose of 7.7 mg/kg, and serial retinal photographs were taken for

15 minutes.

Multifocal ERG

The Roland RETI-port/scan 21 system® (Roland Consult, Germany) was used to
measure mfERG in accordance with the International Society for Clinical Electrophysiology
of Vision (ISCEV). The pupil was dilated using 1% tropicamide, and the cornea was
anesthetized using 0.5% tetracaine. The fellow eye was occluded by a pad. Subjects were
asked to fixate on the central cross. Patients with low visual acuity were asked to fixate
steadily on the center of the screen. HK-Loop electrodes were used as active electrodes to
record mfERG signals. The neutral and reference electrodes were mounted on the
frontal-central canthus and the external canthus, respectively. The recording process took
approximately 10 minutes, during which time cross fixation lines were displayed on the
screen. The recording procedure was repeated if there were artifacts from eye blinks or if
ocular movements were recorded. The stimulus, which consisted of 103 hexagons covering a
visual field of 30°, was presented on a high-resolution color monitor (PC-System 21”
monitor, mean luminance 180 cd/m?, high contrast). The eye-to-monitor distance was 33 cm,
which corresponded to a stimulated field of £30° horizontally and +24° vertically. The central
30° of the retina was stimulated by flickering hexagons independently between black and
white in a pseudorandomized binary sequence. Hexagon size was scaled with eccentricity to
evoke focal responses of approximately the same amplitude in the response arrays. Each
record was collected in 5 segments and lasted 45 seconds. Every sequence lasted 16.6 ms and
was followed by a rest interval of 66.4 ms before the next active sequence was initiated.
According to the eccentricities, the amplitudes and latencies were evaluated in five-ring

retinal regions. The first-order mfERG response components were analyzed. The mean

response density of the P1 amplitude (amplitude per unit of retinal area [nV/degz]) and mean
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latency (milliseconds) were determined. We selected the five most central hexagons to collect
the central mfERG responses, which were averaged for the analysis. The mfERG

examinations were performed before and 7 days after the CXL procedure.

Statistical Analysis

Data was analyzed using GraphPad Prism, version 7.0a. A descriptive statistical
analysis was performed, and distributions were summarized using proportions and means +
standard deviation. The D’ Agostino-Pearson omnibus test was used to confirm the normality
of the data. Patients’ data on clinical features were analyzed using the paired ¢-test. The paired
t-test was also used on P1 amplitude data before and after CXL. P1 latency was analyzed
using the paired #-test and the pre- and post-CXL data. Correlation and regression analysis
were also performed based on P1 latency. A significance level of p<0.05 was established for

all of the analyses.

RESULTS

Seventeen eyes from 17 subjects were included in the analysis. Mean (SD) age was
22.17 (£ 5) years (range 16 to 28 years). Sixty-three percent of the subjects were male. Mean
(SD; Snellen) BCVA as per the logMAR chart was 0.47 (£ 0.12; 20/59) pre-CXL, 0.55 (£
0.15; 20/70) 7 days post-CXL, and 0.46 (£ 0.10; 20/57) 30 days post-CXL, with no significant
differences between pre-procedure data and the data obtained 7 days after CXL (p=0.57) or
30 days after CXL (p=0.87). Mean (SD) near corrected visual acuity (Jaeger) was 2.42
(£0.60) pre-CXL, 3.4 (+0.63) 7 days post-CXL, and 2.58 (+0.61) 30 days post-CXL, with no
significant differences between pre-procedure data and the data obtained 7 days after CXL
(p=0.19) or 30 days after CXL (p=0.80). Mean (SD) SD-OCT central macular thickness (pm)
was 253.62 (+£20.9) pre-CXL, 260.5 (x18.7) 7 days post-CXL, and 256.44 (+ 21.6) 30 days
post-CXL, with no significant differences between pre-procedure data and the data obtained 7
days after CXL (p=0.48) or 30 days after CXL (p=0.69; Tables 1 and 2). Subjects reported

no changes on the Amsler grid test in the evaluations performed 7 and 30 days after CXL.

When the eyes were compared before and after the CXL treatment, there were no
changes in the fundus of the eye as determined using indirect ophthalmoscopy,
biomicroscopy, or retinography, nor were there any abnormalities in the macular vascularity

as determined using FA, or any changes to the retinal pigment epithelium (RPE) based on AF



53

imaging. Though the aforementioned changes in retinal thickness were observed, the
intraretinal cysts, atrophy, outer retinal abnormalities, and other anatomical changes to the

6 were not observed via SD-OCT

macular region typically seen in phototoxicity conditions'
imaging when the eyes were compared before and after the CXL treatment. Intra-ocular

pressure did not increase after the procedure or during the follow-up period.

In 12 eyes, mfERG revealed a statistically significance increase (p=0.0353) in P1
latency (ms) of ring 4 when pre-CXL values (39.45 + 2.05) were compared to values obtained
7 days post-CXL (41.04 + 1.28; Figure 1). Regression analysis in which P1 latency was a
dependent variable of macular thickness showed that the increase in P1 latency in these
subjects (1.59 + 0.66) was correlated with the increase in central macular thickness in the SD-

OCT scan (p=0.027; Figure 2 and Table 3). Furthermore, 9 patients were found to have a

significant decrease in P1 amplitudes (nV/degZ) of rings 1, 2, 3, 4, and 5 when pre-CXL
values were compared to and the values from 7 days after CXL (Figure 3 and Table 4).
Mean amplitudes in each ring (pre-CXL + SD, post-CXL + SD, p value) were: ring 1 (88.38 +
24.65, 56.60 + 11.51, 0.0014), ring 2 (45.07 + 7.14, 35.72 +7.20, 0.0029), ring 3 (29.39 +
3,65, 25.15 £ 3.50, 0.0037), ring 4 (19.55 +4.16, 15.99 + 3.09, 0.0014) and ring 5 (13.48 +
2.10, 11.37 £2.19, 0.0012).

DISCUSSION

Corneal collagen CXL is the only treatment that affects the progression of keratoconus
and that has been found to be effective in the stabilization of moderate corneal ectasia, in
decreasing maximum keratometry, and in improving BCVA.>®*1° In an attempt to strengthen
the corneal stroma, the eye is exposed to a direct source of UVA light, a process which creates
riboflavin-UVA induced crosslinks on the cornea. It is unknown whether the UVA light to
which the patient is exposed during the procedure can pass through ocular structures and cause

phototoxicity damage to the retina.

It is known, however, that UVA and other light wavelengths can produce phototoxic
maculopathy,? a fact which raises concern of retinal damage from exposure to UVA light
during the CXL procedure. Though in vitro studies have shown that the shielding effect of
riboflavin limits radiant transmission on inner ocular structures, few in vivo studies have been

performed to assess morphological changes to the retina after UV A-riboflavin CXL, and no
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studies were found in the literature on functional damage to retinal tissue.!>?22?

In this study, 17 eyes were evaluated to determine any changes to BCVA, structural
changes to the retina (SD-OCT, AF), vascular status (FA), and function (electrophysiology with
mfERG) before and after exposure to UVA during the CXL procedure. All patients received
slit lamp evaluations before the data was collected to ensure that there were no opacities on the
ocular structures (corneal edema, scars, or abnormal surface integrity) that could represent the

underlying cause of any abnormalities.

The results showed a slight decrease in BCVA and near vision acuity 7 days after the
corneal CXL procedure; acuity, however, was found to have been recovered by day 30. SD-
OCT imaging of the macula region showed increased thickness 7 days after CXL and similarly
returned to original levels by day 30. None of the differences between the groups were

statistically significant.

There were no changes in the fundus of the eye as assessed using indirect
ophthalmoscopy, biomicroscopy, or retinography. No changes or abnormalities in macular
vascularity were observed in the FA, nor was any RPE damage detected by AF imaging.
Moreover, typical signs of phototoxicity, such as disruption of the inner segment — outer
segment (IS/OS) junction layer, intraretinal cists, or atrophy of outer nuclear layer were not

detected by SD-OCT imaging.

All patients underwent mfERG so that changes in electrical activity and function of the
macular region could be assessed. Changes are usually defined as an increase in P1 latency and
a decrease in P1 amplitude. According to the literature, symptoms of light damage to the retina,
such as peri-central scotoma, metamorphopsia, or slight to moderate vision loss after light
exposure,are typically perceived by patients within hours or days.!! for this reason,
electrophysiological function of the macula was evaluated before and 7 days after CXL. Most
patients were found to have experienced a significant increase in P1 latency (ms) of ring 4
(Figure 1). This change was correlated with an increase in central macular thickness (Figure 2
and Table 3). There is no well-known correlation between visual acuity and the loci of mfERG
rings; however, based on the location of ring 4 (macular periphery), neither a change in BCVA
nor the perception of symptoms would be expected in these cases. Furthermore, because BCVA
is usually low among keratoconus patients for whom CXL is indicated, any mild changes in
vision resulting from light damage are unlikely to be detected. Therefore, changes to the

anatomy or function of the eye could represent phototoxicity damage. In this study, 9 subjects
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(52.9%) also exhibited a significant decrease in P1 amplitudes of rings 1, 2, 3, 4, and 5(Figure

3), but these changes were not correlated with visual acuity or retinal thickness.

The limitations of the study are the number of patients (due to their difficulties in
attending many follow-up appointments) and the lack of an electrophysiology evaluation 30
days after the procedure to analyze further disturbances or recoveries from the changes noticed

on day 7.

According to other studies, the retina is protected by the absorption capacity of the
cornea and crystalline lens during CXL treatment.'® Although long-term (30 minutes of)
exposure to UVA light during the procedure, this study showed that the changes observed using
SD-OCT and mfERG are not similar in nature or magnitude to other phototoxicity conditions
described previously. This difference could be explained by the protective features of the
anterior segment®>2° and the low UVA light intensity of the procedure relative to the intensity
associated with typical phototoxicity conditions. The SD-OCT findings also reflected an
increase in central macular thickness, which is the opposite of the typical thinning seen in outer
retinal abnormalities. The hypothesis here is that this increase in macular thickness could be
explained by a mild and self-limiting inflammatory reaction to the procedure and to UV light
exposure. This reaction was evident 7 days after the procedure, but the patients were found to
have recovered in the evaluations performed 30 days after CXL. Further studies are needed to
prove or disprove this hypothesis. Even so, despite the lack of major differences between the
groups in terms of BCV A, near vision acuity, and SD-OCT thickness, the slight changes seen
during mfERG could raise concerns over sub-clinical macular disturbance after UVA light
exposure during CXL. Given the results of a previous study, which showed the standard mfERG
is largely shaped by On- and Off-bipolar cell activity with more limited contributions from the
photoreceptors and inner retinal (e.g., amacrine and ganglion) cells,?’ the hypothesis resulting
from the current study is that this atypical presentation of phototoxicity would not produce
consistent changes to BCVA, major visual symptoms, or structural changes that would be

evident in SD-OCT imaging.

In addition, this is the first study found in the literature in which the anatomy, vascularity
and electrophysiology of the macula have been analyzed after exposure to UVA light from the
corneal cross-linking procedure. Larger studies with long-term data are needed to further
address possible phototoxicity of the retina and the safety of corneal cross-linking for

keratoconus patients.
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CONCLUSION

Continuous UVA light exposure during corneal collagen cross-linking therapy raises concerns
over potential phototoxicity damage to the retina. This study is the first to analyze potential
vascular, structural, and functional changes to the macula in patients with keratoconuswho have
been exposed to UVA light during cross-linking therapy. Most of the patients studied herein
experienced slight changes in central macular thickness (as per SD-OCT) and in mfERG
parameters, despite the absence of typical phototoxicity-related alterations seen in other
conditions resulting from UV light exposure damage, despite the lack of vascular abnormalities
as determined by FA/AF imaging, and despite the lack of significant changes in BCVA or near
visual acuity and no report of symptoms. The changes seen could therefore be categorized as
an early and mild sub-clinical effect on macular function after the corneal cross-linking

procedure.
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Table 1. Demographic and clinical information on patients.

59

Parameters Pre-CXL 7 Days Post-CXL *p 30 Days Post-CXL *p
Age (Years) 22.0+5.0 - - - -
Gender (Male, %) 63.64 - - - -
BCVA (LogMAR) 0.47 +0.12 0.55+0.15 0.57 0.46 +0.10 0.87
Near Visual Acuity (Jaeger) 2.42+0.60 3.4+0.63 0.19 2.58 +0.61 0.80
SD-OCT Thickness 253.62+20.9 260.5+18.7 0.48 256.44+21.6 0.69

Notes: Data presented as Mean+SD. Independent ttest. *p<0.05 was considered significant.

