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RESUMO

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi determinar se dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4% topico reduz a duracdo da conjuntivite viral aguda
presumida quando comparada a utilizacao de lagrimas artificiais, bem como verificar
se 0 supracitado tratamento alivia de forma mais eficaz os sintomas da doenca.
Desenho: Trata-se de ensaio clinico randomizado, mascarado. Métodos: Cento e
vinte e dois pacientes com diagnéstico clinico de conjuntivite viral aguda foram
randomizados em grupo tratamento e grupo controle. Médicos e pacientes foram
mascarados para tratamento. Foram coletados swabs do férnice conjuntival para
analise de PCR. Pacientes do grupo tratamento receberam dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4% quatro vezes ao dia, enquanto pacientes do grupo controle
receberam lagrimas artificiais na mesma frequéncia, ambos durante sete dias.
Escore de sintomas foi obtido no dia de entrada e em cada dia de acompanhamento:
5, 10 e 30 dias apds. O principal desfecho foi a duragdo da doenga. Entretanto,
outras variaveis igualmente observadas foram desconforto geral, prurido, sensagao
de corpo estranho, lacrimejamento, vermelhiddo e edema palpebral, efeitos
adversos, pressao intraocular, duragdo e incidéncia de infilirados corneanos sub-
epiteliais.

Resultados: Ndo houve diferenca estatistica significante no que tange a melhora de
sintomas, presséo intraocular e incidéncia de infiltrados subepiteliais entre os grupos
tratamento e controle em nenhum dos dias de acompanhamento.
Pacientes do grupo tratamento apresentaram mais ardéncia (p<.001) e duracao
menor da conjuntivite (9.4x4.6 dias - média - no grupo dexametasona 0,1%/
iodopovidine 0,4% versus 11.844.9 dias - média - no grupo lagrimas artificiais,
p=.009). Conclusao: O uso de dexametasona 0,1%/iodo-povidine 0,4% tépico,
quando usado na periodicidade de quatro vezes ao dia, parece diminuir a duracao
da conjuntivite, apesar de produzir maior ardéncia do que as lagrimas artificiais e
nao apresentar significativa melhora dos sintomas em relacdo ao referido grupo

controle.

Palavras Chave: conjuntivite viral, dexametasona, iodo-povidine, adenovirus.



ABSTRACT

Purpose: To determine whether topical dexamethasone 0.1%/povidone-iodine 0.4%
reduces the duration of presumed viral conjunctivitis better than artificial tears and
whether the treatment relieves the symptoms of this disease. Design: It's a
randomized, masked, controlled trial. Methods: One hundred and twenty-two
patients with a clinical diagnosis of presumed viral conjunctivitis were randomized to
either the treatment group or the control group. Physicians and patients were masked
to the treatment. Swabs were taken from the conjunctival fornix for adenovirus PCR
analyses. Patients in the treatment group received topical dexamethasone
0.1%/povidone-iodine 0.4% eye drops four times daily, and patients in the placebo
group received artificial tears four times daily, both for seven days. Symptoms were
recorded on the day of recruitment and at the time of a follow-up examination
5, 10 and 30 days later. The main outcome was duration of the disease.
The others outcomes were overall discomfort, itching, foreign body sensation,
tearing, redness, eyelid swelling, side effects of the eye drops, intraocular pressure
and the incidence of subepithelial corneal infiltrates. Results: There was no
statistically significant difference between the treatment group and the control group
in terms of the patients’ symptoms, intraocular pressure, and incidence of
subepithelial cornea infiltrates during the entire follow-up period. Patients of the
treatment group reported more stinging (p<.001) and a shorter conjunctivitis duration
(9.4+4.6 days in the dexamethasone 0.1%/povidone-iodine 0.4% group versus
11.8+4.9 days in the artificial tears group, p=.009). Conclusion: The use of topical
dexamethasone 0.1%/povidone-iodine 0.4% eye drops four times daily appears to
reduce the duration of conjunctivitis, although it causes more stinging than artificial

tears.

Keywords: viral conjunctivitis, dexamethasone, povidone-iodine, adenovirus.
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INTRODUCAO

1.1- Etiologia e prevaléncia

A conjuntivite viral aguda é uma das desordens mais comuns na saude
primaria oftalmolégica e geral. Aproximadamente 3% de todas consultas no ambito
dos servicos de emergéncia estdo relacionadas a queixas oculares, sendo a
conjuntivite a responsavel por 30% dos casos'". A proporcéo de etiologia viral varia
conforme a idade, localizacdo, estacdo, ou técnica de deteccao laboratorial.
E altamente contagiosa, comumente pelo lapso de 10 a 12 dias do inicio dos
sintomas, enquanto os olhos estdo vermelhos. E tipicamente causada por
adenovirus, um grupo de virus ndo envelopados icosaédricos que contem 35kb de
fita-dupla de DNA e sao pertencentes a familia Adenoviridae, do género
Mastadenovirus. Os adenovirus sédo divididos em sete espécies (A-G), baseado em
sua morfologia, propriedades oncogénicas, tamanho genoma e sequéncia de
DNA®9),

Nesse contexto, o grupo de infec¢gées oculares por adenovirus inclui
ceratoconjuntivite adenoviral ou Cerato Conjuntivite Epidémica, Conjuntivite Folicular
e Febre Faringoconjuntival®. Outras causas menos comuns incluem herpes virus
simples, varicela zoster, picornavirus, poxvirus, virus da imunodeficiéncia humana,
influenza virus, virus EpteinBarr e rubéola. Um estudo americano em adultos e
criangas em um servico de emergéncia oftalmolégica concluiu que 62% dos casos
de conjuntivite infecciosa aguda tem causa adenoviral”®. Qutro estudo, do Japao,
demonstra que o adenovirus é o agente causal de 75% dos casos de suspeita de
conjuntivite viral'®. No Brasil, contudo, dados epidemioldgicos a respeito da
prevaléncia de infeccées oculares pelo adenovirus sdo raros. Maranhao et al.,
estudou um grupo de 75 swabs de olhos de pacientes com queixas clinicas de
conjuntivite e reportou que 60% destes tiveram teste PCR positivo para
adenovirus'"”, enquanto outro estudo brasileiro relata prevaléncia de 36.6%"?.
Entretanto, dados estatisticos precisos de incidéncia e prevaléncia de conjuntivite
adenoviral em niveis globais ainda nao estdo disponiveis. A razao disso se deve ao
fato de que boa parcela dos casos sao indetectaveis, ja que muitos pacientes nao
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procuram assisténcia médica, bem como a falta de estudos epidemiolégicos em
diversos paises. De acordo com dados oriundos da Alemanha, a infeccdo € mais
comum em adultos, podendo, contudo, afetar qualquer grupo etario. Nao ha,

ademais, predilecao por sexo!'?.

No que tange aos custos decorrentes da conjuntivite, importa ressaltar
que os dispéndios diretos incluem diagnéstico e tratamento (auto tratamento e
tratamento por profissionais médicos, medicamentos, perda de dias de trabalho,

cuidados informais etc.)!"¥

, a0 passo que os indiretos englobam a utilizagdo de
servicos médicos (por exemplo, consultas médicas evitaveis, retornos), queda de
qualidade de vida e reducdo da frequéncia a escola para criancas em idade
escolar’®. Nesse passo, a prescricdo inadequada de antibiéticos em casos de
diagnéstico incorreto constitui um dos maiores responsaveis pelo custo relacionado
a conjuntivite. A despesa decorrente da prescricao de antibidticos para o tratamento
da referida moléstia, segundo o British National Health System (NHS),

(16)  Além disso,

é de aproximadamente 8.7 milhGes de ddlares por ano
infeccbes  conjuntivais  hospitalares podem gerar gastos = significativos.
Um estudo demostrou, por exemplo, que um surto de ceratoconjuntivite em um
hospital universitario gerou um custo de 29.527 délares em cuidados médicos,

investigativos e queda de produtividade!"”.

1.2- Sintomatologia e diagndstico

Geralmente, o diagndstico de conjuntivite viral é realizado somente com
dados clinicos. Nesse sentido, os pacientes podem fornecer uma histéria recente de
exposicao a um individuo que apresentava os olhos vermelhos, ou podem ter uma
histéria recente de sintomas de infeccdo das vias aéreas superiores. O principal
modo de transmissao da conjuntivite viral é o contato direto do paciente com o virus
nas secrecdes oculares ou do compartilhamento de objetos (toalhas, lencbis, sabao,
oculos, dentre outros). Ademais, a aglomeracdo de pacientes infectados e
suscetiveis a aquisicdo da doenca aumenta, indubitavelmente, a probabilidade de
transmissdo da conjuntivite viral. Destaca-se, ainda, que consultérios de

oftalmologistas e outros servigcos de saude similares contribuem para a propagacao
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da conjuntivite em razdo de adenovirus infeccioso sobre os dedos dos pacientes e
dos profissionais de saude, instrumentos contaminados e colirios infectados.
A aquisicdo da infeccdo por adenovirus em decorréncia da presenca deste em
superficies comuns na sala de espera de consultérios e demais servigos de saude
também pode ser um fator de risco relevante na disseminagéo iatrogénica. Por fim,
a transmissao ocular da doenca também é facilitada pela ocorréncia de microtrauma

apés a manipulacao ocular".

A infecgdo ocular pode ser unilateral ou bilateral. Os pacientes podem
reportar ardéncia, sensacdao de corpo estranho, lacrimejamento, vermelhidao,
descarga mucosa, edema palpebral e fotofobia. Os sinais de conjuntivite viral aguda,
por sua vez, incluem foliculos na palpebra inferior, linfonodo pré-auricular, epifora,
hiperemia, quemose, edema e hiperemia palpebral, hemorragias puntiformes

conjuntivais, ceratite puntacta e ocasionalmente membranas e pseudomembranas'’.

Além disso, infiltrados corneanos subepiteliais podem se desenvolver de
1 a 2 semanas apoOs o inicio da conjuntivite. Esta alteragcdo é considerada um
fenbmeno imunopatoldgico e é explicado pelo estroma corneano que atua como um
“‘mataborrdo imunolégico”, que absorve os antigenos produzidos pelo virus
replicados no epitélio'®. Estes antigenos, apds entrarem no estroma superficial,
atraem linfocitos ativados e células mononucleares que se acumulam ao redor deles.
Esse aspecto foi confirmado por exame histopatolégico apdés a realizacdo de

1920 Em 20 a 50% dos casos, a opacidade da cérnea pode

ceratoplastia lamelar
persistir por algumas semanas a meses (raramente até 2 anos). Este fen6meno
pode diminuir significativamente a acuidade visual, bem como causar sintomas
reflexos. Em casos raros, cicatrizes conjuntivais e simbléfaro podem ocorrer
secundariamente a conjuntivite membranosa. Ademais, membranas e
pseudomembranas podem ocorrer na conjuntivite viral aguda, assim como
alteragbes corneanas que variam de ceratite difusa superficial até defeitos epiteliais

e opacidades subepiteliais®".