Abbreviations: SD: standard deviation; BCVA: bestcorrectedvisual acuity; CXL: corneal collagen cross-linking; SD-OCT: spectral domain optical coherence tomography.

Table 2. Changes in BCVA (logMAR), CMT(pm) and the five rings of latency as per the mfERG (ms) 7 days after CXL relative to pre-treatment

values.
LogMAR BCVA CMT OCT (pm) Latency Ring 1 Latency Ring 2 Latency Ring 3 Latency Ring 4 Latency Ring 5

1 -03 +13 -01 +06 +06 +04 -03
2 -05 +15 +28 +19 +21 +36 +18
3 -04 +13 +1.9 0 +5.6 +4.4 +09
4 +0.1 +5 -0.3 +06 +02 +19 0
5 0 +3 -07 -09 -1.9 0 0
6 0 +5 0 +03 -0.1 +18 +0.3
74 +0.2 +10 +03 -0.2 0 0 0
8 0 +2 +16 +08 +07 +19 +0.9
9 -0.1 +11 +19 -0.2 +0.6 +12 +05
10 0 +2 +19 +05 0 +09 +0.8
1 -01 +8 -15 0 +09 +3.0 0
12 +02 +6 -19 -09 -03 0 0
13 0 +4 -18 -1.8 -09 +0.9 -1.0
14 -03 +12 -07 +0.9 -1.0 +1.0 0
15 -0.2 +11 -07 -1.8 -23 +0.9 -09
16 0 -2 -06 -19 -09 -28 -19
17 0 -1 -09 -0.9 -25 0 0

AVERAGE -0.08 +6.88 +0.14 -0.17 +0.04 +1.30 +0.06

Notes: Data presented as changes in total values in each eye.

Abbreviations: BCVA: best corrected visual acuity; CXL: corneal collagen ci
electroretinography; ms: miliseconds.

linking; OCT: spectrald

in optical coherence tomography; mfERG: multifocal



Table 3. Regression analysis of P1 latency (ms) as a dependent variable with increase in macular thickness

as determined by mfiERG.

Mean * SD p Value

P1 latency increase 1.59+ 0.66 0.0272

Notes: *Linear regression

Abbreviations: mfERG: muttifocal electroretinography; ms: miliseconds.

Table 4. Changes in amplitudes of rings 1, 2, 3, 4, 5 as per the mfERG (nV/deg2) 7 days after CXL relative to pre-treatment values.

RING 1 RING 2 RING 3 RING 4 RING 5
1 1763 -0.97 874 -5.07 159
2 -39.14 -30 261 435 -18
3 -51 -11.33 288 -35 +1.99
4 -60.76 -11.31 -4.80 78 214
5 -49.15 -16.62 047 06 -476
6 -45.45 -5.86 473 -3.19 115
7 4275 -2.99 +43 482 136
8 +3271 -4.06 +455 -4.02 +1.98
9 -16.01 -13.32 +0.06 120 -0.59
10 +205 +33 +1.69 +3.32 +1.21
" +15.49 +7.43 -508 +0.63 -0.30
12 +7.04 +542 -872 +547 -363
13 -11.61 -1.06 243 -3.02 20
14 +28.23 +211 266 -168 +022
15 +3.46 +11.61 +7.06 +434 +3.80
16 +24.08 +6.44 +564 +4.06 +272
17 H292( 2 -10.03 722 +061
AVERAGE -7.34 -1.40 -1.76 -1.69 -0.39

Notes: Data presented as changes in total valuesin each eye.

Abbreviations: CXL: corneal collagen cross-linking; mfERG: multifocal electroretinography; ms: miliseconds.
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Figure 1. P1 latency (ms) of ring 4 region. Data from before CXL
and 7 days after CXL. Paired {-test. *p<0.05. Data presented as
mean * standard deviation.

o

£ 54

<

> °

£ 4

= °

& 34 °

=

2

2] o g

o

S ©

w11 o o °®

Q

) °

m0 L] ] L) L}
=

o 0 5 10 15 20

Changes in macular thickness (pm)

Figure 2. Scatter plot for changes in macular thickness and P1 latency.
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ABSTRACT

Purpose: The goal of this study was to compare the effect of early corneal cross-linking (CXL)
intervention (before 17 years of age) with late intervention (after 17 years of age) on the

characteristics and progression of keratoconus.

Patients and Methods: One hundred and five eyes of 94 patients with keratoconus undergoing
treatment with CXL were included. Patients were divided in two groups by age: Group 1 (mean
age of 13.8 years; range 10-16) and Group 2 (mean age of 21.5 years; range 17-36). Eyes were
evaluated in terms of best corrected visual acuity (BCVA), refractive error, corneal endothelium
cell density (ECD), and central corneal thickness (CCT), as well as using slit lamp
biomicroscopy, Goldmann tonometry, and the keratometry (Kmax, Ksteep and Kflat

parameters) test prior to CXL and one, three, six, and twelve months thereafter.

Results: The mean (SD) BCVA of Group 1 was 0.45 (+ 0.25) pre-CXL and 0.56 (+ 0.29) one
year after CXL (p=0.030); mean (SD) Kmax, Ksteep, and Kflat were 58.47 (+ 7.2), 52.93 (+
5.4),47.22 (£ 4.2) pre-CXL, respectively, and 58.21 (£ 7.7), 52.25 (£ 5.5), and 46.56 (+ 4.6)
one year after CXL, respectively (p=0.897, 0.481, and 0.491). The mean (SD) BCVA of
Group 2 was 0.50 (+ 0.30) pre-CXL and 0.56 (£ 0.32) one year thereafter (p=0.346); mean
(SD) Kmax, Ksteep, and Kflat were, respectively, 57.64 (x 7.1), 54.02 (+ 6.2), and 48.60 (+
4.1) pre-CXL and 56.46 (£ 8.0), 52.46 (£ 5.8), and 47.85 (* 4.9) one year after CXL
(p=0.553, 0.258, and 0.640).

Conclusion: The study showed no statistical differences between younger and older patients.
These findings support the indication of CXL treatment in pediatric patients for early

stabilization of the disease and better progress in terms of BCV A and keratometry parameters.
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INTRODUCTION

Keratoconus is a bilateral corneal degenerative disorder distinguished by paracentral
corneal thinning and secondary ectasia, which results in irregular astigmatism with impaired
vision. The disease occurs in all racial groups, equally affects males and females, andis often
asymmetrical. Typically, its onset is at puberty and it progresses until the third to fourth decade
of life, at which point it usually arrests, although cases of severe keratoconus have been reported
in children as young as 4 years of age.! The etiology is not fully understood; several different
biochemical, physical, and genetic pathways have been implicated, and the condition is a final
common pathway for several diseases in which structural changes within the cornea cause
thinning and the development of a more conical shape than the normal gradual curve, leading
to visual impairment from irregular astigmatism and, in more advanced cases, corneal
scarring.>? Reports on prevalence and incidence vary, but a recent study* calculated an annual
incidence of 1:7500 (13.3 cases per 100,000) and an estimated prevalence of 1:375 (265 cases
per 100,000).

Diagnosis of keratoconus before adulthood is a negative prognostic factor for
progression and is associated with an increased probability of a need for corneal
transplantation.” Younger patients are particularly at risk for faster progression of the disease.>
In this situation, an inverse relationship has been found between patient age and disease
severity: on average, pediatric cases are more severe and are more likely to become

progressive.’

Management of keratoconus consists of spectacles, contact lenses, intrastromal corneal
ring segments,® and, when these treatment options are no longer effective, lamellar or
penetrating keratoplasty.” Conservative management must include avoidance of eye rubbing
and, if necessary, the prescription of topical agents such as mast cell stabilizers, antihistamines,
and combined agents. However, none of these approaches treat the underlying causes of

keratoconus or its progression.

The only treatment that aims to stop or slow keratoconus progression is corneal collagen
cross-linking (CXL), that alters the collagen matrix of the corneal stroma by creating riboflavin
ultraviolet A (UVA)-induced crosslinks.!®!! Riboflavin-catalyzed reactions generate free
radicals that promote new bonds among the collagen fibrils to a depth of approximately 200 to
300 pm and prevent further corneal stroma thinning by increasing the mechanical and

biochemical rigidity and stability of stromal tissue.!*!3> CXL has been found to be effective in
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stabilizing moderate corneal ectasia, in decreasing maximum keratometry, and in improving
best corrected visual acuity (BCVA).!*!3!% Numerous clinical studies have confirmed its

efficacy in adults CXL among pediatric patients.!>1%17

The general recommendation has been to perform CXL if progression is documented

over a six- to twelve-month period, %!

although there is no consensus regarding the criteria to
use to define progression. As opposed to adult ectatic corneal disease, in which one may elect
to wait for clear signs of progression before CXL, pediatric cases often present with more
aggressive keratoconus and require treatment immediately after the diagnosis is confirmed.”*
Thus, treatment of pediatric keratoconus is often recommended upon initial presentation

without waiting for progression.?

The goal of this study was to compare early CXL intervention patients (16 years of age
or younger) to late intervention patients (17 years of age or older) in terms of the characteristics

and progression of keratoconus after the CXL procedure.

MATERIALS AND METHODS

This retrospective study included data from 105 eyes of 94 patients diagnosed with
keratoconus between 2016 to 2018 and in whom treatment with CXL had been indicated for
at least one eye. All subjects were assessed in the Department of Ophthalmology of the
Clinical Hospital of the State University of Campinas (UNICAMP) in Brazil. Patients were
divided by age into two groups: Group 1 (mean age of 13.8 years; range 10-16) was classified
as early intervention, and Group 2 (mean age of 21.5 years; range 17-36) classified as late
intervention (Figure 1). Eyes were evaluated in terms of BCVA, refractive error, corneal
endothelium cell density (ECD), and pachymetry (central corneal thickness; CCT), as well as
using slit lamp biomicroscopy, Goldmann tonometry, keratometry (Kmax, Ksteep and Kflat

parameters) test prior to CXL and one, three, six, and twelve months thereafter.

The criteria that determined which patients would receive the CXL treatment were an
increase by at least 1 diopter in keratometric parameters over twelve months, an increase by at
least 0.75 diopter in keratometric parameters over six months, an increase in myopia by at
least 0.75 diopters in refraction under cycloplegia over twelvemonths, or the loss of at least
two lines of vision in BCVA over twelvemonths.!® The same criteria were used to determine

progression after treatment or failure of the treatment.
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Exclusion criteria were any ophthalmologic disease other than keratoconus, a history of
any ophthalmologic surgery in the eye included in the study (including previous CXL),
pregnancy or lactation, and failure on the part of the patient to cooperate during the procedure.
All participants provided written informed consent before participation. This study was
approved by the Ethics Committee for Research on Human Subjects of the State University of

Campinas and adhered to the Declaration of Helsinki.

Corneal Endothelium Cell Density

ECD was measured using a non—contact specular microscope (Tomey EM-3000®,
Aich, Japan). The central method was used for cell counting, and the parameters were
measured automatically with the integrated software (Tomey Inc., Erlangen/Germany). Three
central fields were counted, and the average of these counts was used to represent ECD at a

given point in time.

Keratometry and Pachymetry

Keratometry and pachymetry were measured in all studied eyes using the Pentacam® rotating
Scheimpflug imaging system (Oculus Optikgerite GmbH, Wetzlar, Germany). The
Pentacam® system uses a rotating Scheimpflug camera and a monochromatic slit light source
(blue-light-emitting diode at 475 nm) that rotates together with the camera around the optical
axis of the eye. Within 2 seconds, the system rotates 180 degrees and obtains 25 images that
contain 500 measurement points on the front and back surfaces of the cornea to construct a
true elevation map. The software supplies the images as volume data; thus, multiplanar
projections allow for the creation of axial and tangential maps. By capturing images at a
steady speed, the system eliminates vibrations and image artifacts that might be produced
during acceleration or deceleration. After completing a scan, the software creates a three-
dimensional image of the anterior segment, including anterior and posterior corneal surfaces,
lens surfaces, and lens opacities. In this study, keratometry values (maximum, steepest, and

flattest) and CCT data were generated by the Pentacam® imaging system.
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Corneal Cross-Linking Procedure

The UV A source was a solid-state device (X-Link Corneal Crosslinking System,

Opto®, Sao Paulo, Brazil) consisting of a 9-mm UVA array with a potentiometric voltage

regulator. Wavelength was 370 nm, and power was 3 mW/cm? or 5.4 J/cm? when located 1.5
cm from the cornea. After applying the blepharostat, a 9-mm-diameter marker was used to
remove the corneal epithelium in a central circle with a blunt spatula. Photosensitizing
solution (0.1% riboflavin—400 MOSM, Ophthalmos®, Sao Paulo, Brazil) was instilled every
3 minutes over a 30-minute period. Riboflavin was then applied every 3 minutes for the 30
minutes of ultraviolet light. After treatment, patients were medicated four times a day with a
topical antibiotic (moxifloxacin, Vigamox, Alcon®, Sao Paulo, Brazil), and the eye was

dressed with a soft therapeutic contact lens for 5 days.

Statistical Analysis

Data was analyzed using GraphPad Prism, version 7.0a. A descriptive statistical
analysis was performed, and distributions were summarized using proportions and means +
standard deviation. We used the D’ Agostino-Pearson omnibus test to confirm the normality of
the data. Patient’s clinical data were analyzed using the paired ¢-test. The ratio paired z-test
was used to compare the pre- and post-CXL data (measured twelvemonths apart). The

significance level was set as p<0.05 for all analyses.

RESULTS

One hundred and five eyes of 94 subjects were included in the analysis and divided
into two groups by age. Group 1 (16 years of age or younger) included 52 eyes (45 patients),
and Group 2 (17 years of age or older) included 53 eyes (49 patients). Table 1 shows the
baseline characteristics of patients in the different groups. In Group 1, 65.4% of the subjects
were male versus 54.7% in Group 2. Measurements of BCVA, ECD, CCT, and keratometry
(Kmax, Ksteep, and Kflat) prior to CXL and twelvemonths after the procedure were
compared between the two groups. In Group 1, mean (SD) BCVA in decimals was 0.45 (+
0.25) pre-CXL and 0.56 (+ 0.29) one year after CXL, with a statistically significant
improvement (0.030) (Figure 2). Mean (SD) ECD was 2659.0 (+ 120.7) pre-CXL and 2504.8
(£ 141.8) one year after CXL, with a statistically significant decrease (0.0002) (Figure 3A).
Mean (SD) CCT was 466.60 (£ 45.1) pre-CXL and 426.07 (£ 67.5) one year after CXL, with
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a statistically significant decrease (0.009) (Figure 3B). Mean (SD) Kmax, Ksteep, and Kflat
were, respectively, 58.47 (+7.2), 52.93 (£ 5.4), and 47.22 (£ 4.2) pre-CXL and 58.21 (£ 7.7),
52.25 (£ 5.5), and 46.56 (£ 4.6) one year after CXL, with no statistically significant decrease
(0.897, 0.481, and 0.491) (Table 2).

In Group 2, mean (SD) BCVA in decimals was 0.50 (£ 0.30) pre-CXL and 0.56 (£
0.32) one year after CXL, with no statistically significant improvement (0.346) (Figure 2).
Mean (SD) ECD was 2630.0 (+ 284.0) pre-CXL and 2457.6 (+ 335.8) one year after CXL,
with a statistically significant decrease (0.043) (Figure 3A). Mean (SD) CCT was 453.30 (+
38.8) pre-CXL and 415.03 (£ 51.1) one year after CXL, with a statistically significant
decrease (0.0018) (Figure 3B). Mean (SD) Kmax, Ksteep, and Kflat were, respectively, 57.64
(£7.1),54.02 (£ 6.2), and 48.60 (= 4.1) pre-CXL and 56.46 (£ 8.0), 52.46 (+ 5.8), and 47.85
(£ 4.9) one year after CXL, with no statistically significant decrease (0.553, 0.258, and 0.640)
(Table 2).

The data from the two groups were compared at the same points in time. Before the
CXL treatment, there were no statistically significant differences between the two groups in
terms of BCVA (0.308), ECD (0.643), CCT (0.115), Kmax (0.444), Ksteep (0.344), or Kflat
(0.092). One year after CXL, there were no statistical significant differences between the two
groups in terms of BCVA (0.914), ECD (0.525), CCT (0.241), Kmax (0.812), Ksteep (0.852),
or Kflat (0.169) (Figure 3).

To determine whether patients experienced keratoconus progression after treatment
with CXL or treatment failure, we used the same criteria used in the indication of the
procedure. In Group 1, 19.2% of the patients experienced keratoconus progression after CXL.:
seven eyes had an increase by at least 1 diopter in Kmax parameters over twelve months, and
three eyes had a loss of at least two lines of vision in BCVA over twelve months. In Group 2,
20.7% of the patients experienced progression: seven eyes had an increase of by least 1
diopter in Kmax parameters over twelve months, and four eyes had a loss of at least two lines

of vision in BCVA over twelve months.

DISCUSSION

In cases of keratoconus, CXL is the only treatment that can slow disease progression.

Previous studies!>!®!” have shown the safety and efficacy of CXL in pediatric patients (18 years
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of age or younger). The current study compared early CXL intervention patients (16 years of
age or younger) to late intervention patients (17 years of age or older) in terms of keratoconus

characteristics and progression after the corneal CXL procedure.

In this study, there was a slight prevalence of male patients in the younger group, a
difference which was in accordance with previous studies.!>!%!7 There was a statistically
significant improvement in BCVA one year after CXL in Group 1 (+0.11 Snellen lines;
p=0.030) but no statistically significant improvement in Group 2 (+0.06 Snellen lines;
p=0.346). Importantly, the difference in improvement between the groups was not statistically
significant between groups (p=0.941) (Figure 2). This finding could be explained by the lower

10,13,14 since

mean baseline BCVA in the younger group, as has been reported in other studies,
pediatric cases tend to be more severe and more likely to be cases of progressive keratoconus.
After one year, however, the mean BCVA results did not differ significantly between the

groups. As expected and due to one of the side effects of CXL,?!%3

patients in both groups
exhibited significantly lower ECD one year after treatment, but the difference between these
final ECD measurements in the two groups was not statistically significant (Figure 3A).
Similarly, CCT was significantly lower in both groups after one year, but the final CCTs did

not differ significantly between the two groups (Figure 3B).

Keratometry analysis usually relies on Kmax as the principal parameter in the Pentacam

2425 in order to determine the stages of keratoconus and progression criteria.?! In

tomography
both groups, mean Kmax was lower after one year of CXL, but not significantly so. Baseline
Kmax in the younger group was higher than in the older group, as was expected>'*? however,
in this study, the mean Ksteep and Kflat values were higher (baseline and one year after CXL)
in the older group. Ksteep and Kflat were also lower after one year in both groups, but not

significantly so (Figure 3C; Table 2).

Based on the aforementioned criteria used to define keratoconus progression and
treatment failure, our study demonstrated similar rates of progression after one year in the two
groups: 19.2% in the younger group and 20.7% in the older group. These rates are in line with
previous studies,'®!"?> despite the fact that the progression/treatment failure criteria differed

slightly between studies.

The literature lacks a consensus regarding when CXL should be indicated, and
recommendations typically depend on regional protocols. Most professionals, however, use

keratometry parameters and visual acuity as criteria. As mentioned previously, CXL is not
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without side effects, with corneal endothelial cell loss being one of the most common.? We
recently published a study on the effect of UV light during the CXL procedure on the macula
region of the retina, in which we reported a disturbance in the electrophysiology of the region
classified as an early mild sub-clinical effect on macular function after the procedure.?®
Therefore, the indication of CXL for pediatric patients must be well established to avoid future

complications.

In this study, we compared a younger group of keratoconus patients (mean age of 13.8
years) to an older group (mean age of 21.5 years). Our younger group had a younger mean age
than is usually seen in similar comparison studies. The goal of this study was to analyze the
characteristics and progress of keratoconus one year after CXL in order to determine if either
age group experienced more benefits from the procedure. The results reflect the effectiveness
of the treatment in both groups: apart from the statistically significant BCVA gain in the
younger group, all others studied parameters were similar, with no statistically significant
differences between them and a similar failure/progression rate as well. It is well known that
younger keratoconus patients already possess more severe baseline parameters; therefore, this
study further corroborates the importance of indicating CXL as treatment for pediatric patients,
especially in the more severe cases typically seen in this population, since it can provide the
benefits of early stabilization of the disease and better progression in terms of BCVA and

keratometry parameters.
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Table 1. Baseline characteristics of patients in the different groups.

73

Parameters Group 1 Group 2 p value
Age (Years) 13.8+ 1.8 (10-16) 21.5+5.1(17-36) ;
Male (%) 65.4 54.7 ;
BCVA (Decimals) 0.45 £ 0.25 (0.05 - 1.00) 0.50 £ 0.30 (0.05 - 1.00) 0.308
ECD (cells/mm?) 2650 + 120 (2488 - 2925) 2630 + 284 (2028 - 3262) 0.643
Pachymetry (Um) 466.60 + 45.1 (402 - 562) 453.3 + 38.8 (408 - 546) 0.115
Kmax (D) 58.47 £ 7.2 (47.88 - 68.03) 57.64 1 7.1 (48.35 - 79.69) 0.662
Ksigep (D) 52.93 £ 5.4 (41.85 - 66.41) 54.02 + 6.2 (44.50 - 71.46) 0.521
Kiat (D) 47.22+4.2 (42.62 - 56.84) 48.60 £ 4.1 (41.85 - 61.25) 0.752
Notes: Data presented as meanSD, (range).
Abbreviations: SD, standard deviation; BCVA, best corrected visual acuity; EDC, entothelium cell density; mm, millimeters; pm, micrometers; Kmax, maximum keratometry:
Ksteep, keratometry in the steepest meridian; Kflat, keratometry, in the flattest meridian; D, diopter.
Table 2. Keratometry of patients in the different groups.
Group 1 Group 2
PRE-CXL POST ONE YEAR p value PRE-CXL POST ONE YEAR p value
Kmax (D) 58.47 +7.2 58.21+ 7.7 @897 5764 7.1 56.46 + 8.0 o588
Ksteep (D) 529354 5225+ 5.5 0.481 54.02 £6.2 5246 +5.8 0.258
Kflat (D) 47.22£4.2 46.56 + 4.6 0.491 48.60 £ 4.1 47.85+4.9 0.640

Notes: Data presented as meantSD,

Abbreviations: SD, standard dgviation;; Kmax, maximum keratometry: Ksteep,

keratometry in the steepest meridian; Kflat, keratometry in the flattest meridian; D, diopter.
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Figure 1. Age distribution by group. Data as shown in mean + SD. SD: standard deviation.
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Figure 2. BCVA progression in Group 1 and Group 2 from baseline to one year after CXL. Paired t-test, data is

shown as mean + SD; Snellen lines chart in decimals. SD: standard deviation; BCV A: best corrected visual

acuity; CXL: corneal cross
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Figure 3. A: ECD in Group 1 and Group 2 pre-CXL and after one year. Paired t-test, data is shown as mean *
SD. SD: standard deviation; EDC: endothelium cell density; CXL: corneal cross-linking. B: CCT in Group 1 and
Group 2 pre-CXL and after one year. Paired t-test, data is shown as mean + SD. SD: standard deviation; CCT:
central corneal thickness; pm: micrometers; CXL: corneal cross-linking. C: Kmax, Ksteep and Kflat comparison
between Group 1 and Group 2 after one year of CXL. Paired t-test, data is shown as mean + SD. SD: standard
deviation; Kmax: maximum keratometry; Ksteep: keratometry in the steepest meridian; Kflat: keratometry in the

flattest meridian; CXL: corneal cross-linking.
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6. DISCUSSAO GERAL

O cross-linking corneano € o Unico tratamento que atua na progressao do ceratocone e € eficaz
na estabilizagcdo da ectasia moderada da cérnea, na diminui¢do da ceratometria maxima e na
melhora da MAVC.!2729729 Para produzir o enrijecimento do estroma corneano, através do
cross-linking das fibras de coldgeno, o olho € exposto a uma fonte direta de luz UVA
associada a aplica¢do, na cérnea, de solucdo de riboflavina. Baseado em estudos de grande
impacto, nao se sabe, atualmente, se essa exposi¢ao a luz UVA, durante o procedimento, pode
atravessar as estruturas oculares anteriores e causar danos as outras estruturas posteriores
como, por exemplo, a retina.

Como descrito anteriormente, a maioria dos estudos sobre seguranca do procedimento
abrange a fototoxicidade na estrutura corneana especificamente ao estroma e endotélio, além
de determinar que o uso da riboflavina é uma barreira suficiente contra a passagem patolégica
dos raios UVA, impedindo-se danos as estruturas oculares.!’!7> Os estudos originais sobre
os efeitos da irradiacdo nos queratdcitos estromais, utilizando-se culturas celulares tratadas
com solucao de riboflavina a 0,025%, e diversos niveis de irradiancias UV A, determinaram o
comprimento de onda de 370 nm e profundidade corneana de 400um como margens de
seguranca contra a fototoxicidade corneana.!’%!7!