Os testes laboratoriais ndo sao, via de regra, necessarios. Entretanto,
embora os referidos testes possam ser caros e demorados, revelam-se Uteis em
algumas circunstancias®?®. Citologia conjuntival com coloragdo Giemsa,

culturas virais, técnicas de anticorpos fluorescentes, ensaio imunoenzimético,
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fixacdo de complemento e ensaio de cadeia de polimerase (PCR) estdo entre os
meios possiveis de confirmacdo do diagnéstico®”. De outro lado, os testes rapidos
disponiveis comercialmente para detecgdo do antigeno de adenovirus sdo menos
sensiveis e também menos especificos quando comparados aos testes para
deteccdo de acido nucleico, ndo se podendo ignorar, todavia, a utilidade deles,
ja que podem ser realizados de forma mais pratica e rapida na prética clinica.
Por fim, a detecgédo de acido nucleico com adigédo de técnicas de amplificacdo de
acido nucleico, como reacao cadeia polimerase (PCR), é o teste de escolha para a
deteccdo viral da conjuntivite adenoviral, uma vez que tem alta especificidade,
alta sensibilidade e rapidez®.

1.3- Tratamento

A conjuntivite viral € uma condicao autolimitada. Dessa forma, a infeccgéao,
de modo geral, resolve-se espontaneamente no periodo de 2 a 4 semanas.
Além disso, o tratamento para conjuntivite adenoviral é de suporte. Desse modo,
0s pacientes usualmente sdo instruidos a usarem compressas frias e lubrificantes,
0s quais proporcionam conforto e alivio dos sintomas. Para pacientes que sao
susceptiveis, contudo, um antibiético tépico pode ser usado para prevenir eventual
superinfeccdo bacteriana. J4 os esteroides tépicos podem ser utilizados para
pseudomembranas ou, ainda, quando infiltrados subepiteliais prejudicam a viséo,
apesar destes poderem retornar apds a descontinuacdo dos esteroides!”.

Nesse contexto, ressalta-se que uma revisao recente da literatura acerca
da ceratoconjuntivite adenoviral conclui que ndo ha agente efetivo que atue na
causa da conjuntivite: o tratamento se mantém puramente sintomatico®®. Entretanto,
em que pesem os tratamentos atuais, muitos pacientes ainda tem desconforto
significativo e, considerando a desproporcional morbidade e o potencial impacto
econdmico, bem como a auséncia de uma solugdo para a conjuntivite infecciosa,
mostra-se desejavel a existéncia de um agente que, concomitantemente, reduza os
sintomas e diminua a transmissao do virus.

Diante disso, deve-se ponderar que varios agentes ja foram avaliados no

tratamento da conjuntivite viral aguda. Os antiinflamatérios nao esteroidais nao

(29)

demostraram ter atividade antiviral in vitro ou em modelos animais e,
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quando avaliados em ensaios clinicos randomizados  mascarados,
ndo apresentaram superioridade em relacdo as lagrimas artificiais®®3".
No que tange aos antivirais, o ganciclovir demostrou ser efetivo in vitro na atividade
inibitéria contra varios tipos adenovirais , porém, quando avaliado em ensaio clinico
randomizado, ndo demostrou melhora estatistica em relagdo ao grupo controle®?.
Ja no que se refere ao cidofovir, outro agente antiviral, estudos prévios in vitro e em
animais testaram sua eficdcia contra o adenovirus, reduzindo titulos virais,

(3335  No entanto,

bem como o tempo de duragdo da replicagcdo do virus
em estudo clinico, o predito agente antiviral, utilizado isoladamente ou em
combinacao com ciclosporina tépica, ndo acelerou a melhora dos sintomas clinicos
da conjuntivite viral aguda, quando comparado com o curso natural da doenga, e,
apesar de reduzir a frequéncia de opacidades corneanas, seu uso € restrito em
decorréncia da toxicidade local®®. J& os interferons sdo proteinas naturais
produzidas em resposta a infec¢cdo viral para inibir a propagacdo viral e,
tendo estudo experimental in vitro ja demonstrado seu efeito inibitério em
adenovirus, revelam-se potenciais meios de tratamento para a conjuntivite viral®”.
Porém, os estudos prospectivos randomizados em humanos ndo demonstraram

3849 Em que pese tal conclusdo, estudo distinto demonstrou que o colirio

de interferon pode ter efeito preventivo em pacientes expostos ao adenovirus“’.

beneficio!

A dexametasona, por sua vez, € um potente e bem tolerado esteroide que

tem sido usado extensivamente como agente topico monoterapia bem como

combinado com outros tratamentos!4%4?

44-46

, sendo, em geral, utilizada para reduzir a
dor local e a inflamagdo ocular**®. No entanto, embora o uso de dexametasona
possa ter alguma eficacia para amenizar os sintomas da conjuntivite viral aguda em
curto prazo, estudos em modelos coelhos sugeriram que mesmo um curso curto de
corticoides, com relativa baixa poténcia e sem a adicdo de um antiviral adequado,

47-49) - Além  disso,

pode aumentar a replicagdo viral e prolongar a infectividade'
0 uso prolongado de corticoides topicos eleva os riscos de complicacdes oculares,
como, por exemplo, pressdo intra-ocular elevada, formacdo da catarata e

superinfecgdo por fungos®.

Noutro vértice, o iodo-povidine é um antisséptico extensivamente utilizado

na preparacdo de cirurgias em geral, usos oftalmolégicos e desinfeccédo

51-57)

laboratorial' A utilizacdo recorrente de tal agente para as supracitadas
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finalidades decorre do fato de que solucdes diluidas com iodo-povidine inibem virus,
bactérias, fungos e alguns outros parasitas®®. Em uma investigacdo no Japao,
uma quantidade de virus, incluindo adenovirus e herpes, foram muito susceptiveis
ao iodo-povidine in vitro, mesmo em concentragbes abaixo de 1.0%°%.
Outros estudos que também demostraram a ac¢ao iodo-povidine, in vitro, foram o de
Monnerat et al., na concentragao de 0.8%%, e o de Akanuma, na concentragdo de
0.2%". Assim, o iodo-povidine revelou-se uma opcdo potencial para reduzir o
contagio em casos de infec¢gdes adenovirais. Em relacdo a estudos com pacientes,
0 iodo-povidine na concentragcdo de 2.5% foi comparado a vasoconstritores,
corticoide e interferon, obtendo os melhores resultados quando comparado a esses
outros agentes®. Quando usado nessa mesma concentragdo (2.5%) em estudo
prospectivo com recém-natos durante uma epidemia de conjuntivite adenoviral,
0 grupo que recebeu irrigacao iodo-povidine apresentou melhora dos scores clinicos
em relagdo ao grupo controle®. Em adultos, estudo ndo controlado com
iodo-povidine, na concentracdo de 2%, demostrou recuperagcdo dos sintomas em

77% dos pacientes em uma semana‘®®.

Por fim, a dexametasona 0,1%/iodo-povidine 0,4% é um colirio contendo
um esteroide e um antisséptico, que demonstrou ser um promissor como agente
terapéutico para o tratamento da conjuntivite adenoviral. Nesse passo, um estudo
prospectivo simples ndo mascarado avaliou o efeito da dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4% em humanos (6 pacientes, 9 olhos), com sintomas de
conjuntivite aguda, os quais tiveram teste rapido positivo para antigeno antiviral
(RPS), e mostrou sucesso terapéutico do sobredito colirio, com resolucao da injecao
conjuntival, descarga mucosa e queda dos titulos virais®. Além disso,
estudo in vitro do mesmo autor, destinado a avaliacdo dessa formulacdo contra
outros agentes com significativa morbidade como Staphylococcus aureous,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcencens, Candida albicans, Fusarium solani
e Acanthamoeba castellannii, mostrou também a grande eficacia da dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4%, com morte de 99,9% apds exposicao de 15 segundos em
S. aureous, P. aeruginosa, S. marcescens, C. albicans e de 60 segundos em

F. solani, ndo tendo sido foi observado agdo em A. catellannii®.

Em adigéo,
em estudo diverso, a combinacdo dexametasona 0,1%f/iodo-povidine 0,4% foi

comparada a tobramicina 0,3%/dexametasona 0,1%, cidofovir 0,3% e a solucdo
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salina balanceada em c6rnea de modelos de coelhos. Como resultado, observou-se
que a dexametasona 0,1%/iodo-povidine 0,4% melhorou significativamente os sinais
clinicos em comparagdo aos outros tratamentos, além de proporcionar a reducao
dos titulos virais. Ja o cidofovir, por outro lado, mostrou maior toxicidade, enquanto a

tobramicina/dexametasona prolongou o tempo de duragdo da doenga‘®®.
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JUSTIFICATIVA

Considerando que a conjuntivite viral aguda € uma condicdo de grande
prevaléncia e impacto socioeconémico, é altamente desejavel a utilizagdo de uma
droga que seja capaz de reduzir os sintomas, a transmissibilidade e o tempo de
duracdo da doenca. Assim, a obtencdo de resultados favoraveis com o uso de
dexametasona 0,1%/iodo-povidine 0,4% no tratamento da conjuntivite viral aguda
em estudos prévios (in vitro, em modelos animais e clinico ndo controlado) indicam a
necessidade de realizagdo de um ensaio clinico fase lll, a fim de que seja testada a
eficacia da droga em um grupo maior de pacientes, bem como para que sejam

contrapostos e sopesados os beneficios terapéuticos e os efeitos adversos.
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OBJETIVOS

3.1- Objetivo principal

O principal objetivo desse estudo foi determinar se dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4% reduz a duragao da conjuntivite viral aguda presumida de
modo mais efetivo do que lagrimas artificiais e se o tratamento diminui os sintomas

da doenca.

3.2- Objetivos secundarios

Os objetivos secundarios sdo os de avaliar o efeito da dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4% em relacdo a incidéncia de infiltrados subepiteliais,
a variacdo de pressado intraocular e aos efeitos colaterais, quando comparada as

lagrimas artificiais.
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MATERIAL E METODOS

4.1- Desenho do estudo

Trata-se de estudo prospectivo, randomizado, mascarado.

4.2- Local e populacao do estudo

Os pacientes foram recrutados na sala de Emergéncia Oftalmolégica do
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas, Brasil,
entre Novembro de 2011 e Junho de 2012.

4.3- Critérios de inclusao e exclusao
4 .3.1- Critérios de inclusao

Foram selecionados pacientes com histéria de conjuntivite unilateral ou
bilateral (com caracteristicas clinicas como aparecimento subito de conjuntivite
folicular aguda, descarga mucosa, hiperemia e quemose) com menos de 1 semana
de duracdo. Além disso, era necessario que 0s pacientes apresentassem pelo
menos uma das seguintes caracteristicas compativeis com conjuntivite viral: foliculos
na conjuntiva tarsal inferior, linfadenopatia preauricular ipsilateral, precedente de
sintomas gripais (incluindo febre, coriza, sintomas respiratorios, nausea, vémito,
diarreia ou mialgia), ou histéria recente de contato com familiar ou colega de

trabalho que tenha apresentado quaisquer dos sintomas tipicos da doenca.