Sabe-se que o UVA e outros comprimentos de onda da luz podem produzir maculopatia
fototéxica'’® e, dessa maneira, a exposi¢do a luz do UVA, durante o procedimento CXL,
levanta a preocupacao de um potencial dano a retina. Embora estudos, in vitro, tenham
mostrado que o efeito protetor da riboflavina limitou a transmissio radiante as estruturas
oculares internas; poucos estudos, in vivo, anteriores, foram realizados para avaliar alteragcoes
morfoldgicas da retina apds o CXL, e nenhum estudo analisou dano funcional ao tecido da
reting, 179:186.187
No primeiro estudo (artigo 1), dezessete olhos foram avaliados para detectar alteracdes na
MAVC, na estrutura anatdmica (SD-OCT, AF), status vascular (FA) e fun¢ao (eletrofisiologia
com ERG multifocal) da retina, especificamente, a regido macular, antes e depois da
exposicdo regular ao UVA, durante o procedimento de CXL. Todos os pacientes foram
submetidos a exame oftalmolégico completo, pela lampada de fenda, antes de coletar os
dados, para garantir que nao houvesse opacidades nas estruturas oculares (edema da cérnea,
cicatrizes ou integridade superficial anormal) que pudessem justificar anormalidades.

Os resultados desse estudo mostraram uma ligeira diminui¢do na MAVC e na visdo de perto,

apo6s 7 dias do procedimento, sendo que a visdo foi recuperada apés trinta dias do CXL. As
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imagens de SD-OCT da regido macular mostraram aumento na espessura, apos 7 dias de
CXL, com recuperacdo no trigésimo dia, sem nenhuma diferencga, estatisticamente
significante.

Diversos estudos e série de casos sobre lesdes retinianas secunddrias a exposi¢ao a luz UV
descrevem, como sinais tipicos de fototoxicidade, a presenca de alteracdo pigmentar
perifoveal, em forma de leque, ao exame de fundo de olho e retinografia; defeitos em janelas
maculares a angiografia fluoresceinica; focos dispersos de hipoautofluorescéncia
intercaladados com focos de hiperautofluorescéncia; alteragdes na retina externa como ruptura
da zona elipséide (juncdo de segmentos internos/externos; IS/OS) e motiliamento do epitélio
pigmentar da retina (EPR) ao exame de SD-OCT.!""" 189210 Em nosso estudo, ndo houve
alteracoes/anormalidades na vascularizacdo macular demonstrada através da angiografia
fluoresceinica e/ou danos no epitélio pigmentar (EPR) na AF. Além disso, ndo foram
detectados interrup¢do da juncdo IS/OS, cistos intrarretinianos ou atrofia da camada nuclear
externa nas imagens SD-OCT em nenhum dos time-points estabelecidos.

Para analisar as mudancas na atividade elétrica e na funcio da regido macular, realizamos
ERG multifocal em todos os pacientes. O mERG permite que as respostas locais do ERG
sejam gravadas simultaneamente em multiplas regides da retina. Semelhante ao ERG de
campo total, as respostas elétricas se originam amplamente da retina externa, com as células
ganglionares contribuindo pouco a resposta. O mfERG ¢é particularmente valioso nos casos
em que o fundo de olho ndo apresenta alteracdes e hd dificuldade em se distinguir entre
doengas da retina externa e doengas das células ganglionares e/ou nervo 6ptico.?'! Os sinais
registrados pelo mfERG originam-se a partir do 25° (de raio) central da retina (drea macular).
Devido a alta taxa de estimulacdo combinada com os niveis de luz utilizados, as respostas dos
fotorreceptores sao captadas predominantemente dos cones, sendo pouca a contribui¢ao dos
bastonetes, exceto em circunstincias muito incomuns.?'> Semelhante ao ERG fotopico
tradicional (acionado por cones), 0 mfERG mostra um componente negativo inicial (N1),
seguido por um componente positivo (P1). Esses componentes tém uma semelhanca
superficial com as ondas a e b do ERG fotdpico de campo total. Apesar das diferencas na
andlise dos estimulos entre o ERG tradicional e o mERG, a onda N1 compreende os mesmos
componentes que a onda a do ERG de campo total; e a onda P1 compreende os mesmos
componentes que as ondas positivas (onda b e potenciais oscilatérios).?!* Os sinais captados
pelo mfERG sdo amplamente moldados pela atividade das células da retina externa (bipolares
com contribui¢des dos fotorreceptores), com pouca contribui¢ao das células da camada

interna da retina (amécrinas e ganglionares). Os componentes N1, P1 e N2 sdo influenciados,



de diferentes maneiras, pelas células bipolares e, em menor grau, pelos fotorreceptores

(Figura 9).24

Figura 9. A origem retiniana das curvas no eletrorretinograma multifocal.
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Fonte: (Figura 9B) Hood DC, Frishman LJ, Saszik S, et al. Retinal origins of the primate multifocal
ERG: implications for the human response. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2002; 43:1673-1685. Todos

direito de imagem: ARVO.

A andlise dos componentes do mfERG revela que danos nas células bipolares e
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fotorreceptoras diminuem substancialmente a amplitude P1. J4 alteracdes na retina interna nao

afetam a amplitude de P1, embora possam apresentar pequenas alteragdes na forma de sua
onda.?'> O mfERG pode ajudar a diferenciar doencas retinianas baseadas em mudangas nas
amplitudes e laténcias de N1 e P1. O aumento da laténcia em P1 esta associado a danos aos
fotorreceptores e células da camada externa, enquanto danos as células bipolares, amdcrinas
ou ganglionares, produzem pequenas mudancas ou até encurtamento da laténcia P1.° A

laténcia no mERG, ndo a amplitude, € a medida mais sensivel de alteragdes em doencas

degenerativas dos fotorreceptores.?!® Tendo em vista esses conceitos, a utilizacdo do mERG,

em situacdes como maculopatias fototoxicas, vem sendo utilizada recentemente, como um

método de identificac@o de lesdes funcionais apds a exposi¢ao a luzes potencialmente

nocivas. Estudos com pacientes expostos a solda de metais e luz solar, sem a correta protecao,

demonstraram reducio na amplitude P1, associada a pouco ou nenhum aumento da laténcia,

além de possivel atenuacio das respostas eletrorretinograficas.?!’->!8

Com base na literatura, os sintomas de dano leve a retina, como escotoma peri-central,
metamorfopsia ou perda de visdo leve/moderada apds exposicao a luz, geralmente sdao

percebidos pelos pacientes dentro de horas a dias apds a exposi¢io;'’’ 18 dessa maneira,
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avaliamos a func¢do macular eletrofisioldgica antes e 7 dias apds o CXL. Os resultados
mostraram que, na maioria dos pacientes, houve um aumento estatisticamente significativo na
laténcia P1 (ms) do anel 4. Essa alteragao foi correlacionada com o aumento da espessura
macular central (p=0.027). Atualmente, ndo existe uma correlagdo conhecida entre a acuidade
visual e o locus dos anéis do mfERG, mas com base na localizagdo do anel 4 (periferia
macular), ndo esperariamos, nesses pacientes, uma alteracdo da MAVC ou percep¢do de
sintomas visuais. Ademais, devido ao préprio ceratocone, que produziu uma baixa acuidade
visual nos pacientes selecionados ao tratamento, potenciais alteragdes visuais leves,
secundérias ao CXL, provavelmente nao seriam detectadas. Assim sendo, a deteccdo de
alteracdes da anatomia ou da funcdo do olho pode representar algum dano relacionado a
fototoxicidade. Neste estudo, alguns individuos (nove pacientes) também mostraram uma
diminui¢do de significancia estatistica nas amplitudes P1 dos anéis 1, 2, 3, 4 e 5, mas essas

alteracOes ndo foram correlacionadas com a acuidade visual ou espessura macular.

De acordo com estudos e a literatura, a retina € protegida contra a fototoxicidade, durante o
tratamento com CXL, pela capacidade da cérnea e do cristalino em absorver a luz UVA
nociva.'3* Embora a exposicdo a luz UVA, durante o procedimento, seja de periodo longo (30
minutos), nosso estudo mostrou que as alteragdes observadas no SD-OCT e mfERG nio sdo
semelhantes, em natureza ou magnitude, a outras condi¢des de fototoxicidade descritas
anteriormente.!”’!80 Essa diferenca pode ser explicada pelas caracteristicas protetoras do

segmento anterior?!*-?20

e pela baixa intensidade de luz UVA do procedimento, em relagdo a
intensidade associada as condicoes tipicas de fototoxicidade. Os achados do SD-OCT também
refletiram em um aumento na espessura macular central, que € o oposto do afinamento tipico
observado nas anormalidades externas da retina secunddrias a fototoxicidade. A hipétese
aventada seria que esse aumento na espessura macular possa ser explicado por uma reacao
inflamatdria leve e autolimitada ao procedimento e a exposicao a luz UV. Essa reagado ficou
evidente 7 dias apds o procedimento, mas os pacientes se recuperaram, de acordo com as
avaliagOes realizadas, 30 dias apds o CLX. Mais estudos serdo necessarios para provar ou
refutar essa hipdtese. Mesmo assim, apesar da falta de grandes diferencas entre os grupos em
termos de MAVC, acuidade visual de perto e espessura no SD-OCT, as pequenas alteragdes
observadas durante o mfERG podem produzir preocupacdes sobre distirbios maculares
subclinicos, apos a exposi¢do a luz UVA, durante o CXL. Com base nos resultados de um

estudo anterior, que mostraram que o mfERG padrao é amplamente moldado pela atividade

celular On e Off-bipolar, com contribui¢des mais limitadas dos fotorreceptores e células da
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retina interna (por exemplo, amacrinas e ganglionares),?*! a hip6tese resultante do nosso
estudo atual é que essa apresentacdo atipica da fototoxicidade nio produzird alteracdes
consistentes na MAVC, nem sintomas visuais ou alteracdes estruturais evidentes nas imagens
de SD-OCT.

Além disso, nosso estudo € o primeiro encontrado na literatura, em que a anatomia,
vascularizacdo e eletrofisiologia da mdcula foram analisadas apds a exposi¢ao a luz UVA do
procedimento de CXL. Estudos maiores, com dados de longo prazo, serdo necessdrios para se
comprovar a possivel fototoxicidade na retina, avaliando-se os aspectos anatdmicos,
vasculares e eletrofisiologicos; além de estudos avaliando-se diferentes protocolos de
tratamento do CXL, a fim de se comprovar possiveis sinais de fototoxicidade secunddrios a
exposi¢ao da UVA, determinando-se assim a real seguranca do CXL em pacientes com
ceratocone.

As limitagdes desse estudo incluem o niimero de pacientes (devido as dificuldades em
comparecer as muitas consultas de acompanhamento) e a falta de uma avaliacao
eletrofisioldgica 30 dias apds o procedimento, para analisar outros disturbios ou recuperagdes
das alteracdes observadas no sétimo dia pos-CXL.

Como descrito anteriormente, nos casos de ceratocone, o CXL € o tnico tratamento que
poder4 retardar a progressdo da doenca. Estudos anteriores?????* demonstraram a seguranca e
a eficdcia do CXL em pacientes pedidtricos (18 anos ou menos), porém nao existe consenso
sobre qual a idade minima em que o portador de ceratocone podera ser submetido ao CXL.
Dessa maneira, o segundo estudo realizado (artigo 2) comparou pacientes com intervengao
precoce (16 anos de idade ou menos) classificados como grupo 1, com pacientes com
intervencdo tardia (17 anos ou mais) classificados como grupo 2, em termos de caracteristicas
e parametros do ceratocone e o surgimento de progressdo apos o procedimento com CXL.
Neste estudo, houve uma ligeira prevaléncia de pacientes do sexo masculino no grupo mais
jovem, em semelhanca com estudos anteriores.?*?** Houve melhora estatisticamente
significativa na MAVC, um ano ap6s o CXL, no grupo 1 (+0,11 linhas da tabela de acuidade
visual de Snellen; p = 0,030), mas ndo houve melhora estatisticamente significativa no Grupo
2 (40,06 linhas de Snellen; p = 0,346). Esse achado pode ser explicado pela menor média da

MAVC basal no grupo mais jovem, como j4 foi relatado em outros estudos,!?7-208.209

uma vez
que os casos pedidtricos tendem a ser mais graves € mais propensos a se tornarem
progressivos. Apds um ano, no entanto, os resultados médios da MAVC néao diferiram
significativamente entre os grupos. Como esperado e devido a um dos efeitos colaterais do

CXL,?*2?® pacientes, em ambos 0s grupos, exibiram DCE menor um ano apds o tratamento;
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porém a diferenca entre as medidas finais de DCE nos dois grupos néo foi estatisticamente
significativa. Da mesma forma, a ECC foi menor nos dois grupos apds um ano, mas seus
valores finais nfo diferiram significativamente entre os dois grupos.

No exame de tomografia Pentacam, a andlise da ceratometria geralmente se baseia no Kmax
como parametro principal, a fim de determinar os estdgios do ceratocone € os critérios de
progressio.??’28 Nos dois grupos, o Kmax médio foi menor apés um ano de CXL, mas nio
estatisticamente significativo. O Kmax basal no grupo mais jovem foi maior que no grupo
mais velho como era espe:rado;zzi226 no entanto, neste estudo, os valores médios de Ksteep e
Kflat foram maiores (basal e um ano apés o0 CXL) no grupo mais velho. Os valores
ceratométricos Ksteep e Kflat também foram menores ap6s um ano, em ambos 0s grupos, mas
ndo estatisicamente significativo.

Com base nos critérios previamente mencionados, utilizados para definir a progressio do
ceratocone e a falha no tratamento,'®! nosso estudo demonstrou taxas semelhantes de
progressao apds um ano, nos dois grupos: 19,2% no grupo mais jovem e 20,7% no grupo mais

velho. Essas taxas estdo alinhadas com estudos anteriores,>2>2%*

apesar de os critérios de
progressao/falha do tratamento diferirem ligeiramente entre os estudos.

A literatura carece de consenso sobre quando o CXL deva ser indicado, e as recomendagdes
geralmente dependem de protocolos regionais. A maioria dos profissionais, no entanto, utiliza
parametros de ceratometria e acuidade visual como critério, preferencialmente abordando
pacientes em idades mais avangadas (acima de 17 anos), provavelmente pela escassez de
estudos comprovando a seguranga e a eficacia em pacientes mais novos (abaixo de 16 anos).
Como mencionado anteriormente, 0 CXL apresenta poucos efeitos colaterais, sendo a perda
de células endoteliais da cornea uma das mais comuns. Portanto, a indicacao do CXL para
pacientes pedidtricos deve estar bem estabelecida para evitar complicacdes futuras. Neste
estudo, comparamos um grupo mais jovem de pacientes com ceratocone (idade média de 13,8
anos) com um grupo mais velho (idade média de 21,5 anos). Nosso grupo mais jovem possuia
uma idade média menor do que a utilizada em estudos de comparacdo semelhantes. O
objetivo deste estudo foi analisar as caracteristicas e a presenc¢a de progressdo do ceratocone
um ano apds o CXL, a fim de determinar se uma das faixas etarias apresenta mais beneficios
com o procedimento que a outra. Os resultados apresentados refletem a eficicia do tratamento
nos dois grupos, corroborando a importancia de se indicar o CXL, como tratamento para
pacientes pedidtricos, principalmente nos casos mais graves, observados nessa populagdo;
pois pode proporcionar os beneficios da estabilizacio precoce da doenca e melhorar sua

evolucdo em termos de MAVC e ceratometria.
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A limitacdo desse estudo inclui seu desenho restrospectivo. Novos estudos prospectivos e em
grande nimero de pacientes serdo necessarios para corroborar os resultados apresentados.
Baseando-se nos resultados dos dois estudos produzidos (artigos 1 e 2), espera-se que a
abordagem e indicacao do tratamento CXL para pacientes portadores de ceratocone se torne
mais confidvel e embasado cientificamente. No artigo 1, demonstramos um possivel novo
sinal subclinico, ndo estudado previamente, que podera ser mais aprofundado em estudos
maiores e de longo prazo, com o objetivo de se estabelecer todos os possiveis efeitos
colaterais do procedimento de CXL. J4 o artigo 2, reforca ainda mais a necessidade do
diagndstico e do tratamento precoce do ceratocone para se atingir melhores resultados e
progndstico, especialmente nos casos mais graves e de pior evolugdo, que em sua maioria, se
apresentam em pacientes mais jovens. Assim sendo, os resultados de ambos os estudos em
conjunto, refor¢cam a discussao da indicagdo do CXL, em que se deverdo considerar todos os
possiveis efeitos colaterais existentes, descritos e recentemente descobertos, relacionando-os
com a populacdo alvo, especialmente a mais jovem, em que se comprova sua maior gravidade
€, a0 mesmo tempo, sujeita a maiores preocupacgdes com relagdo aos possiveis maleficios do

tratamento com CXL.



1-

83

7. CONCLUSOES

A maioria dos pacientes submetidos ao CXL exibiram pequenas alteragdes na
espessura macular central (SD-OCT) e nos parametros do mfERG, categorizados
como um efeito subclinico inicial e precoce da funcdo macular, apds o

procedimento de CXL.

Pacientes jovens (16 anos ou menos) com ceratocone submetidos ao tratamento
com CXL demonstraram resultados semelhantes aos mais velhos (17 anos ou
mais) em termos de MAVC, parametros ceratométricos e efeitos colaterais apos 1

ano do procedimento.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Fototoxicidade Macular Apos Cross-Linking Cormeano
Pesquisador: Pauloe Rodolfe Tagliari Barbisan

Area Tematica:

Versédo: 3

CAAE: 47833015.0.0000.5404

Instituigao Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADOQ DE SAQ PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1241616

Apresentacao do Projeto:

Adequada. A substincia propria da cérnea, conhecida também como estroma corneano, apresenta cerca de
500m de espessura. E considerada um tecido conjuntive altamente especializade formado por organizacio
e interagdo precisas entre os colagenos tipo |, VI e XII, principalmente, e os protecglicanos da matriz. Em
uma comea normal, existem pontes de ligacdes covalentes cruzadas entre as moléculas de colageno que
compdem a espessura estromal e que s3o essenciais para que o tecido conjuntivo corneano ofereca
adequada resisténcia 3 tensdc. Sabe-se que com o envelhecimente ha mudangas nas propriedades
biomecénicas do tecido da cormea devido ao aumento fisiologico dessas ligacdes cruzadas colagenas.
Certas condicdes, a exemple do diabetes, aumentam o processo de glicosilac3o do colagene cormneane que
ocorme com ¢ avancar da idade corroborando, assim, para a perda de flexibilidade do tecido comeano. Sabe
-se que alteracdes na organizac o fisioldgica do estroma corneano levam ao desenvolvimento de ectasias
corneanas, sendo o ceratocone a mais comum delas. O ceratocone é uma desordem degenerativa
caracterizada por afinamento da cérnea paracentral e pela presenca de astigmatismo irregular. E uma
condigdo tipicamente bilateral e assimétrica, sem preferéncia por raca ou sexo, que se desenvolve na
puberdade e que progride por cerca de 10 a 20 anos quando apresenta estabilizac3o do quadro clinico. A

etiologia do ceratocone ndo estd claramente definida, mas se
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acredita que fatores genéticos, bioguimicos, fisicos & ambientais est3o envolvidos na patogénese da
doenca. Em recentes estudos moleculares evidenciou-se atividade aumentada de enzimas proteoliticas e
reduzida dos inibidores de proteases o que resultava em incremento da digestio de proteinas estromais e
perda da estabilidade biomecanica da cornea. Essa ectasia pode ser condicdo clinica isolada, como
acontece na maioria dos casos, ou pode estar associada a afecces sistémicas e oculares, tais como
conjuntivite vernal, uso crénico de lentes de contato, retinose pigmentar, sindrome de Down e Tumer e
desordens do tecido conective a exemplo das sindromes de Marfan e Ehlers-Danlos e osteogénese
imperfecta. O tratamento do ceratocone se baseia na gravidade e na extens3o do astigmatismo irregular e
visa a melhora da acuidade visual sem, entretanto, impedir a progress3o da doenca. Ele consiste em uso de
aculos e lentes de contato gelatinosas toricas nos casos iniciais e adaptacio de lentes de contato rigidas
gas-permeaveis a medida que a doenca avanca. Segundo a literatura, em cerca de 15 a 20% dos pacientes
com ceratocone & necessaria intervencio cirdrgica (ceratoplastia) devido & intolerdncia ao uso de lentes de
contato, cicatrizes e afinamento corneanos importantes. O advento do Cross-linking com riboflaving e luz
UVA (CXL) revolucionou o tratamento do ceratocone. O CXL para estabilizac3o biomecanica da cormea
ainda & o unico metodo capaz de interromper a progressaoc do ceratocone. No procedimento descrito, a
riboflavina (vitamina B2) absorve a luz UVA com comprimento de onda de 370nm e age como foto
sensibilizador que preduz radicais livres de oxigénio. Esses radicais livres ativam as vias naturais da lisil e
transglutaminase oxidase induzindo, assim, a formac3o de novas ligacdes cruzadas entre as fibras e fibrilas
de colageno. Desse modo, ac aumentar ativamente a interacdo entre as moléculas de colageno, o CXL
amplia a rigidez corneana e potencialmente diminui e, em alguns casos, interrompe a progressdo do
ceratocone. Recentemente pesquisas evidenciaram novos mecanismos envolvidos a formacdo de ligacio
cruzadas entre as fibrilas de colageno apos a utilizacdo do CXL. S3o0 exemplos desses mecanismos a
preducio de imidazolina, capaz de se ligar a moléculas como a histidina e formar ligagGes covalentes, a
liberagdo de grupos carbonil com potencial de aumentar as ligagBes cruzadas além da presenca de 2,3-
butanedicna, produto da degradacdo da propria riboflavina, que reage com grupos carbonil das proteinas
estromais. Com algumas pequenas vanacdes a depender do servico onde se realiza o CXL, o protocolo
clinico consiste em anestesia topica pré-operatona associada a debridamento epitelial em 9mm comeanos
centrais. S3o aplicadas gostas de solucio de riboflavina 0,1% a cada 2-3 minutos durante 30 minutos. E
realizada biomicroscopia para confirmar a presenca de riboflavina na cdmara anterior e realizada
pagquimetria para confirmar que a espessura estromal & maior que 400m. Radiagdo UVA (370nm com

3ImW/cm2 de energia) & aplicada a Tcm
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de distincia da coérnea durante 30 minutos, resultando em uma dose total de 3,4J (5,4J/cm2). Novas
administragdes de riboflavina sio realizadas a cada 2-3 minutes durante o tratamento e checada a
espessura comeana cada 5 minutos para confirmar que seu valoer & maior que 400m. Sabe-se que radiacio
UVA & citotdxica e pode induzir danos a estruturas intraoculares coma células endoteliais, cristalino e retina.
A radiacdo visivel e ultravioleta (UV) tem o potencial para danificar a retina e o epitélio pigmentar da retina
(EPR) como mostram estudos e a literatura. Reacgdes adversas indesejaveis compreendem a geracio de
espécies reativas de oxigénio potencialmente prejudiciais dentro das estruturas da retina altamente
vulneraveis. Os estudos demonstraram gue duas camadas distintas da retina sdo altamente susceptiveis a
lesdo fotoguimica, os segmentos externos de fotorreceptores e EPR, sendo este dano mediade por
pigmentos visuais e lipofuscina, respectivamente. Pesquisas em animais sugerem que existam dois tipos
distintos de danos fotoquimicos, um associado com exposicdes curtas que operam ao nivel do EPR e o
outro associado com exposicdes mais longas, ao nivel dos segmentos externos dos fotorreceptores.
Exposicdes curtas, de até cerca de 12 h, com luzes de curto comprimento de onda, pedem produzir danos
no nivel do EPR em primatas. Exposicdes mais longas (em geral, 12-48 h) produzem danos ao nivel dos
fotorreceptores. Resultados similares foram obtidos em jovens primatas em gque os cones se mostraram
mais vulneraveis do que os bastonetes, apresentando degenerac3o apos uma exposicdo de 12 h quando a
rradiac3o da retina estava entre 135 e 361 mW/cm224 Estudos realizados em modelos animais e celulares
foram capazes de demonstrar a toxicidade da luz ultravioleta (UV), nas células do EPR e fotorreceptores.
Experiéncias in vivo revelaram que os danos fotoguimicos exibem limiares de dose mais baixos nos UVs e
na gama azul do que para a luz verde ou vermelha sobre a retina de macaco, ratos e coelhos. Por outro
lado, olhos humanos possuem estruturas naturais que podem exarcer fun¢io protetora ao dano fotoquimico.
Os comprimentos de onda mais curtos de radiagdes ndo-ionizantes podem ser impedidos de atingir a retina
pela cornea e cristalino. A comea absorve comprimentos de onda inferiores a 295nm, engquanto o cristalino
absorve parte de luz UV-B (300-315nm) e UV-A (315-400nm). O vitreo absorve a luz acima de 1400nm
(1400-10000nm). Assim sendo, grande parte das radiag@es ultravioleta podem ser filtradas antes de atingir
as camadas retinianas se o olho estiver em condicdes de exposicio a essas luzes. Alguns trabalhos
demanstram que 85-90% da radiacdo UVA utilizada no atual protocolo de tratamento com CXL & absorvida
pela niboflavina nos 400m anteriores do estroma corneano e que a densidade de radiac3o residual que
atinge as demais estruturas corresponde a menos de 1 Jlem2. Dessa forma, a dose que atinge o endotélio