4.3.2- Critérios de exclusao
e Histéria de conjuntivite alérgica;

e Uso de medicacgao ocular apds inicio dos sintomas;
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e Uso de lente de contato;

e Historia de doenca herpética ocular;
e Historia de cirurgia ocular;

e Histdria de doencga crdnica ocular (exceto erro refrativo);
e Alergia a iodo;

e Gravidez;

e Idade menor que 18 anos;

e Glaucoma;

e Blefarite ou olho seco grave;

e Defeito epitelial da cérnea;

e Descarga purulenta;

¢ Inflamacéo intraocular;

4.4- Aleatorizacao e mascaramento

Os pacientes que preecheram os critérios do vertente estudo e
concordaram em participar foram randomizados para receber dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4% (pH=6.7, sem preservativos, preparado e fornecido pela
Ophthalmos®, Sao Paulo, Brasil) ou lagrimas artificiais (metilcelulose 0.5% com
cloreto de benzalcbnio como preservativo, pH=6.6, preparado e fornecido pela
Ophthalmos®, Sao Paulo, Brasil), por sorteio, realizado no momento de saida do
Servigco de Emergéncia Oftalmolégica, em que os pacientes recebiam a medicacao
em envelopes nao identificados; os envelopes eram opacos, selados e codificados
numericamente  contendo frascos nao identificados de dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4% ou lagrimas artificiais. Os mesmos foram preparados e
eram entregues aos pacientes por profissionais nao envolvidos diretamente com o

estudo, sendo o preparo e a entrega realizados por pessoas diferentes.
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Os pacientes foram instruidos a instilarem uma gota no olho sintomaético,
quatro vezes ao dia, durante sete dias. A identidade do colirio foi mascarada para
investigador e paciente até o encerramento do estudo. Ao final deste, o codigo da
randomizacao foi obtido.

4.5- Reacao em cadeia da polimerase

No primeiro dia, amostras de swab conjuntival foram coletadas dos
pacientes com suspeita de conjuntivite, e submetidas a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), para deteccdo do adenovirus, no Laboratério de
Virus/FCM/Unicamp, da seguinte forma:

4.5.1- Extracdo de DNA de Swab Ocular

As amostras foram colocadas em solucao estéril de NaCl a 0,9% e
mantidas em freezer a -80 graus até o momento da extracao. Apds centrifugacao do
material, 0 sedimento obtido foi submetido a extracdo do acido nucléico, a partir da
utilizacdo de kits comerciais e conforme as especificacées do fabricante. O produto
final foi solubilizado em &gua e sua concentracdo foi medida utilizando-se
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 260nm e mantido em freezer a

-80 graus até sua utilizagao.

45.2- Deteccdao do gene da Beta-Globina pela Reacdo em Cadeia da

Polimerase

A amplificacdo de um fragmento do gene da Beta-Globina (3-Globina)
humana foi utilizada para checar a qualidade do DNA em todas as amostras
testadas. O produto obtido de 110 pares de bases indicou, principalmente,
a presenca de DNA nas amostras, bem como que o DNA extraido € de boa
qualidade e que nao contém substancias inibidoras da reacdo, garantindo, assim,
um controle interno de qualidade do experimento, indispensavel a seguranca dos



25

resultados. A reacdo em cadeia da polimerase seguiu o0 método previamente
descrito®”, para PCR simples. Foram complementados 40 ciclos de amplificagdo
para cada amostra e cada ciclo foi constituido de 3 etapas: a) separacao das hélices
de DNA por aquecimento a 94° C durante 30 segundos; b) ligacao complementar
entre os “primers” e o DNA em temperatura de 55° C por 1 minuto (anelamento) e
c) sintese do DNA pela Taq polimerase, em temperatura de 72°C por 2 minutos

(extensao).

Os ciclos foram realizados automaticamente em equipamento apropriado
(“DNA Thermal Cycler” - MJ, EUA). As amostras foram aquecidas inicialmente a
94° C, por 3 minutos, para a inativagdo de qualquer atividade de proteases que
pudesse interferir com a reacdo enzimatica e, ap6s o ultimo ciclo, o periodo de
extensdo final (72°C) foi de 8 minutos. Foram utilizados dois iniciadores que

flanqueiam uma regido constante do gene da B-globina (Tabela 1).

Tabela 1- Sequéncia de primers que flanqueiam uma regido conservada do gene da
B-Globina utilizados na PCR

Primers* Sequéncia (5’ > 3’)
PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC
PCO4 CAACTTCATCCACGTTTCACC

4.5.3- Deteccao do DNA do Adenovirus Humano através da Reacado em Cadeia

da Polimerase

Os primers de adenovirus foram selecionados da sequéncia de DNA da
regido do hexon do Adenovirus tipos 2 e 5 (produto 300pb®"". Cada 50ul da
reacao foi constituida de 10mM Tris-HCI (pH 8.3), 50mM de cloreto de potéssio,
cloreto de magnésio e glicerol, 200pmol de deoxinucleotideos trifosfatos,
0,2pmol de cada primer (HAdv 1 - 5GCCGCAGTGGTCTTATGCACATC 3 e
HAdv2 - 55 CAGCACGCCGCGGATGTCAAGT 3°), 1,25 de Taq DNA polimerase,
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1ul de DNA extraido e agua destilada estéril. O programa padrao para PCR foi o
seguinte: 94°C por 7 min seguido por 35 ciclos de 2 min a 94°C, 1.5 min a 55°C e
2 min a 72°C. A temperatura de anelamento foi essencial para assegurar a detecg¢ao
do Adenovirus subgénero B (tipos 7 e 11)79. Todas as amplificaces foram
realizadas em termociclador automatico, marca MJ, e os produtos obtidos foram
analisados em gel de agarose a 3%, corado com brometo de etideo. Como controle
negativo, foi utilizada agua e, como controle positivo, foi utilizado um plasmideo
contendo o gene hexon do adenovirus.

4.6- Coleta de dados

Os pacientes foram examinados no momento de entrada (baseline) e
solicitados a retornar 5 (x1), 10 (x1) e 30 (¥2) dias apdés a avaliacédo inicial.
A principal variavel foi observada foi a duragdo da doenca. As outras variaveis
igualmente avaliadas foram desconforto geral, prurido, sensacao de corpo estranho,
lacrimejamento, vermelhiddo, edema palpebral, efeitos adversos do colirio, pressdo
intraocular (PIO) e incidéncia de infiltrados corneanos subepiteliais.

Cada sintoma, presente ou ausente, foi relatado pelo paciente na consulta
inicial e de seguimento. Além disso, cada paciente reportou sua opinido a respeito
da utilidade do tratamento no que se tange ao alivio de seus sintomas através de
uma escala de 4 pontos: ndo ajudou (0), incerto (1), acho que ajudou (2),
com certeza ajudou (3). O questionario e os critérios de sele¢cao dos pacientes foram
obtidos de um ensaio clinico de conjuntivite similar®®, tendo sido promovidas

adaptacdes (Anexo 2).

Infiltrados subepiteliais corneanos também foram pesquisados por meio
do exame de biomicroscopia com lampada de fenda, além da avaliagdo da cérnea,
conjuntiva e camara anterior. Nao obstante, presséo intraocular aferida em cada
atendimento, através de tondbmetro de aplanacao. Os pacientes foram interrogados a
respeito da duragédo da conjuntivite no trigésimo dia. Os examinadores dos pacientes
foram os mesmos na avaliacdo inicial e nas consultas de seguimento.
Pacientes faltantes foram contactados por telefone para comparecer na visita
seguinte. Se isso nao fosse possivel, o questionario e o relato quanto a duracao dos
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sintomas foram obtidos por meio de entrevista telefénica. A cada visita, os pacientes
eram interrogados a respeito do uso regular da medicagao, e a importancia do uso
correto desta era reforgcada. Os pacientes que apresentaram infiltrados subepiteliais
da cornea em algum momento do estudo descontinuaram o uso do colirio e foram

tratados com corticosteroides (prednisolona toépica 0.1% durante quatro semanas).

Os pacientes foram instruidos a contactar algum dos principais
investigadores por via telefénica se estivessem sentindo qualquer efeito colateral
significante dos colirios. Se o investigador, contudo, ndo estivesse disponivel no
momento do contato, os pacientes eram instruidos a procurar o Servico de
Emergéncia Oftalmolégica do Hospital das Clinicas/Unicamp, que encontra-se a
disposicao 24 horas por dia. Além disso, foi questionado aos pacientes a respeito de
efeitos colaterais nos dias 5, 10 e 30 de seguimento.

4.7- Calculo do tamanho da amostra e analise estatistica

Um estudo anterior mostrou que 78% dos pacientes relataram que as
lagrimas artificiais melhoraram os seus sintomas'’?. Este estudo foi desenvolvido
para ter uma chance de 80% (p<0.05) de detectar diferenca de 19% de percepgao
de melhora dos pacientes. Levando em conta uma perda de 5% a titulo de follow-up,

nossa meta foi recrutar 112 pacientes.

A andlise estatistica foi realizada pelo Servigo de Estatistica da comisséo
de Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. Foi utilizado o software
SAS System para Windows (Statistical Analysis System) 9.1.3. SAS software,
Institute Inc, 2002-2003, Cary, NC, USA, para andlise estatistica. O teste de
qui-quadrado ou Fisher foi usado para varidveis categoricas, ja para variaveis
continuas fez-se uso do teste de Mann-Whitney. Por fim, o teste ANOVA para
medidas repetidas foi empregado para comparar medidas longitudinais entre grupos
e tempo, seguido pelo profile test. As variaveis foram transformadas em categorias
devido a falta de distribuicdo normal. Valores p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4.8- Aspectos éticos da pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Médicas/Unicamp (CEP: 742/2011 e CAAE: 0664.0.146.000-11) e um consentimento
livre esclarecido escrito (Apéndice 1) foi obtido de todos os pacientes. N6s nos
certificamos que todos regulamentos institucionais e governamentais a respeito do
uso ético de pacientes voluntarios foram devidamente respeitados nesse estudo,
como preconiza a declaracdo de Hensinki. O estudo foi registrado no
www.clinicaltrials.gov: NCT01481519.



http://www.clinicaltrials.gov/
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RESULTADOS

Um total de 122 pacientes que preencheram os critérios estabelecidos
foram inicialmente incluidos no presente estudo. O fluxograma dos pacientes
incluidos esta representado na figura 1. Conforme se pode extrair do referido
esquema grafico, onze pacientes nao retornaram no quinto dia de seguimento,
sendo oito deles pertencentes ao grupo lagrimas artificiais e trés ao grupo
dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%. Além disso, verifica-se que cento e nove
pacientes foram avaliados no décimo dia de seguimento (56 do grupo dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4% e 53 do grupo lagrimas artificiais), enquanto que cento e
quatro pacientes submeteram-se a avaliagdo no trigésimo dia de seguimento
(55 do grupo dexametasona 0.1%f/iodo-povidine 0.4% e 49 do grupo lagrimas
artificiais. Sete pacientes apresentaram infiltrados subepiteliais precoce: dois no
quinto dia de seguimento (ambos do grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%)
e cinco no décimo dia de seguimento (quatro do grupo lagrimas artificiais e um do
grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%). Nesses casos, 0 uso do colirio
relativo ao estudo foi descontinuado, sendo esses pacientes excluidos, em razao da
condicao referida requerer monitoramento e tratamento especifico com corticoides.
Todos os pacientes com infiltrado subepitelial precoce tiveram o problema resolvido
sem consequéncias tardias apds a utilizagdo de prednisolona 0.1% tépica por

4 semanas.
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122 pacientes randomizados

1 3
3 perdas de | 61 no grupo dexametasona,/ I 61 lbgri tificiai | 8perdasde
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inﬁl?rados € 58 pacientes avaliados Dia5 53 pacientes avaliados
subepiteliais gy
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.o < 56 pacientes avaliados [ Dia 10 ] 53 pacientes avaliados »  POr
infiltrados infiltrados
subepiteliais subepiteliais
L a
55 pacientes revisados ‘ Dia 30 I 49 pacientes revisados

Figura 1- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Atrtificiais para Tratamento da

Conjuntivite Viral Presumida: Fluxograma dos Pacientes.

As caracteristicas dos 122 pacientes incluidos no corrente estudo estao
demonstradas na tabela 2. Setenta e dois pacientes tiveram teste de PCR positivo
para adenovirus e a incidéncia deste foi igual para os dois grupos
(36 para dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e 36 para lagrimas artificiais).
Ademais, ambos 0s grupos tiveram resultados similares nas caracteristicas clinicas

e demograficas.
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Tabela 2- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Artificiais para Tratamento da
Conjuntivite Viral Presumida: Caracteristicas Clinicas e Demogréficas de

Todos Pacientes e Pacientes PCR Positivo para Adenovirus.

Todos pacientes Adenovirus PCR +
Dexametasona/Povidine Lagrimas Valor Dexametasona/Povidine Lagrimas Valor

(n=61) artificiais (n=61) p (n=36) Artificiais (n=36) P
Média idade (anos) 36.93 (£12,92) 3525 (¢13.74)  0.38* 34.80 (£12.0) 34,80 (+13.70) 0.813"
Masculino (%) 37.7 459 0.36** 41.6 47.2 0.63**
Média dias com sintomas 2.23 (£1,45) 1.89 (£1.11) 0.25* 2.31(+1.40) 1.94 (£1.10)  0.312*
ATROGAONIES BHs6SUpanareS 34.4 229 0.14* 44.4 16.6 0.01*
associada (%)
Foliculos na conjuntiva tarsal inferior (%) 93.4 95.0 1.0 97.2 94.4 1.0**
Nédulo preauricular (%) 16.3 19.6 0.64** 16.6 13.8 0.74**
Contato com pessoa com olho vermelho 524 54.0 0.86™ 58.3 58.3 1.0%

(%)

* Teste Mann-Whitney ** Teste qui-quadrado Pearson *** Teste de Fisher

A duracao da conjuntivite reportada pelos pacientes foi de 9.4 (+4.6) dias
(média) para o grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e 11.8 (+4.9) dias
(média) para o grupo lagrimas artificiais; este resultado foi estatisticamente
significativo, p=0.009 (Figura 2). Se considerarmos apenas pacientes com
PCR positivo para andlise, o grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% tem
9.8 (+4.1) dias, ao passo que o0 grupo lagrimas artificiais totaliza 12.2 (x4.1) dias.
Esse resultado também ¢é estatisticamente significante, p=0.018 (teste
Mann-Whitney, n=56 no grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e n= 49 no

grupo lagrimas artificiais.
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dias

dexametasona/povidine lagrimas artificiais

Figura 2- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Atrtificiais para Tratamento da
Conjuntivite Viral Presumida: Duracao Referida pelos Pacientes.

A comparacgao dos sintomas entre os grupos aferidos na avaliacao inicial,
bem como no quinto e no décimo dia de seguimento estdo resumidas com a
porcentagem dos pacientes em que a condicdo estava presente, e estdo
demostrados na tabela 3 (todos pacientes) e 4 (pacientes com PCR positivo).
Nés consideramos, para a efetivacdo da analise estatistica, apenas os pacientes
cujos dados foram extraidos em todos os dias de seguimento (n=56 para grupo
tratamento e 53 para grupo controle). Ambos os colirios utilizados reduziram de
forma significativa os sintomas (p<0.001), o que era esperado, ja que se trata de
uma condicdo auto-limitada. Entretanto, ndo se observou diferenca estatistica
significativa consideravel quando da comparag¢do, no que tange a reducao dos
sintomas, entre os grupos dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e lagrimas

artificiais.
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Tabela 3- Colirio Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Artificiais para
Tratamento da Conjuntivite Viral Presumida: Comparacao dos sintomas
entre os grupos na avaliagdo inicial e no seguimento nos dias 5 e 10:
Todos Pacientes.
Todos pacientes
Interagao
Sintoma Dexametasona/Povidine (n=56) Lagrimas artificiais (n=53) Grupo vs
Tempo
Baseline Dia 5 Dia 10 Valor p* Baseline Dia 5 Dia 10 valor p* Valor p
Elsseaniotio 100 85.7 446 <001 98.1 84.9 547 <.001 0.316
geral (%)
Ardéncia (%)  96.4 67.8 375 <001 96.2 754 396 <001 0.672
Sensagéo de
corpo 92.8 57.1 23.2 <001 90.5 56.6 28.3 <001 0.699
estranho (%)
Lacrimejame  gq 5 60.7 28.5 <001 92.4 £6.0 320 <001 0.426
nto (%)
:j/i:;eremia 96.4 69.6 33.9 <001 100 773 43.4 <001 0.799
Exbeia 85.7 48.2 25.0 <001 86.7 547 245 <001 0728

palpebral (%)

ANOVA para medidas repetidas e profile test

Tabela 4- Colirio Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Artificiais para
Tratamento da Conjuntivite Viral Presumida: Comparagdo dos
sintomas entre os grupos na avaliagao inicial € no seguimento nos dias
5 e 10: Pacientes PCR Positivo para Adenovirus.

Adenovirus PCR +
Interacao
Sintoma Dexametasona/Povidine (n=36) Lagrimas Artificiais (n=36) Grupo vs
Tempo
Baseline Day 5 Day 10 P value* Baseline Day 5 Day 10 P value* P value

Bestaniono 100 87.8 57.5 <001 96.9 93.9 57.5 <.001 0.658

geral (%)

Ardéncia (%) 100 75.7 48.4 <001 96.9 78.7 39.3 <001 0.573

Sensacgéo de

corpo 87.8 57.5 27.2 <.001 90.9 54.5 242 <.001 0.838

estranho (%)

Lactimajame 100 66.6 36.3 <001 93.9 69.7 33.3 <001 0.733

nto (%)

;j/iop)eremia 100 72.7 36.3 <.001 100 81.8 42.4 <.001 0.728

Edema 93.9 48.4 30.3 <001 84.8 515 21.2 <001 0.501

palpebral (%)

ANOVA para medidas repetidas e profile test
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Quando perguntados a respeito do beneficio do tratamento, 12 (20.7%)
dos pacientes pertencentes ao grupo dexametasona 0.1%f/iodo-povidine 0.4%
responderam que o colirio ndo ajudou ou n&o tinham certeza se ajudou,
enquanto 46 (79.6%) afirmaram que achavam que ajudou ou definitivamente ajudou.
Por outro lado, 12 (22.6%) dos pacientes inseridos no grupo lagrimas artificiais
responderam que o indigitado medicamento n&o ajudou ou nao tinham certeza se
ajudou, ao passo que 41 (77.4%) asseveraram que achavam que este ajudou ou
definitivamente ajudou (tabela 5). Desse modo, nao se verificou diferenca estatistica
significante entre as respostas fornecidas pelos pacientes do grupo que recebeu
dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e do grupo lagrimas artificiais (p=.800,

teste qui-quadrado).

Tabela 5- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Atrtificiais para Tratamento da
Conjuntivite Viral Presumida: Percepcao do Tratamento Referido pelos

Pacientes.

Dexametasona/Povidine Lagrimas Artificiais

Resposta do paciente (n=58) (n=53) Valor p
N&o ajudou/néo tem 12 (20,7%) 12 (22,6%)
certeza

0.8
Acho que ajudou/ com 46 (79,3%) 41 (77 A%)

certeza ajudou

Teste qui-quadrado Pearson

A incidéncia dos infiltrados subepiteliais da cérnea no quinto, décimo e
trigésimo dia apds a avaliacao inicial em cada grupo foi comparada. A incidéncia
total, observando-se os dois grupos em todo periodo de seguimento, foi de 13.93%
(17 casos). No quinto dia, 2 (3.4%) pacientes apresentaram infiltrados subepiteliais
no grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%, enquanto nenhum paciente do
grupo lagrimas artificiais apresentaram infiltrados. No décimo dia, verificou-se a

ocorréncia de 1 (1.7%) caso no grupo tratamento e 4 (7.5%) casos no grupo
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controle. No trigésimo dia, 8 (14.5%) casos no grupo tratamento e 2 (4%) no grupo
controle. Os resultados em comento estdo demonstrados na tabela 6. Desse modo,
constatou-se que nao houve diferenca estatistica significante na incidéncia de
infiltrados subepiteliais da cérnea entre grupo lagrimas artificiais e dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4% em nenhum dos dias de seguimento [p=.496 (dia 5),
p=.198 (dia 10), p=.098 (dia 30); Teste Fisher]. Os pacientes com infiltrados
precoces tiveram sua medicagdo descontinuada, e todos pacientes com infiltrados
subepiteliais da cornea tiveram o problema resolvido sem sequelas, a partir da
utilizacado de prednisolona 0.1% tdpica pelo periodo de quatro semanas.

Tabela 6- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Atrtificiais para Tratamento da
Conjuntivite Viral Presumida: Incidéncia de Infiltrados Subepiteliais nos
dias de seguimento 5, 10 e 30.

Dexametasona/Povidine  Lagrimas Artificiais Valor p
Dia 5 2 (3,4%) 0 (0%) 0,496
Dia 10 1(1,7%) 4 (7,5%) 0,198
Dia 30 8 (14,5%) 2 (4,0%) 0,098

Teste de Fisher

A pressao intraocular foi aferida na avaliagao inicial (baseline) e nos dias
de seguimento. Os pacientes do grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%
tiveram pressdo intraocular média de 12.1mmHg (baseline), 12.1mmHg (dia 5),
11.8mmHg (dia 10), 11.9mmHg (dia 30). Os pacientes do grupo lagrimas artificiais
tiveram pressao intraocular média de 12.2mmHg (baseline), 12.3mmHg (dia 5),
11.8mmHg (dia 10), 12.3mmHg (dia 30). Nado houve, por conseguinte, diferenca
estatistica significante entre os grupos. Resultados demonstrados na figura 3.
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Figura 3- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Atrtificiais para Tratamento da
Conjuntivite Viral Presumida: Pressao Intraocular (média, mmHg) nos dias
0, 5,10 e 30.