da comea corresponde a menes de 50% do nivel consideradoe toxico para essa estrutura enquanto
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que a radiacdo UVA que chega ao cristalino e & retina condiz com menos de 3% do limiar citotoxico para
essas estruturas. Esses dados se encontram dentro dos limites propestos por guidelines que versam sobre
seguranca com uso de radiacdo. Embora sejam encontrados murtos estudos sobre os efeitos do CXL no
segmento anterior do olho, a literatura ainda é escassa ao descrever as possiveis alteraces retinianas
decorrentes deste procedimento. Apesar de ja ter sido descrito que a exposicdo a radiacdo do segmento
posterior & inferior aos limiares de dano potencial, novos estudos s3o necessarios para descrever as
possiveis alteracdes estruturais efou funcionais que possam ser observadas na retina em razdo do uso do
CXL na comea.Dessa maneira, o objetivo desse estudo € de avaliar estruturalmente e funcionalmente a
regido macular apos a terapéutica do uso do CXL em pacientes portadores de ceratocone e tentar detectar
algum possivel dano estrutural efou funcional 3 regio macular e/ou foveal ainda ndo demonstrada e em
teoria inexistente. A avaliacdo funcional da regiio macular sera realizada através do Eletrorretinograma
Multifocal (mERG) atualmente utilizado para avaliar a funcdo visual selecionando respostas eletrofisiolégicas
de varios locais da retina da area macular e ja permitiu aos investigadores demonstrar anormalidades
funcionais em varias doencas da retina. Por sua vez, para avaliacdo estrutural da regifo macular sera
utilizado a Tomografia de Coeréncia Optica de Dominio Espectral (SD-OCT), que permite a visualizacio da
estrutura retiniana in vive. Por fim, a Angicfluoresceinografia Retiniana (AFG) sera utilizada para analise da
estrutura vascular da retina. Até onde sabemos sera o primeiro estudo com essas caracteristicas realizado
no Brasil.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Pimario:

+Avaliar estruturalmente a regiic macular apds a terapéutica do uso do CXL em pacientes portadores de
Ceratocone e tentar detectar algum possivel dano estrutural com o uso SD-OCT.

+Avaliar estruturalmente a regidc macular apos a terapéutica do uso do CXL em pacientes portadores de
Ceratocone e tentar detectar algum possivel dano vascular com o uso da AFG.

«Avaliar funcionalmente a regifio macular apds a terapéutica do uso do CXL em pacientes portadores de
Ceratocone e tentar detectar algum possivel dano funcional com o uso do mERG.

Objetive Secundario:

+Analise de mudanca de espessura ou presenca de alteracdo da arguitetura retiniana na regido foveal e
macular atraves do SD-0OCT, comparando-se os exames antes e apods a terapéutica do uso do CXL em
pacientes portadores de Ceratocone.

+Andlise de mudanca de padres vasculares e preenchimento capilar, venoso e coroideo na regido foveal e
macular através da AFG, comparando-se os exames antes e apos a terapéutica do uso do
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CXL em pacientes portadores de Ceratocone.

+Andlise de alteracdes dos padrdes eletrorretinograficos na regido foveal e macular através do mERG,
comparando-se os exames antes e apos a terapéutica do uso do CXL em pacientes portadores de
Ceratocone.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A Angiofluoresceinografia (AFG) & um procedimente diagnostico que utiliza 5ml de um corante, a
fluoresceina sddica, injetado numa veia do antebraco. O contraste fluoresceina sédica & utilizado ha muito
tempo, sendo considerado bastante seguro e ndo contem iodo. O exame de AFG ndo &, portanto,
contraindicado para pacientes alérgicos a iodo e eliminag3o do contraste & rapida e realizada pelo nm. Apos
a injecdo do contraste a pele pode se tornar amarelada por algumas horas devido a4 impregnac&o dos
tecidos superficiais da pele pelo corante, mas essa coloracdo desaparece 3 medida que o corante &
eliminado pelos rins. A urina costuma ficar verde-amarelada por um periodo de 24 a 48 horas apos o exame
devido a coloragde do corante. Se o corante extravasa da veia durante a injecdo, pode haver leve sensacio
de gueimacio no local com melhora rapida apés lavagem com agua corrente e sem mailores consequéncias.
S3o eventualmente descritas queixas passageiras de nauseas, vémitos, tonturas durante a injecdo do
contraste. Reac8es alérgicas ao corante s8o muito raras, sendo a mais comum delas o prurido (coceira),

facilmente tratado com medicamentos antialérgicos via oral.

Beneficios:
Aparentemente nd3o ha beneficios diretos aos sujeitos de pesquisa. Ha beneficio social, ja que a avaliacio
de possivels danos a regido macular da retina, passivels de mudancas futuras na metodologia do

tratamento do ceratocone com Cross-Linking.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O protocolo estd bem escrito, detalhado e claro. A metodelogia é adequada e factivel. A amostra estudada
sera constituida por pacientes com idade acima de 15 anos completos portadores de ceratocone que
frequentam o Ambulatono de Ceratocone no setor de Oftalmologia do Departamento de Oftalmologia-
Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
de Campinas — FCM — UNICAMP e que, em ao menos um olho, possua indicacdo de tratamento com
crosslinking corneano. Como rotina, todos os pacientes avaliados no setor de ceratocone s3o0 submetidos a
avaliacdo oftalmologica completa composta por: anamnese; acuidade visual com melhor correcdo; refracdo

dindmica; biomicroscopia de
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seguimento anterior; fonometria de aplanacio; biomicroscopia de fundo.Os pacientes que apresentem os
critérios de inclus3o serdo convidados a assinar o TCLE a fim de se tornarem integrantes voluntanos do
estudo. Apods orientacBes e informacdes sobre os potenciais riscos e beneficios do projeto, caso aceitem
participar & assinem o referido termo terdo seus dados catalogados em ficha especifica. As avaliagbes
clinicas durante o estudo serdo compostas por: visita inicial, realizagdo do tratamento de CXL com
riboflavina e UVA, visitas de acompanhamento nos primeiro, sétimo e trigésimo dias pos-operatorio. Em
visita inicial (visita 1) os procedimentos a serem realizados consistem em anamnese, medida da acuidade
visual com melhor correg3o, exame de refragdo dinamica, tonometria de aplanagio, biomicroscopia de
seguimento antarior, biomicroscopia de fundo, retinografia, angioflucresceinografia (AFG), Tomografia de
Coeréncia Optica (SD-OCT) e Eletrorretinograma Multifocal (mERG). Conforme citado, esses
procedimentos, a exce¢do da retinografia, AFG e SD-OCT, sio realizados de rotina no ambulatorio de
Ceratocone. Caso os pacientes concordem com a participacdo no estudo, os dados dessa consulta serdo
catalogados como visita inicial e eles realizar3o a retinografia, AFG e SD-OCT no Setor de Retina e Vitreo
do Departamento de Oftalmologia-Otorrinolaringologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Medicas da Universidade Estadual de Campinas e 0 exame de mERG na Clinica Quaglato em Campinas-
SP | para que as etapas dessa visita sejam completadas e, em seguida, dardo seguimento ao protocolo do
estudo. A visita 2 consiste na realizac3o do procedimento do CXL com riboflavina e UVA. Esse
procedimento & realizado no Laser Campinas-Centro de Cirurgia Refrativa, em Campinas, clinica
conveniada com o Departamento de Oftalmologia-Otorninolaringologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. A visita 3 consiste na visita de
acompanhamento no primeiro dia pos operatorio (1o DPO) apds a realizacdo do CXL consiste,
rotineiramente, em anamnese e biomicroscopia de seguimento antenor. Durante a participacado do estudog,
os pontos a serem avaliados durante essa visita ser3o exatamente os mesmos. Durante a visita 4, a visita
de acompanhamento no sétimo dia pds operatorio (To DPO), serdo avaliados os seguintes pontos,
semelhante a visita inicial: anamnese, medida da acuidade visual com melhor correc 3o, exame de refrac3o
dindmica, tonometria de aplanagioe, biomicroscopia de seguimente anterior, biomicroscopia de fundo, AFG,
SD-0OCT e mERG. Por sua vez, a visita 5, visita de acompanhamento no trigésimo dia pos operatdrio (300
DPQ), serdo realizadas anamnese, medida da acuidade visual com melhor correc3o, exame de refracdo
dinamica, tonometria de aplanacao, biomicroscopia de seguimento anterior, biomicroscopia de fundo, SD-
OCT, AFG caso exame realizado no 7o DPO esteja alterado e mERG caso exame realizado no 7o DPO

esteja alterado.
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Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Alem do relatono de pesquisa, fol encaminhada a folha de rosto da CONEP assinada pela pesquisadora e
complementada por autorizagdo do Coordenador de Assisténcia do Hospital das Clinicas da Unicamp. Foi
encaminhada, tambem, a autorizacio para a realizacdo de exames na Clinica Quagliato, onde uma parte da
pesquisa sera realizada, assinada pelo responsavel. Com relagio ao TCLE, a linguagem & clara. No TCLE
constam o titulo complete da pesquisa e o nome do pesquisador responsavel. Constam a justificativa, uma
descric3o dos procedimentos envolvidos, riscos e beneficios. Esta explicado como sera feito o
acompanhamento, & que podera haver esclarecimentos se necessario. Esta claro o direito de recusa, & que
a recusa ndo acarretara em consequéncias para o tratamento do paciente. Esta claro que havera
confidencialidade dos dados. Esta claro no TCLE que o sujeito ird receber uma via. Ha dados do CEP e
formas de contato com o pesquisador. Foi encaminhado o termo de assentimento para que os menores que
participardo da pesquisa manifestem sua concordincia em participar.

Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado.

Com relacido a pendéncia anterior:

Favor verificar como formular um termo de assentimento, que ndo & um termo de consentimento. Tais
participantes devem ser esclarecidos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios
previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa lhes acarretar, na medida de sua compreensio e
respeitados em suas singularidades.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualguer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser

Enderego: Rua Tessdlia \ieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13083-557
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-T167 E-mail: cepf@fcm.unicamp.br

Pagina 07 g2 D2

108



109

COMITE DE ETICA EM
PESQUISA DA UNICAMP - Wﬂv
CAMPUS CAMPINAS

Continuagdo do Parecer: 1.241.618

realizada apods analise das razbes da descontinuidade pelo CEP gque o aprovou. O pesquisador deve
aguardar o parecer do CEP guanto i descontinuag3o, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica
oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de ac3o imediata com

intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curse normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido {mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também

4 mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste

parecer de aprovacido e ao término do estudo.

-Lembramos que seqgundo a Resolugio 466/2012 | item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualgquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacdo
Projeto Detalhado /| Projeto Detalhado pdf 12/07/2015 Aceito
Brochura 22:08:15
Investigador
Qutros Ficha Clinica-ANEXO 3.pdf 12/07/2015 Aceito
222239

Folha de Rosto Folha de Rosto pdf 16/07/2015 Aceito
11:28:30

Declaracéo de anexo 4 pdf 16/07/2015 Aceito
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9.2. Permissao junto a editora para a inclusdo do artigo “Macular Phototoxicity after Corneal

Cross-Linking” na tese, em atendimento a legislacdo que rege o direito autoral.

~ Copyright
Clearance
Center

Marketplace™

Dove Medical Press Ltd. - License Terms and Conditions

Order Date
Order license ID
ISSN

Type of Use
Publisher
Portion

LICENSED CONTENT

Publication Title
Article Title

Clinical Ophthalmology
Macular phototoxicity

after corneal cross-linking.

Author/Editor Society for Clinical

Ophthalmolegy (Great

Britain)
Date 01/01/2007
Language English
Country New Zealand

REQUEST DETAILS

Portion Type Chapterfarticle
Page range(s) 1801-1807

Total number of pages 7

Format (select all that Print

apply)

Who will republish the Author of requested
content? cantent

Life of current edition
Up to 459

Duration of Use

Lifetime Unit Quantity

NEW WORK DETAILS

Title CORNEAL CROSS-LINKING
- NEW [NDICATIONS AND
EFFECTS ON OTHER EYE

STRUCTURES
Instructor name Carlos Eduardo Leite
Arieta
ADDITIONAL DETAILS
Order reference number N/A

REUSE CONTENT DETAILS

Tide, description or
numeric reference of the
portion(s)

Macular phototexicity

after corneal cross-linking.