A comparacdo entre os efeitos adversos reportados mostrou que
13 (22.4%) dos pacientes que usaram dexametasona 0.1%f/iodo-povidine 0.4%
sentiram ardéncia ocular enquanto apenas 1 (1.9%) dos que usaram lagrimas
artificiais referiram esse sintoma. A respeito do prurido, 4 (6.9%) dos individuos
alocados do grupo tratamento relataram este sintoma, em contraposi¢cdo a apenas
1 (1.9%) dos pertencentes ao grupo lagrimas artificiais; conforme se extrai da
tabela 7. Esse resultado foi estatisticamente significativo (p=.001 teste qui-quadrado)
em relagcdo a ardéncia, mas nao no que se refere ao prurido (p=1.00, teste de
Fisher).



Tabela 7- Dexametasona/Povidine versus Lagrimas Artificiais para Tratamento da
Conjuntivite Viral Presumida: Efeitos Adversos.

Dexametasona /Povidine

Efeitos adversos (n=58) Lagrimas artificiais (n=53) Valor p
Ardéncia 13 (22,4%) 1(1,9%) 0,001*
Prurido 4 (6,9%) 1(1,9%) 1,0**

*Teste qui-quadrado Pearson **Teste de Fisher
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DISCUSSAO

Dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% topica, quando usado na
periodicidade de quatro vezes ao dia, parece reduzir a duragdo da conjuntivite,

apesar de produzir mais ardéncia que lagrimas artificiais.

Ha duas dificuldades principais ao conduzir estudos que envolvam o
tratamento da conjuntivite viral aguda: o tratamento controle pode ser benéfico por si
s6, bem como o fato de que a doengca € auto-limitada. Nesse sentido,
observa-se que os colirios de controle usados em todos os ensaios clinicos de
conjuntivite viral podem ter efeito benéfico, atuando como lubrificante ou irrigando
mediadores inflamatérios. N&o obstante, ndo existem estudos com lubrificante
versus auséncia de tratamento para avaliar de forma mais objetiva essa questao.

O estudo piloto aberto conduzido por Pelletier et al.®¥ documentou a
eficacia da nova formulacdo oftalmica contendo dexametasona 0.1%/iodo-povidine
0.4% na conjuntivite adenoviral. Esse estudo pequeno e aberto foi conduzido sob
conhecimentos prévios do extenso uso oftalmolégico de duas drogas:

51-56,56,58 49,64,73,74)

iodo-povidine!' ) e dexametasona' .

Apds a publicagdo do estudo de Pelletier et al.®”, Clement et al.®®
apresentou seus resultados verificados em corneas de coelhos, mostrando que
dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% foi o agente mais eficaz em minimizar os
sinais clinicos da infeccao adenoviral em olhos de coelhos, em comparagcdo com
cidofovir 0.5%, solucao oftalmica tobramicina/dexametasona e solugdo salina
balanceada. Em que pese tal conclusao, o referido estudo advertiu a necessidade da
realizacdo de um ensaio clinico fase lll, destinado a averiguacdo quanto a eficacia
dessa droga em um grupo maior de pacientes, assim como a avaliacdo de sua
seguranca, com intuito de estabelecer o beneficio terapéutico versus -efeitos
adversos. Desse modo, com mais estudos, uma droga que combine dexametasona
0.1% e iodo-povidine 0.4% pode se tornar uma real alternativa para o tratamento da
conjuntivite adenoviral em humanos. Nessa perspectiva, no presente ensaio clinico
randomizado de conjuntivite viral, buscou-se demonstrar o0s beneficios
proporcionados pela utilizacdo de dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%.
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Enquanto os corticoides usados de forma isolada em coelhos infectados
por adenovirus 5 aumentam a duragédo da replicacéo e os titulos virais absolutos®?,
essa tendéncia nao foi notada em nosso estudo com humanos a partir da utilizacao
de dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%, deteccao esta que se revela consistente
com os resultados obtidos por Pelletier et al.®¥. Nesse passo, apesar da
dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% conter dexametasona, a duracdo da
conjuntivite foi menor no grupo tratado (p=0.009), sugerindo que a atividade antiviral
do iodo-povidine neutraliza os efeitos da dexametasona isoladamente. Portanto,
o efeito antisséptico da dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% provavelmente é
capaz de inibir a replicacao viral. Além disso, € relevante notar que, conquanto
estatisticamente significativa, a formulagdo de dexametasona 0.1%/iodo-povidine
0.4% reduziu a duracao da conjuntivite em apenas 2.4 dias. De todo modo, em que
pese a modesta reducdo do lapso temporal, dado o impacto socioecondédmico
causado pela conjuntivite, 2.4 dias viral pode ser considerado importante. Isso
porque a apontada diminuigdo resulta em menor utilizacdo de colirio, menor taxa de
disseminagao do virus, numero reduzido de falta ao emprego, dentre outros efeitos

salutares.

O vertente estudo demonstrou, ainda, a incidéncia de infiltrados
subepiteliais na porcentagem de 13.93% (17 casos). Entretanto, outros estudos
relatam incidéncia de até 50%®. Como os infiltrados subepiteliais sdo0 uma
condicao habil a causar déficit visual se envolver o eixo visual, e é exclusivamente
de causa adenoviral, a confirmacdo laboratorial desta causa pode indicar a
necessidade de monitoramento mais proximo e de tratamento precoce, a fim de se
reduzir o risco de perda visual permanente. Além dessa expressiva utilidade, a
correta identificacdo dos pacientes com conjuntivite adenoviral pode auxiliar na
reducao do contagio da doenca, além de evitar gastos desnecessarios e aumento da
resisténcia a antibiéticos, adquirida a partir de tratamentos empiricos. Em adicéao, a
conjuntivite adenoviral esta associada a outras complicacbes significativas, como

anormalidades na drenagem lacrimal”® e formagéo de simbléfaro’”.

Estudos clinicos com voluntarios saudaveis que compararam a tolerancia
a colirios com e sem cloreto de benzalconio (BAC), demonstraram que ha inducao
de instabilidade do filme lacrimal ou ruptura da barreira corneana no grupo que usou
colirios com BAC, em comparacdo ao grupo submetido aos colirios sem BAC!8"9),
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As queixas dos pacientes e o dano a superficie ocular sdo mais frequentes nos
pacientes tratados com colirio contendo preservativo®. Além disso, constatou-se
que iodo-povidine pode ser citotoxico para células corneanas®’. No corrente estudo,
observou-se maior desconforto do paciente, como ardéncia, no grupo dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4%, muito embora ambas solugbes contivessem substancias
capazes de gerar desconforto. Em que pese a inexisténcia de estudos na literatura
voltados a avaliagdo dos efeitos in vivo do BAC isolado em pacientes com
conjuntivite viral aguda, o BAC demonstrou ter potente atividade in vitro contra a

maioria dos microorganismos, incluindo o adenovirus®?®.

Apesar disso,
ndés observamos reducdo na duracdo da doenca quando o composto com
iodo-povidine foi usado, o que pode ser explicado pela atividade antimicrobiana do

referido agente®'9.

Sendo assim, isso se mostra uma limitacdo do estudo,
uma vez que seria mais adequado a comparacdo de dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4% com lagrimas artificiais livre de conservantes,
0 que nao acarretaria o dano a superficie ocular e citotoxico do BAC.
Registra-se, entretanto, que a supracitada comparacédo nao foi realizada em razao
da disponibilizacao pelo fornecedor de apenas lagrimas artificiais com a presenca de

conservante.

Ademais, ressalta-se que outra limitacdo do estudo consiste no fato de
que os pacientes foram questionados a respeito da duracdo da conjuntivite no
trigésimo dia, ndo tendo sido criado um tempo para cura baseado em critérios
predefinidos, o que seria mais objetivo. Portanto, a duracdo da conjuntivite foi
baseada na resposta subjetiva dos pacientes. Isso pode ser um viés devido ao efeito
anti-inflamatério do corticoide e ndo a combinagdo de dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4%. Adicionalmente, o paciente foi interrogado sobre a
duracao da conjuntivite no trigésimo dia, data distante, contudo, do fim dos sintomas
(em média 9.4 dias), o que gerou dificuldades na recordacdo pelo paciente,
de forma mais exata, dos dias de duracao da conjuntivite. Talvez, se fosse realizado
outra visita, entre o décimo e trigésimo dia de entrada, o efeito dessa limitagéo teria
sido amenizado. Além disso, devido ao fato de cada paciente, ao procurar
assisténcia médica, ja apresentava sintomas ha alguns dias, realizamos uma analise
comparativa entre os dois grupos a partir da duracao da conjuntivite reportada pelo
paciente, subtraida dos dias de sintomas prévios, supondo, desse modo,
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que o paciente, quando interrogado no trigésimo dia, referia-se apenas aos dias de
uso efetivo do colirio fornecido. Da sobredita analise, foi possivel observar que a
diferenca estatistica se manteve (p=0.0013, média 7.05t4.24 dias para grupo
dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e 9.85+4.66 dias para grupo lagrimas
artificiais). Diante disso, realizamos ainda outra analise, que se restringiu a soma
dos dias prévios de sintomas até chegada ao servico com a duragao reportada no
trigésimo dia, obtendo-se, assim, resultado estatistico limitrofe (p=0.051, média
11.6815.32 dias para grupo dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e 13.69+5.45

dias para grupo lagrimas artificiais).

Outra limitacdo imposta a presente pesquisa € decorrente do fato do
questionario de sintomas ser baseado em dados subjetivos (resposta do paciente),
sem analise de elementos objetivos. Ademais, o plano inicial, conforme se infere do
aludido questionario, era a graduacao dos sintomas entre 0 a 4 (correspondendo o
namero "0" a auséncia de sintomas, e 0 "4" a maior intensidade possivel destes).
Entretanto, embora o grau de intensidade tenha sido efetivamente mensurado
nesses termos, quando transposta a andlise para os dados estatisticos,
estes mostraram-se inconsistentes e ildgicos, talvez pela dificuldade do paciente
conceber e determinar a veeméncia dos sintomas entao sentidos. Realizou-se,
por conseguinte, a andlise dos sintomas a partir da representacdo da resposta

"0" como "ausente" e da resposta "1, 2, 3 ou 4" como "presente".

Nesse contexto, importante destacar que poucos estudos foram
conduzidos no Brasil para a avaliacao da prevaléncia de adenovirus em pacientes
com sintomas de conjuntivite aguda. Nosso estudo mostrou que 72 pacientes
tiveram PCR positivo para adenovirus (59.0% de positividade), o que é similar a

©1) tendo a incidéncia sido igual entre os grupos analisados

outros estudos prévios
(36 para dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% e 36 para lagrimas artificiais).
Todas as variaveis tiveram resultados similares entre pacientes com PCR negativo e
positivo (desconforto geral, ardéncia, sensacédo de corpo estranho, lacrimejamento,
vermelhiddo, edema palpebral, pressdo intraocular e incidéncia de infiltrados
corneanos). Diante disso, dentre as possiveis etiologias para os pacientes que
tiveram PCR negativo pode ser citada a presenca de outros virus, como herpes virus
simples, varicela zoster, picornavirus, poxvirus. Deve-se atentar também para o fato

de que o teste PCR tem sensibilidade de 100% quando comparado com a cultura
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viral, detendo a vantagem, ainda, de proporcionar que se obtenha o resultado em
apenas 3 dias, enquanto aquela demora 23.4 dias. Além disso, os primers utilizados

detectam os 14 protétipos de adenovirus, incluindo os causadores de conjuntivite®?.

N&o obstante, é incerto o motivo pelo qual o componente dexametasona
0.1% n&o promoveu o alivio dos sintomas da conjuntivite viral, em contraste com
grande ensaio clinico placebo-controlado com esteroide isolado®). Uma possivel
explicagdo para tanto € de as respostas dos pacientes foram influenciadas pela
sensagdao de ardéncia, a qual foi significante no grupo tratamento (p=.001).
Apesar desse aspecto, € possivel que a ardéncia seja reduzida com a normalizagcéao
do pH ou reducdo da concentracdo de iodo-povidine, hipdtese, contudo,

gue demanda a realizagéo de estudos adicionais.

Dessa feita, ndo ha, por hora, tratamento efetivo para o alivio dos
sintomas e sinais da conjuntivite adenoviral. A redugdo dos efeitos adversos e
realizacdo de mais estudos com medidas dos titulos virais sdo necessarios para a
demonstracdo que a dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% pode ser concebida

como uma alternativa para o tratamento da conjuntivite adenoviral.
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CONCLUSAO

O precipuo objetivo desse estudo original foi o de avaliar se
dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% reduz a duragdo da conjuntivite viral aguda
presumida de modo mais eficaz do que a utilizagao de lagrimas artificiais, bem como

se o tratamento proposto reduz os sintomas da doenca.

Diante disso, os resultados do corrente trabalho deste sugerem que o uso
tépico de dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4% diminui a duragdo da conjuntivite
viral aguda. De outro lado, todavia, ndo se observou diferenca significativa em
relacdo a melhora de sintomas da conjuntivite viral aguda quando comparados os

dois grupos supracitados.

Os objetivos secundarios foram avaliar o efeito da dexametasona
0.1%/iodo-povidine 0.4% em relacdo a incidéncia de infiltrados subepiteliais,
variacao de pressao intraocular e efeitos colaterais quando comparado a lagrimas

artificiais.

Desse modo, constatou-se que a dexametasona 0.1%/iodo-povidine 0.4%
demonstrou produzir mais ardéncia quando comparada as lagrimas artificiais,
ndao se verificando, entretanto diferenca estatistica significante concernente a

incidéncia de infiltrados subepiteliais e a variacao de pressao intraocular.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ao ler, entender e assinar este documento do esclarecimento, eu,

abaixo assinado:

(Nome completo do participante, em letra legivel)

Nos termos deste, concordo em participar da pesquisa intitulada Ensaio

clinico randomizado de dexametasona 0,1%/iodo-povidine 0,4% versus lagrimas

artificiais no tratamento da conjuntivite viral aguda. Este estudo sera realizado para

estudar o efeito do colirio dexametasona 0,1%/iodo-povidine 0,4% no tratamento da
conjuntivite viral aguda. N&o envolve risco algum conhecido ao participante.
A dexametasona é um esterdide potente e bem tolerado que tem sido usado
extensivamente como agente tdépico. lodo-povidine é um antisséptico
extensivamente usado na preparacdo para cirurgia geral, e fins oftalmolégicos.
Espera-se provar através deste estudo a hipétese de que o colirio dexametasona
0,1%/iodo-povidine 0,4% pode reduzir os sintomas associados a conjuntivite viral
aguda. Se esta hipétese for confirmada, podera servir como opg¢ao terapéutica para
essa patologia de alta incidéncia. O participante sera submetido a exame
oftalmolégico, coleta de secrecdo conjuntival e questionario de sintomas,
recebendo no primeiro dia colirio com frasco n&o identificado, sem qualquer énus.

Sua forma de utilizacao é 1 gota, 4 vezes ao dia.

O questionario de sintomas de conjuntivite aguda sera realizada no
primeiro dia (baseline) e no sétimo dia apods inicio de uso de colirio proposto.
Nao existe previsdo de qualquer gasto por parte do participante e ndo cabera ao
pesquisador responsabilidade alguma de ressarcimento ou indenizacdo de gastos
extras por parte do paciente. Esclarecimentos adicionais poderéao ser solicitados ao
pesquisador por parte do participante a qualquer momento durante o estudo e este
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estara livre para retirar ou recusar o consentimento sem qualquer penalizacao.
Os dados obtidos no estudo serao utilizados apenas apéds total compreensao deste
Termo de Consentimento por parte do participante e s6 serdo utilizados dentro do
meio académico, com provavel publicacdo, resguardando o carater confidencial

(sigilo e privacidade), omitindo sempre o nome do paciente.

Declaro ter entendido em detalhes o Termo de Consentimento do estudo

acima descrito e concordo em dele participar:

(Assinatura do participante)

(Carteira de identidade RG) (N° de Cadastro no Hospital HC)

Roberto Damian Pacheco Pinto - pesquisador

Prof. Dr. Rodrigo Pessoa Cavalcante Lira - orientador

Campinas, de de 20 :

Departamento de Oftalmologia - Universidade Estadual de Campinas
Faculdade de Ciéncias Médicas.

Endereco: Rua Vital Brasil, 251- Bairro: Cidade Universitaria "Zeferino Vaz"
CEP: 13083-970 - Campinas - SP

Telefones: 19-3521-7380 / 3521-7454

Comité de Etica em Pesquisa.

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111 - CEP: 13083-887
Campinas - SP

Fone (019) 3521-8936 Fax (019) 3521-7187

e-mail: cep@fcm.unicamp.br
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APENDICE 2

FICHA DE COLETA DE DADOS

FORMULARIO INCLUSAQ ESTUDO CONJUNTIVITE DIA 0 ENTRADA

PACIENTE NUMERO ___

Nome:

HC:

Telefone:

e-mail:

Idade:

S

Raga:

Dias de sintomas:

Qlhp acometidp: OD OE  AD
Associacio IVAS: Sim  Nio

Foliculos na soniuntiva tarsal inferior: Sim  Mig
Linfenoda pré-auricular: Sim  Nig

Contato com pessoa olho vermelho; Sim Mo
Verificar critérios de exclusdo:

Histdria de conjuntivite alérgica, Uso de colirios apds inicio dos sintomas, Uso de lente de
coniate, Histdria de herpes ocular, Historia de doenca crénica ocular (gaceto erro refracial.
Alergia a lodg, Gravidez. Menaor 18 anos. Blefaromeibomite grave, Inflamagdo intraccular,

: ey P

Assinado 1ermo de consentimento: 3im. Nag
Coletado secrecan swab: 3im  Nag

Retorne dia:

Examinadar:




PACIENTE NUMERO ___

DIA O ENTRADA

Como vocé gradua os seguintes sintomas no momento?

0: ausente, 1: leve, 2: moderadao, 3: severo

Sintomas geraisD 1 2 3

Prurido {coceira)d 1 2 3

Sensacdo corpo estranho (sensagdo de arela nos olhos) 0 1 2 3
Lacrimejaments 0 1 2 3

Hiperemia conjuntival (vermelhiddo)0 1 2 3

Edema palpebral {inchago das pilpebrasj0 1 2 3

DIA 5

Até o momento, vock acha que o tratamento:

0 Nao ajudou

1 Mo tenho certeza

2 Acho gue ajudou

3 Com certeza ajudou

Como vocé gradua os seguintes sintomas 5 dias apds iniciar o uso do colirio?
0: ausente, 1: leve, 2: moderado, 3: severo

Sintomas gerais0 1 2 3

Prurido {coceira)0 1 2 3

Sensacdo corpo estranho (sensacdo de areia nosolhos)0 1 2 3
Lacrimejamentas 0 1 2 3

Hiperemia conjuntival (vermelhiddo)0 1 2 3
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DIA 10

Até o momento, vocé acha gque o tratamento:

0 N3o ajudou

1 Niotenho certeza

2 Acho que ajudou

3 Com certeza ajudou

Como vocé gradua os seguintes sintomas 10 dias apds iniciar o uso do colirio?
0: ausente, 1: leve, 2: moderado, 3: severo

Sintomas gerais0 1 2 3

Prurido {coceira)d 1 2 3

Sensacdo corpo estranho (sensacdo de areia nos olhos)0 1 2 3
Lacrimejamentac 0 1 2 3

Hiperemia conjuntival (vermelhiddo)0 1 2 3

Edema palpebral (inchago das pdlpebras)0 1 2 3

Teve alguma reagdo adversa: se sim, gual?

DIA 30

Infiltrados sub-epitelials: DIAS__ DIAID _ DIA30_ (Soul)
PIO: DIAD___ DIAS_ DIAID__ DIA30D _

Qual foi a duragdo da conjuntivite?

Vocé acha que o tratamento:

0 N3o ajudou

1 Miotenho certeza

2 Acho que ajudou
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3 Com certeza ajudou

Como vocé gradua os seguintes sintomas 30 dias apds iniciar o uso do colirio?
0 ausente, 1: leve, 2: moderada, 3: severo

Sintomas gerais0 1 2 3

Prurido {coceira)0 1 2 3

Sensacao corpo estranho (sensagio de areia nos olhos) 0 1 2 3
Lacrimejamentc0 1 2 3

Hiperemia conjuntival (wvermelhiddo)0 1 2 3

Edema palpebral {inchago das pdlpebras)0 1 2 3

Teve alguma reacdo adversa: se sim, qual?
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Dexamethasone/Povidone Eye Drops versus
Artificial Tears for Treatment of Presumed Viral
Conjunctivitis: A Randomized Clinical Trial

Roberto Damian Pacheco Pinto!, Rodrigo Pessoa Cavalcanti Lira',
Ricardo Yuji Abe', Rafael Santos Zacchia', Jbao Paulo Fernandes Felix',
Andre Venancio Fernandes Pereira’, Carlos Eduardo Leite Arieta’,
Rosane Silvestre de Castro! and Sandra Helena Alves Bonon?

'Department of Ophthdmdogy and Department of Intemd Medidne, Schod of Medicd Sdences,
State University of Campinas, UNICAMP, Campinas, Brazil

ABSTRACT

Purpose: To delermine whether topical dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 0.4% reduces the duration of
presumed viral conjunciivitis better than artificial tears and whether the treatment relieves the symptoms of this
disease.

Methods: Randomiized, masked and controlled irial. One-hundred twenty-two patients with a clinical diagnosis
of presumed viral conjunclivitis w ererand omized 1o either the treatment group or the control group. Physicians
and palients were masked 1o the trealment Swabs were iaken from the conjunclival fomix for adenovirus
PCR analyses. Patients in the treaiment group received topical dexamethasone 0.1%/ povidonedodine 0.4% eye
drops four times daily, and patients in the placebo group received artificial tears four times daily, both for seven
days. Sympioms were recorded on the day of recruitment and at the time of a follow-up examination 5, 10 and
30d later. The main outcome was duration of the disease. The others outcomes were overall discomfort, itching,
foreign body sensation, tearing, redness, eydid swelling, side effects of the eye drops, intraocular pressure and
the incidence of subepithelial comeal infiltrates.