20-Jan-2020
1014501-1
1177-5483

Republish in a thesis/dissertation

Dove Medical Press Limited

Chapter/farticle

Rightsholder
Publication Type
Start Page

End Page
Volume

URL

Rights Requested
Distribution

Translation

Copies for the disabled?
Minor editing privileges?

Incidental promotional
use?

Currency

Institution name

Expected presentation
date

The reguesting person /
organization to appear
on the license

Title of the
article/chapter the
portion is from

Dove Medical Press Ltd.
e-Jaurnal

1801

1807

12

http:/fwww.dovepress.co
m/clinical-ophthalmology-
journal

Main product
Worldwide

Original language of
pukblication

No
Mo
No

usD

State University of
Campinas

202002-19

Paulo Rodolfa Tagliari
Barbisan

Macular phototoxicity
after corneal cross-inking.
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9.3. Permissdo junto a editora para a inclusio do artigo “Corneal Cross-Linking in Young
Patients for Progressive Keratoconus” na tese, em atendimento a legislacdo que rege o direito
autoral.

Copyright

“‘ Clearance M a r k e [_ p | a C ew

Center

Special Requests > Special Request Details

() Cancel Request

Cornea

GENERAL INFORMATION

Request ID Request Date
600005432 20 Jan 2020

Request Status

Awaiting Customer Reply

ALL DETAILS

COMMENTS

E Add Comment / Attachment

23 Jan 2020 5:08:13 PM, by Jenna Silliboy

Hello Paulo,

Thank you for your permissions query. Please be advised that the final published article may not be
used in the thesis at any time. Wolters Kluwer policy permits only the final peer-reviewed manuscript of
the article to be reused in a thesis. You are free to use the final peer-reviewed manuscript in your print
thesis only. After the 12 month embargo period has passed on your article, the final peer-reviewed
manuscript may appear in your electronic thesis. The content may only appear in the electronic version
if the electronic thesis is to be password protected online.

Since your article published online in Cornea in the Feb 2020 issue, the final peer-reviewed manuscript
may not appear in your online thesis until Feb 2021. These policies are outlined in the Copyright Transfer
Agreement signed upon publication, and are also outlined in our Author Guidelines.

If you have guestions, please let me know. You do not need a written permission to use your
manuscript.

Best,
Jenna View Less

20 Jan 2020 6:59:12 PM, by Paulo Rodolfo Barbisan

Title of the article requested: "Corneal Collagen Cross-Linking in Young Patients for Progressive
Keratoconus.”
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9.4. Permissao junto a editora para a inclusdo da Figura 9. (Figure 9B): Hood DC, Frishman

LJ, Saszik S, et al. Retinal origins of the primate multifocal ERG: implications for the human

response. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2002; 43:1673—-1685.; em atendimento a legislacdo que

rege o direito autoral.

12/03/2020

# = Copyright
(_Elr:ar:lm_'r:

@ Center

https-/imarketplace copyright comirs-ui-web/mpllicense/3c76566a-5a4a-4132-Bef2-eB85456160e91/M10ce121e5-Th51-421f-a398-35d. ..

Marketplace”

Association for Research in Vision & Ophthalmology (ARVO) - License Terms

and Conditions

Order Date
Order license 1D
155N

Type of Use
Publisher

Partion

LICENSED CONTENT

Publication Title

Author/Editor

Date

Language

REQUEST DETAILS

Partion Type

Number of images /
photos / illustrations

Format (select all that
apply)

Who will republish the
content?

Duration of Use

Lifetime Unit Quantity

Rights Requested

NEW WORK DETAILS

Title

Instructor name

Investigative
ophthalmalogy & visual
science

Association for Research
in Vision and
Ophthalmology.

01/011977
English

Image/photofillustration

1

Electronic

Academic institution

Life of current and all
future editions

Up to 499

Main product and any
product related to main
product

Corneal Cross-Linking:

Early indications and side

effects in the retina

Carlos Eduardo Leite
Arieta

ADDITIONAL DETAILS

Order reference number

N/A

REUSE CONTENT DETAILS

12-Mar-2020
102282241
1552-5783

Republish in a thesis/dissertation
ASSOCIATION FOR RESEARCH IN VISION AND

OPHTHALMOLOGY
Image/photofillustration

Country
Rightsholder

Publication Type
URL

Distribution

Translation

Copies for the disabled?
Minor editing privileges?

Incidental promotional
use?

Currency

Institution name

Expected presentation
date

The requesting person /
organization to appear
on the license

United States of America

Association for Research
in Vision & Ophthalmology
(ARVQ)

e-Journal

htep:/fwww.iovs.org/

Worldwide

Original language of
publication

MNao
No
No

usD

State University of
Campinas

2020-04-29

Paulo Rodolfo Tagliari
Barbisan
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Title, description or Figure 9B Title of the Retinal Origins of the
numeric reference of the articlefchapter the Primate Multfocal ERG:
portion(s) portion is from Implications for the
Editor of portion(s) N/A Human Response
Volume of serial or Volume 43 Author of portion(s) .rﬂsstllc.latmn for Research

in Visien and
monograph
Ophthalmology.
Page or page range of Figure 9B . L
portion |55lI.IE, if republlsh.lng an Issue 5
article from a serial
Publication date of 2002-05-01
portion

PUBLISHER SPECIAL TERMS AND CONDITIONS

A reprint of this material must include a full article citation and acknowledge ARVO as the copyright holder.

CCC Republication Terms and Conditions

1. Description of Service; Defined Terms. This Republication License enables the User to obtain licenses for

republication of one or more copyrighted works as described in detail on the relevant Order Confirmation (the
"Waork(s)"). Copyright Clearance Center, Inc. ("CCC") grants licenses through the Service on behalf of the
rightsholder identified on the Order Confirmation (the "Rightsholder”). "Republication”, as used herein, generally
means the inclusion of a Work, in whole or in part, in a new work or works, also as described on the Order
Confirmation. "User", as used herein, means the person or entity making such republication.

. The terms set forth in the relevant Order Confirmation, and any terms set by the Rightsholder with respectto a
particular Work, govern the terms of use of Works in connection with the Service. By using the Service, the person
transacting for a republication license on behalf of the User represents and warrants that he/she/it (a) has been
duly authorized by the User to accept, and hereby does accept, all such terms and conditions on behalf of User,
and (b) shall inform User of all such terms and conditions. In the event such person is a "freelancer” or other third
party independent of User and CCC, such party shall be deemed jointly a "User” for purposes of these terms and
conditions. In any event, User shall be deemed to have accepted and agreed to all such terms and conditions if
User republishes the Work in any fashion.

3. Scope of License; Limitations and Obligations.

3.1. All Werks and all rights therein, including copyright rights, remain the sole and exclusive property of the
Rightshalder. The license created by the exchange of an Order Confirmation (and/or any invoice) and
payment by User of the full amount set forth on that document includes only those rights expressly set
forth in the Order Confirmation and in these terms and conditions, and conveys no other rights in the
Work(s) to User. All rights not expressly granted are hereby reserved.

3.2. General Payment Terms: You may pay by credit card or through an account with us payable at the end of
the month. If you and we agree that you may establish a standing account with CCC, then the following
terms apply: Remit Payment to: Copyright Clearance Center, 29118 Network Place, Chicago, IL 60673-1291.
Payments Due: Invoices are payable upon their delivery to you (or upon our notice to you that they are
available to you for downloading). After 30 days, outstanding amounts will be subject to a service charge
of 1-1/2% per month or, if less, the maximum rate allowed by applicable law. Unless otherwise specifically
set forth in the Order Confirmation or in a separate written agreement signed by CCC, invoices are due
and payable on "net 30" terms. While User may exercise the rights licensed immediately upon issuance of
the Order Confirmation, the license is automatically revoked and is null and void, as if it had never been
issued, if complete payment for the license is not received on a timely basis either from User directly or
through a payment agent, such as a credit card company.

3.3
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i} is "one-time” (including

the editions and preduct family specified in the license), (i) is non-exclusive and non-transferable and (jii)
iz subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on duration of
use or circulation) included in the Order Confirmation or invoice and/or in these terms and conditions.
Upon completion of the licensed use, User shall either secure a new permission for further use of the
Work(s) or immediately cease any new use of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by
deleting or by removing or severing links or other locators) any further copies of the Work (except for
copies printed on paper in accordance with this license and still in User's stock at the end of such period).
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3.4, In che event that the material for which a republication license is soughrincludes third party materials
{such as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) which are identified in such
material as having been used by permission, User is responsible for identifying, and seeking separate
licenses (under this Service or otherwise) for, any of such third party materials; without a separate license,
such third party materials may not be used.

3.5. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any license granted under the
Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read
substantially as follows: "Republished with permission of [Rightsholder's name], from [Work's tide, author,
volume, edition number and year of copyright]: permission conveyed through Copyright Clearance Center,
Inc. ™ Such notice must be provided in a reasonably legible font size and must be placed either
immediately adjacent to the Work as used {for example, as part of a by-line or footnote but notas a
separate electronic link) or in the place where substantially all other credits or notices for the new work
containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in loss to the
Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal
to twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees
and charges specified.

3.6. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order Confirmation. No
Work may be used in any way that is defamatory, violates the rights of third parties {including such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise
illegal, sexually explicit or obscene. In addition, User may not conjoin'a Work with any other material that
may result in damage to the reputation of the Righisholder. User agrees to inform CCC if it becomes aware
of any infringement of any rights in @ Work and to cooperate with any reasonable request of CCC or the
Rightsholder in connection therewith.

4., Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective

employees and directors, against all claims, liability, damages, costs and expenses, including legal fees and
expenses, arising out of any use of 8 Work beyond the scope of the rights granted herein, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights
of copyright, publicity, privacy or other tangible or intangible property.

. Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTAMCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABELE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY
TO USE A WORK, EVEN |[F ONE OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event,
the total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed
the total amount actually paid by User for this license. User assumes full liability for the actions and omissions of
its principals, employees, agents, affiliates, successors and assigns.

. Limited Warranties. THE WORK(5) AND RIGHT{5) ARE PROVIDED "AS 15", CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER
THE RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL
OTHER WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING
WITHOUT LIMITATION IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.
ADDITIONAL RIGHTS MAY BE REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS
OR OTHER PORTIONS OF THE WORK {AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER;
USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL
RIGHTS TQ GRANT.

. Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope
of the license set forth in the Order Confirmation and/or these terms and conditions, shall be a material breach of
the license created by the Order Confirmation and these terms and conditions. Any breach not cured within 30
days of written notice thereof shall result in immediate termination of such license without further notice. Any
unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be liquidated
by payment of the Rightsholder's ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use thatis
not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of
less than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus
Rightsholder's and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

B. Miscellaneous.

hitps:i/marketpiace.copyright. com/rs-ui-webimpllicensel3cT8566a-5ada-4132-Bef2-eB85456 160291/ 1ce121e5-Th51-421-a3588-35d5fal5b 7S

34



116

12032020 hitps:/marketplace.copyright. comirs-ui-webimpilicense/3cT6566a-0ad4a-4132-8ef2-e85456 16089 1/1ce12125-Tb51-4211-a398-35d....

8.1. User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to these
terms and conditions, and CCC reserves the right to send notice to the User by electronic mail or
otherwise for the purposes of notifying User of such changes or additions; provided that any such changes
or additions shall not apply to permissions already secured and paid for.

8.2. Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy,
available online here: https://marketplace.copyright.com/rs-ui-web/mp/privacy-policy

8.3, The licensing transaction described in the Order Confirmation is personal to User. Therefore, User may
not assign or wansfer to any other person (whether a natural person or an organization of any kind) the
license created by the Order Confirmation and these terms and conditions or any rights granted
hereunder; provided, however, that User may assign such license in its entirety on written notce to CCC in
the event of a transfer of ail or substantially all of User’s rights in the new material which includes the
Wark{s) licensed under this Service.

8.4, No amendment or waiver of any terms is binding unless set forth in writing and signed by the parties. The
Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any writing prepared by the User or its
principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern or otherwise relate to the licensing
transaction described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with any terms
set forth in the Order Confirmation and/or in these terms and conditions or CCC's standard operating
procedures, whether such writing is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Crder
Confirmation, and whether such writing appears on a copy of the Order Confirmation or in a separate
instrument.