Resulis: There was no stalistically significant difference belw een the treaiment group and the conirol group in
terms of the palients’ sympioms, intraocular pressure and incidence of subepithelial comea infilirates during
the entire follow-up period. Patients of the treatment group reporied more stinging (p5 0.001) and a shorier
conjunctivitis duration {(9.4+ 46d in the dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 04% group versus 11.8+49d
in the arlificial tears group, p=0.009).

Candudians: The use of topical dexamethasone 0.1%/ povidone-iodine 0.4% eye drops four times daily appears
to reduce the duration of conjunctivitis, although it causes more slinging than artificial tears.

Keywords: Adenovirus, dexamethasone, povidone-iodine, viral conjunclivitis

INTRODUCTION

Viral conjunctivitis is one of the most common
disorders in general and ophthamic primary
care practice. It is highly contagious, usualy for 10—
12d from onset as long as the eyes are red. It is
typically caused by adenovirus. Less common causes

incdude herpes simplex virus, varicdla-zoster virus,
picomavirus, poxvirus, human immunodeficiency
virus, influenza virus, Epstein-Barr virus, paramyxo-
virus and rubella. An American study on adults and
children in an ophthalmic emergency room found that
62% of acute infective conjunctivitis cases had an
adenoviral cause.™®
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Generadlly, a diagnosis of viral conjunctivitis is
made on the dinical features alone. Patients may give
a history of recent exposure to an individua with
red eye, or they may have a history of recent
symptoms of an upper respiratory tract infection.
The eye infection may be unilateral or bilateral.
Patients may report ocular itching, foreign body
sensation, tearing, redness, discharge, eyelids sticking
and photophobia. Signs of acute viral conjunctivitis
include inferior palpebral conjunctival fdlicles, tender
papable preauricular lymph node, epiphora, hyper-
emia, chemods, red and edematous eyelids, pinpoint
subconpunctival hemorrhages, punctuate keratopathy
and occasionally a pseudomembranous. Subepithelial
comeal infiltrates may devedop 1-2 weeks after the
onset of the conjunctivitis* Laboratory tests are
typically not necessary. Conventional laboratory iden-
tification can be expensive and time-consuming but
may be helpful in certain circumstances. >

Viral conjunctivitis is a selfdimiting condition.
The infection usudly resolves spontaneoudy within
2-4 weeks. Treatment of adenoviral conjunctivitis
is supportive. Patients usually are instructed to use
cold compresses and lubricants, such as artificia
tears, for comfort. For patients who may be suscep-
tible, a topical antibiotic may be used to prevent
bacterial superinfection. Topical steroids may be used
for pseudomembranes or when subepithelial infil-
trates impair vison, athough subepithelial infiltrates
may recur after discontinuing the steroids. No evi-
dence exists that demonstrates the efficacy of antiviral
agents. "3 H owever, many patients still experience
substantial discomfort despite standard treatments,
and, given the disproportionate morbidity and poten-
tia economic impact associated with an outbreak of
infective conjunctivitis, a therapeutic agent that
reduces dinical symptoms of viral conjunctivitis and
minimizes shedding of the infectious virus would be
desirable.

Dexamethasone is a potent, wdl-tolerated ster-
oid ™™ that has been used extensively as a topical
ophthalmic agent both alone and in combination
regimens.'®'¢'® While the use of dexamethasone may
have some efficacy in the short-term amdioration of
symptoms, studies in the New Zedland white rabbit
model have suggested that even a short course of
relatively low-potency corticosteroids without the
addition of a suitable anfiviral agent can increase the
duration of viral shedding and prolong the infectiv-
ity.® Povidoneiodine is an antiseptic extensively
used in preparation for genera surgery, for ophthal-
mic purposes and for laboratory disinfection.
Diluted povidone-iodine solutions inhibit numerous
viruses, bacteria, fungi and some other paras'te.'im
Previoudy studies have shown that povidoneicdine
is a potential option for reducing contagiousness
in of adenoviral infections” In one Japanese
investigation, a number of viruses, incduding

adenovirus and herpes, were found to be very
susceptible to povidonediodine in vitro, even in
concentrations of 1.0%.%

Dexamethasone 0.1%/ povidone-iodine 04%, an
eye drop containing a stercid and an anfiseptic, is
promisng as a suitable therapeutic agent to treat
adenoviral keratoconjunctivitis. A small, prospective,
open-abd, single-arm clinical trid to test dexametha-
sone 0.1%/ povidonediodine 04% on humans with
symptoms of acute conjunctivitis who had tested
poditive for the adenoviral antigen was therapeutic-
dly successful.” In another study, dexamethasone
0.1%/ povidone-iodine 0.4% combination markedly
lowered the viral concentration and improved the
signs of the disease in rabbits.”®

Thus, favorable human data in combination with
in vivoresults provide an impetus for ahuman dinical
trid to test the efficacy of this drug on a larger group
and to evaluate the safety of the treatment in order to
properly establish both the therapeutic benefits and
the adverse effects.

The main purposes of this study is to determine
whether topical dexamethasone 0.1%/ povidone-
iodine 0.4% reduces the duration of presumed vira
conjunctivitis better than artificial tears and whether
the treatment relieves the symptoms of this disease.

METHODS
Study Design

This study was designed as a prospective, masked,
controlled study of the efficacy of dexamethasone
0.1%/ povidone-iodine 04% (pH =67, without pre-
servatives, prepared and provided by Ophthalmos®,
SSo Paulo, Brazil) compared with artifical tears
(methylcelulose 05% with benzalkonium chloride
(BAC) as preservative, pH =6.6, prepared and pro-
vided by Ophthamos®, SSo Paulo, Brazil). Patients
were recruited from the Eye Emergency Room of
the State University of Campinas Teaching H ospital
in Brazil, from November 2011 to June 2012 An
ethics committee linked to the Institution of origin
approved this study, and written informed consent
was obtained from all patients. We certify that all
applicable institutional and governmental regulations
concerning the ethical use of human volunteers were
followed during this study and conducted in accord-
ance with the Dedaration of Heldnki. The study was
registered at www.dinicaltrialsgov: N CT01481519.

Study Population

Higible patients were required to have an acute
unilateral or bilateral viral conjunctivitis (with the
characteristic dlinical features such as sudden onset of
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acute fallicular conjundivitis, with watery discharge,
hyperemia and chemosis) for less than one week.
In addition, they were required to have a least one of
the following features compatible with virad conjunc-
tivitisc ipsilaterad preauricular lymphadenopahy, to
be preceded by flulike symptoms (induding fever,
mdaise, respiraory symptoms, nausea, vomiting,
diarrhea or myalgia) and/ or a recent history of an
eye examination or exposure within the family or
a work. Exdusion criteria induded history of sea-
sonal dlergic conjuncdiivitis, use of ocular medication
after the beginning of symptoms, contact lens wear,
history of herpetic eye disease, history of ocular
surgery, history of chronic ocular disease other than
refractive error, dlergy to iodine, pregnancy, age
younger than 18 years, any bleeding disorder, glau-
coma, significant blepharitis or dry eyes according to
a dit lanp examination, purulent ocular discharge,
corned epithelid fluorescein staining or intraocular
inflanmation.

Study Protocol

Patients who met the study criteria and who agreed to
participate in the study were randomly assigned to
receive either dexamethasone 0.1%/ povidone-iodine
0.4% eye drops or artificid tears, by lot. Patients were
given sealed, randomly code numbered opagque
manila envelopes containing unlabeled bottles of
either dexamethasone 0.1%/ povidone-iodine 0.4% or
artificid tears. Patients were instructed to put one
drop into each symptomatic eye four times daily for
seven days Thedrop identity was masked to both the
invedtigators and patients until the study was
completed. At the end of the study, the code for the
randomization scheme was obtained.

Ocular swab samples were collected from patients
with suspected conjunctivitis by human adenovirus
(HAdV), placed in sterile solution of 09% NaCl
and kept in a freezer a -80 degrees until the
time of extraction. These samples were used in
the adenovirus PCR anaysis. Adenovirus primers
were selected from the hexon region DNA sequ-
ence of adenovirus types 2 and 5 Hadvl -5
GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC P and Hadv2
— 5" CAGCACGCCGCGGATGTCAAGT 3 (product
size of 300bp).™* These primers amplify multiple
serotypes Sequencing of 300bp fragment of the hexon
gene dlows for the identification of most adenovirus
serotypes that are associated with acute conjunctivitis.

Outcome Measures and Follow-Up

Patients were evduated a baseline and were asked
to return 5 (1), 10 (1) and 30 (*2) days later for
a folow-up evduation. The main outcome was

1 2014 informa Hedlthcare USA, Inc.
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duration of the disease The others outcomes were
overdl discomfort, itching, foreign body sensalion,
tearing, redness, eydid swelling, eye drops side
effects, intraocular pressure and the incidence of
subepithdid corned infiltrates.

Both at presentation and at follow-up, each patient
reported the presence or asence of each symptom
and rated the extent of each present symptom. In
addition, each patient was asked to report their
opinions on the usefulness of the treament in
relieving their symptoms on the following four-point
scde the treatment did not help (0), I'm unsure if
the treatment hdped (1), | think the treament helped
(2 and the treaiment definitely helped (3). Both the
questionnaires and the criteria for selecting paients
were similar to a previously published conjundivitis
dinicd trid 3

Subepithdia corned infiltrates were dso investi-
gaed, and intraocular pressure was measured at
every follow-up visit. Palients were also asked about
the duration of conjundtivitis on the 30th day. The
same doctors examined the same paients a theinitid
and follow-up evaduations. Patients who did not
atend their follow-up appointments were contacted
by tdephone and asked to atend the next follow-up
visit. If that was not possible the answers to the
questionnaire and the information regarding the
duration of symptoms were obtained by telephone
interview._ At each visit, patients were asked whether
their use of the malication was consistent, and the
importance of its consistent use was reinforced.
Patients whowere found to have subepithelia corned
infiltrates sometime during the study discontinued
the use of the masked eye drops and were treated
with corticosteroids (topica prednisolone 0.1% within
four weeks).

Patients were instructed to contact one of the
principad investigators by telephone if they were
experiencing any significant side effects of the eye
drops. If the investigator was unavailable, paients
were instructed to report to the Ophthamologica
Emergency Room of the Hospita of the study, which
is open 24h aday. In addition, patients were asked
about any side effects a their 5-, 10- and 30-d follow-
up evdudions.

Sample Size and Statistical Analysis

A previous trid found tha 78% of paients reported
that artificid tears improved their symptoms.® This
trial was powered to have an 80% chance (p5 0.05) of
detecting a change from 78% to 97% of patients who
felt tha their treatment helped. Allowing for a 5%
loss from the lack of follow-up, we sought to recruit
112 patients.