8.5. The licensing transaction described in the Order Cenfirmation document shall be governed by and
construed under the law of the State of New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts
of law. Any case, controversy, suit, action, or proceeding arising out of, in connection with, or related to
such licensing transaction shall be brought, at CCC's sole discretion, in any federal or state court located in
the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court whose geographical
jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The parties
expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state courtlf you have any
comments or questions about the Service or Copyright Clearance Center, please contact us at 978-750-
8400 or send an e-mail to support@copyright.com.

v1.3
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9.5. Relatério de pldgio da tese escrita submetida a checagem de similaridade pelo sistema
Turnitin.

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
(Faculty of Medical Sciences)
BIBLIOTECA
(Library)

6 UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
t ’ (State University of Campinas)

Campinas, 16 de margo de 2020
PARECER N2 85/2020

0 documento “CROSS-LINKING CORNEANC — INDICACAO PRECOCE E EFEITOS COLATERIAS NA RETINA”"
passou pela checagem de similaridade do sistema Tumitin. O resultade apontou 4% de semelhanga. Taxa de
semelhanca baixa, dentre os apontamentos do sistema, ha trechos inerentes ao discurso cientifico que,

obrigatoriamente, se repetem entre as producdes e devem ser desconsiderados para avaliacio de originalidade no
Programa de Pds-Graduagdo da FCM-Unicamp.

Orientador{a): CARLOS EDUARDO LEITE ARIETA
Aluno(a): Paulo Rodolfo Tagliari Barbisan

Bibliotecaria Rosana Evangelista Poderoso
Doutora em Ciéncias da Sadde
Coordenadora do Servigo de Biblioteca FCM - UNICAMP

itens Apontamentos do Sistema Turnitin Sugestdo
1. A checagem da tese resultou em 4% de similaridade, considerada baixa.
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LS TRATAMENTO

O iratamento do ceralooone vars de acoedo coom o griu de vissal e alleragd
comtenss. Nos SsUos MEls, 0 oo 6 relieio pode ser gerenstado peio uso de dcvdos, A
medida que 2 doenga avanga, as alteragdes na forma da odencs © 0 consequante astipmalisny

vl lam em qualidiade vl sabo com deukes, necessitindo do v de lentes de
woniao. No icios, lenles de vantisa, gelal o risgelul Geitay de
com hidrogel oy sili hideogel. podesn prog oar mna visdo clan. possbilisndo, com

vantagens, bom cosforio ¢ menor custo. Porém, na masena dos casos, & seces=ario loates
rigidis gris-pemmaivis, mendo euse o lipo de late do conlalo mias commmente usachy. Fm doss
g:udm-andcb P o obuer hzads nos EUA £ 2 Bwocin,a
peevaléncin do s de lentes de contats rigics gis-permeiveds foram de 65% ¢ 91%.
respedivamenle. ' Vings desenhos de Jenles (Super Core, Rose K. prggabuck e leates
hibeids ) ¢ opeles de ajuste et dep I J Itdos sitishicans. As lentes
rigidas gds-p X a lidzck: subjacente do formaro da comea ¢

proparncionim uma bod trocn de Lign ams podem apres forso durante o usy, O
cerdocone mokraio pode e\iprE 0y de Densbes rigidis ghs-pennedveis intralimbais ou

lentes - lerai % © G M avanyades, com aomes grandes © descentraluada, olho

sece b descoafonto cous leates convenciosals. podem s coerigidos com o wso de leates

ralonis [LENRE)
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tainon con paci ¥ e ep inslterados apes ¢ CXL. "' Os efepos

G0 XL fubs Vinies e@rulures i esTume Cmeseo, [oam estudedus por v eomees de
inmgen, @ Vive ¢ X vive A menscopa confocd revelon wms decs allansale orgaceada e
compectacio dus ferses das Gitras de coligeno apis o 150 do CXL'* Estukes con

Opho e 30 Je ehétrons que howve um ouveans de 12% nos
ks das Bbeas de colap do estroma anlenior, forzecendo evidenaas
carems de que #F proprias fibrike de coldgere oo savalvidas 0o peosssso do eross-

linkmg.'™

Uma graede peaccoposdo, a0 ymadiar o edmee com UIVA, & o6 aspectos de segurnga
associadus ¢ os possivers eletos coliteris do v da radogdo UVA nas estrutuns eculises. A

maiona dos astuckos sobee segrosnga do p di ahongs 2 & widade 03 estronura
SOMKEALE, CSPRIECIEIE, w5 oo ¢ codoridin. On csudis originies sobre 05 <Riles o
diagdio 204 of 0 lizzadon o culiunes celuk rutachin com sologio

e nibofluvisg o 0,025% e dverwns nlvels de imudincis UVAL apresentaram shvd ciossloo
2 08mWem ™, pocdin quando a nbolkavow sbo G utiliands, u cttolosnidade se aprescors emn
mivess 10 vezes menor. ™ Estudos, i vitro, de cudtura e céhab, demorsmanm que a
sitotoxicidads cndeeslial ocome no comprancuto de cada de 370 am. com nivel & amadidacia

n

A literatun carece de consenso soboe quando o tratumento com CXL devn ser indaadis; o

B0 CORAUIO, T park [ © aenidad visual como cikTio. Do s
estudos quo demonstramm g ;ncwmebcmn indioagdo de CXL. com e cormometria peé-

d I dependem de protocolos regionais. A maioaia dos |

operudina acana de 38 1. apresentam maioe risco de peog s do e

Que puceiies coon sdude superins i 35 aioo, o wcuidade Vil CoOrgidu no peé-aperiing
melhor que 20025, poestsom maior risoo de complicagies ( perds de duas ou mai Fnkas de
Snzlieny Obsorvousse que. 20 s¢ rostnngirem os <riténios de chegibidachd: 2 pacicotes com
Kiade menor de 53 2005 € com um Unste maxuxo de leitunm cemtometricn inferora 38 D.a
freyquinea de compheusdes ¢ [l poderio wr mhx&wm dee 191 Comir a
peugressin do ceralovome & mans [requente ¢ mes rigich em pacienles com menos de |8 anos

de ilade do que em pociented idosos, alem de p KT p lidade de inar na
aidade de ues plagee de chenen: do-s¢ ope © CXL seja a tevipan &0 priscie
«seolha a0 PIOLICESIYO, <ut i <o menos o 26 anos e idade, desde que

2 nespeatiem fodkes os crierios de indieadn de segurangs pas o tatsmenko. Y Baasado nes
estudins de Sandiaco MR o maiona does centeos espevializadis no Brosil realizn o
Trabsrrenio com CXL, am paci borvs de om oo i d
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O peotocalo do 4 & CXL padsio ). desesito peea o do
semocns, ervolve anemesar o olho (por axemplo, som gotar de O3 do choaxiato de
peorimetacuma) sl condicdes oleras ¢ resmver 2 parte contzal 3o 7 2 9 s do epdlio
Vs solug S e ovbotlasning ribod v me=5-fies fato o QU014 com destraro T-S00 5 2000 ¢
comho splicads & superticie o odrmes u i S mishes por 30 menus, arses ds naligdo ©
2 eearvalos de & mipwtos, dursme 3 exposisdo do W atineos, 3 330 nm de mdago UVA,
calibrada saics & ciurgia com D wsdidor de lb\' 3 JaWan', O chageieiato & onls
do 370 mm foi dukeominade, porgue sormesponde ao pios de sheorgdo da nboflavin, «
ircaa de 3 e Wem' &a sefascanls purs cviler pueivel webne de UV, 7110 chictive
i vernogle do cplidio ¢ penuitis & w:uuu.lndamhﬂ.qw. aso coatriek. sech
epedicks pedins junpiees enireilas des Oélpkss epildsis ™ Api o mmmlﬁ: o aplicadins
wolaios mtihicus & lete de contax 1L L wom bog Rildade 3=
exigéne, pors diminue 3 dor, wem impeds o procemo de re-epilelzagio do epaélio
remancsccane' A splicogio de aumbsiticos Wpleos ¢ soossiein por | scaate. apds &
opemagin, iados vw oo Dides keves, A regressdo wial de deseonts k
ecomre deomo de 5o T dies guandy a derce de ooauto & ssmn s O pociemes sda
apcamerte, recisos 205 diis | e S € novamente 20s meses 1 fe 12 apas 2 anrga

4. METODOLOGIA

A1 Metodelogia do primeito esendo

Fae estudo svaliow 17 olbos de 17 pacientes. oom 16 ancs de wchade ou mais, dugnesscados
com censtocuns e imbicacio de traumentn mu'aa, e pek menos, um oo, Todos as
supetos e avalindos 0o Dy de Ofial ix do Hospitad ¢hs Clinkeas ¢
Usversedande Lstadial & Crorpunss (UNICAMP. co Campioas, S50 Paald, Bessil O mesmo
100 Serva Como Sal proprio arok (antes do CXL v, depoes de CXL ) Os olsos foram
wvaliados, em dermos de MAVC, arro sefracional. pressio intra~ocular, bromicrascopia com
limpirks cle lends, oftalmosoopes indbreta, gracks de Amsler, registro de mssgem o fundo de
alho (retmogaflo), FA, AF ¢ SD-OCT, antes do CXL, 7 ¢ 30 duas apds o procedimento. A

3 i s asulrfoced (nfERG) ol sozstrda autes ¢ 7 dus apée o CXL. Foam

fade de chmes que unped nﬂuclmn‘hamanm explicaoe una pesda de

acndsde visual, Todos as parti frngy Tivre ) i/
Infoemady por escrii sites & partiopado; pais ou respussivel begal assinaram o lemo de
Tivgs & esclurecido quando as indivih f Made mesoe qee 18

108, 1516 o 10 aroviido pelo COmise de [xisa et Peseian < Seres Hnesods
Uhivervichde Estadual de Coonpics (UNICAMI')  sderw & Deolaeny o de Heksinque

4.0 Procedimunto de CXT.

A foate UVA utilzeadn for um dispasitivo de estado sdlido (Sisxema de Cross-Linking

Coracano X-Link, Opto¥. Brasil), consistindo coidifuncto & spot UVAL & 9 e com wm
i e wensdo T 9 pari urdizados foram o comprissento de onds

370 i e poténcns de 3 mWiemreo SA Tiens’ quaincdo i 1.5 em da cdenet Apds 3 sphaci do

bl

um Jor (9 wen de did 1ot utilenda uma espaiulo purn remover o
spitelio da coene, em um coculo centnl. Ums wluﬂu fotossemsinilizante (nbeflavama 0,1%
- 400 MOSM. Ophthalmes @, Brasil| fos apligada o sada $ mimtes, duranie wm periodo de 30
o, Logo em seguch, n.n'lmllm‘im o aplicads u codu § minss, mqm 30 minutes
e exposico uiieayioles, Todks 08 cinvgides que readizamim o peootimento ety oo

mesmo nivel de habilidhde. Apds o os fornm medicados com meividti
413 A I cA b

Pagz apabsar o status vascalir G yeting, da axicuk © do pilo posterior, oo oblidkes imagois
oo et fia, FA @ Al utilizando um o ivo de imagem de fimdo (Visucam e NMEA:

Carl Zeiss Medvtee AG; Alemanha) A papdu fid dhitecks mma‘hm de tropleamita @ 1% &
b fenilefrina a 1044 vma solugiin de fvocesceina sadica n 109, fof administrada por via
intravenosa. em bokes. na dose de 7.7 mxE ke, obtaado-se forozrafias scriadas da rotin durane
15 smritos:

414 FRG el

O sstenns scan 21 systemE (RoJand Consx, Alemanha) oo uilizado para
medir o mfLRG de scoeda com o da Socsedade I ional de Llctrodisiol
Clinics ﬂ{\'lslo (ISCEV). A pupilo fol diloada com colirio de lmpn:xmiﬂ‘i taede
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L1A SINAIS ESINTOMAS

A sugomarologia relickads o ooratosne vares dapendendo do ¢srigin ¢ da siade de

O paxci pockem ser
sevobxlidade § luz, visual acko de hales em womo de objeins, tadiza ocular, ienmigso, alergia,
dar. poeicdo < badas seukbide vasal ™ = On sintonse vk & leve & grave, podawo

vy, de inicio, maioe

P miopia, irregular ¢, cicamizes na comes.'Um
pecicere pico com p . 08 ocdokes e com queixis de cmbagamesno
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112 ETHOLOGIA

Epes-&aelwl:g" ia p deleminady, existem viriss ussocingoes, incluind
Doanga Atipica. Rﬂardo. Mental, Sindrome de Down, Amascose Congénita de [Leber,
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uma viz comum, final, de virss
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doengas que crusam alleragies estruluras na camea Jevando a0 afimumenio ¢ ao
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