We used the SAS Sydem for Windows (Statistica
Andysis System) 9.1.3 (SAS software, Inslitute Inc,
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20022003, Cary, N C) computer software for the stat-
istical analyses. The data were analyzed according
to the group to which the patients were originally
assigned. The chi-square or Fsher’s exact tests was
used for categorical variables; the Mann—Whitney test
was used for continuous variables. AN OVA for repea-
ted measures was used to compare the longitudinal
measures between groups and time, followed by the
profile test. The variables were transformed into ranks
due to the lack of normal distribution. p Values5 0.05
were considered statistically significant.

RESULTS

A total of 122 patients met the eligibility criteria and
were initially enrolled in the study. Eleven patients
did not return on the fifth day of follow-up; eight
of these 11 patients were from the artificial tears
group, and the other three were from the dexametha-
sone 0.1%/ povidoneiodine 0.4% group. On the 10th
day of follow-up, 109 patients were evaluated (56
from the dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 0.4%
group and 53 from the artificial tears group), and 104
patients were evaluated on the 30th day of follow-up
(55 from dexamethasone 0.1%/ povidone-iodine 04%
group and 49 from artificial tears group (Figure 1).
There were seven patients in the study who presented
early subepithelial comeal infiltrates: two on the fifth
day of the follow-up examination (both from the
dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 04% group)
and five on the 10th day of the follow-up examination

(four from the artificial tears group and one from the
dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 04% group).
These patients’ use of the study medication was
discontinued, and these patients were exduded,
because their condition required monitoring and
specific treatment with corticosteroids. All patients
with subepithelial comeal infiltrates had their prob-
lem sdved with no long-term consequences after
using topical prednisolone 0.1% for four weeks.

The basdine characteristics of the 122 patients
incdluded are listed in Table 1. Seventy-two patients’
PCR tests were positive for adenovirus, and the
incidence was similar in both groups (36 in the
dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 0.4% group
and 36 in the artificial tears group). The two groups
were similar at baseline in terms of the patients’
demographic and dlinical characteristics.

The duration of conjunctivitis reported by the
patients was 94 (+4.6)d in patients from the dexa-
methasone 0.1%/ povidonediodine 04% group and
11.8 (+49)d in patients from the artifidal tears group.
As seen in Figure 2, this difference was statistically
significant (p=0.009). In addition, if we consider only
patients with positive PCR in the anaysis, the
duration of conjunctivitis in patients from the dexa-
methasone 0.1%/ povidoneiodine 04% group aver-
aged 98 (x41)d, and the artificial tears group
averaged 122 (+4.1)d. This result was adlso statistically
significant (p=0018).

The comparisons of symptoms between the groups
on the initia evaluations and follow-ups on days 5
and 10 have been summarized as a percentage of

122 patients randomized

3 follo I 8 follow-
Ios:Hlp 61 aw;nedp:ve’;:‘r:elhasone/ l [ a line ] I 61 assigned artificial tears |__. k)svsv up
2 excluded
by . . Follow-up " P
subepithelial Review 58 patients [ Review 53 patients
infiltrates

1 excluded

by i . Follow-up . .
L SR Review 56 patients day 10 Review 53 patients

4 excluded
by

b helial

infiltrates

infiltrates

| Review 55 patients I [

Follow-up
day 30

] | Review 49 patients |

FAGURE 1 Dexamethasone/ povidone eye drops versus artificid tears for treatment of presumed viral conjundivitis: trial profile.
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TABLE1 D eth { povidone eye dropsversus artificid tears for treament of p d vird junctivitis: dem ographic and
dinical characteristics.
All patients Adenovirus PCR +
Dexamethasone/ Adrtificia Dexamethasone/ Artificid

povidone {n=61)

tears (n=61) p Vdues povidone {n=36) tears {n=36) p Vdues

M edian age {years) 3693 (1292
Mde (%) N7
M edian days with symptoms 223 {x145)

A iated upper respi y infection (%) 344
Follicles on inferior tarsd conjundiva (%) a4
Preauricular node (%) 163
Contact with person with a red eye %) 524

3B25 13749 038 3480 (+120) 3480 (+13.70) 08137

459 036° 416 472 063°
189 (=1.11) 025* 231 (+1.40) 194 (+110) 03122
29 014 444 166 001
%50 10° 972 944 10°
196 064 166 138 074°
540 086" 583 583 10°

M ann-Whitney test_
rson chi-square test.
Fisher's exact test.

25,

20+

days

dexamethasone/povidine artificial tears

FIGURE 2 Dx eth 1ef povid eye drops versus artifi-
cid tears for treament of presumed viral conjundivitis
duration of conjunctvitis reported by the patients.

patients in whom the conditions were present
(Table 2). We conddered only patients with data
from al follow-up days for statistical analysis (n =56
for treatment group and 53 for control group), where
symptoms were reduced. Both medications signifi-
cantly reduced al symptoms (p5 0.001), which is
expected since it is a selfdimiting condition, but there
was no statistically sgnificant difference comparing
the reduction of any symptoms between the dexa-
methasone 0.1%/ povidonedodine 04% and artificial
tears groups.

When asked about the benefits of their treatment,
12 (20.7%) patients in the dexamethasone 0.1%/
povidone-iodine 04% group answered that the treat-
ment did not help or that they were unsure if the
treatment heped, and 46 (79.3%) patients thought it
helped or reported that it definitdy helped.
Meanwhile, 12 (22.6%) patients in the artifica tears

1 2014 informa Healthcare USA, Inc.

group answered that the treatment did not help or
that they were unsure if the treatment helped, and
41 (77.4%) patients thought it helped or reported that
it definitely helped. There was no statistically signifi-
cant difference between responses of patients who
received artificdial tears and those who received dexa-
methasone 0.1%/ povidone-iodine 04% (p=0800,
Pearson chi-square test).

The incidence of of subepithelial comeal infiltrate
at the follow-up examinations 5, 10 and 30d after
the initial examination (baseline) in each group was
compared. On day 5, there were 2 (34%) of
subepithelial comed infiltrate in the dexamethasone
0.1%/ povidone-iodine 04% group, and there were
no cases in the artificial tears group. On day 10, there
was one (1.7%) case in the treatment group and four
(7:5%) in the control group. On day 30, there
were eight (14.5%) cases in the treatment group and
two (4%) in the control group. There was no
statistically significant difference in the frequency of
the incddence of subepithdia comeal between the two
groups on any follow-up day [p=0496 (day 5),
p=0.198 (day 10), p=0098 (day 30); Fsher’s exact
test]. These patients with subepithelial comed infil-
trates were successfully treated with topical prednis-
olone 0.1% within four weeks.

Intraocular pressure was measured at baseline and
on follow-up days. Patients from the dexamethasone
0.1%/ povidone-iodine 04% group had a mean
intraocular pressure of 121mmHg (baseline),
121mmHg (day 5), 118mmHg (day 10) and
119mmHg (day 30). The patients receiving artificial
tears had intraocular pressure of 1216mmHg (base-
line), 1227mmHg (day 5), 11.8mmHg (day 10) and
1233mmHg (day 30). There was no statistically
significant difference between groups.

A comparison of the adverse effects showed that
13 (224%) patients who used dexamethasone 0.1%/
povidonediodine 04% reported stinging and while
only 1 (1.9%) used artificial tears. This was statistically
significant, p=0.001.

RIGHTS |

63

“/



Curr Byes Res Downloadsd from informeh ealthoars,oom by 187.2,17.4 on 10/13/14
For personal ure only,

6 R.D.P Pinto et al.
ol
oEQl 3 DISCUSSION
— o8| 2| 8BR28 885
= pEE| E|miom o
= og2 2 | scie o Topical dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 04%
o =T, used four times daily appears to shorten the duration
= § R e of conpunctivitis, although it causes more stinging
w $|coo ooo than artificial tears.
§ a | 00 wiwow The opendabel pilot human study by Pelletier
& o] et al.™ documented the efficacy of this new formula-
® K] [ I S B : ; ; i :
£ ol E B8 & 89& tion of ophthalmic suspendon containing povidone-
5 J Eelw iodine 04% dexamethasone 0.1% in the treatment of
g o < E > g E g § g g adenoviral keratoconjunctivitis. This small, open-label
a2 o n human dinical tria was conducted in light of the
e |3 Eloss o o extensive ophthalmic use of these two drugs povi-
g |3 3| 888 883 done-iodine™ % and dexamethasone.'®'¢%
E|& ] After the study by Pdletier et al."® was published,
e | < 2|sss sss Clement et al. ™ published results on tests on rabbit
© /888 8838 comneas and showed that povidone-icdine 0.4% dexa-
8 s a|wwwe wow methasone 0.1% was the most effective agent in
3 2ROl i oo minimizing the dinical dgns of adenovirus infection
E 8 ZIE2N 889 in rabbit eyes when the treatment was compared to
; s 20 ddofovir 0.5%, tobramycin/ dexamethasone ophthal-
o £35S '% oo o mic suspension and balanced salt sdution. The study
= g E a|®re orw concdludes with a request for a human phase Il
s 2 P & dlinical trial to test the efficacy of this drug on alarger
g ®(88% 888 group and also to evaluate the safety of the treatment
® o7 T in order to properly establish both the therapeutic
= £ c| o benefit and any negative side effects. With further
B S=3| 5| erg gz study, a formula that combines povidone-cdine 04%
= 585 F[(338 355 and dexamethasone 0.1% could become a treatment
g SEl = option for adenoviral keratoconjunctivitis in humans.
s o In our randomized dlinical tria of viral conjunctivitis,
+ 5/5888 88§ we demonstrated the benefits of povidone-iodine
E =lags 2oo| s 04%/ dexamethasone 0.1%. While corticosteroids
8 P ey & d_one have_been dmvlm to_ incr the durat!m of
e 8| L[ ee owwe| o viral shedding and vira titers in the adenovirus 5
‘9 n ~ & @ ™~ 5 - - 10 u
= Bcla|eN o¥s g New Zealand white rabbit model,™ this trend was not
g g 8B | gas ol E noted in our human study. Our finding is consistent
= |2 s El3es 8r3 B with the results obtained by Pdletier et al.* Although
= = © E the combination of povidone-iodine 0.4% dexametha-
T a s moe som|2 sone 0.1% contains dexamethasone, the duration of
2 < & *ee 92® | g conjunctivitis was lower in the treated group
H o E (p=0.009), which suggests that the antiviral activities
4 21988 888| of preparation counteracts the effects of the dexa-
o - o > 2 W - - -
3= > oo ool = methasone adone. Thus, the antiseptic effect of povi-
=2 8| o 2 done-iocdine 04% dexamethasone 0.1% probably is
7o g > So8 88e g capable of inhibiting virus replication. It is also
c® £ 0|77 €% o important to note that although statistically signifi-
2 ° E § “lroe roo - cant, the dexamethasone 0.1%/ povidoneiodine 0.4%
as x| =855 882 % formulation decreased the duration of conjunctivitis
Ga ! I o4 by only 24d. Given the socio-economic impact of
g1 zlg § g g § % £ vira conjunctivitis, 24d may be considered
52 He 2 mporat
£ . =| 2 Clinical studies in healthy volunteers that compared
5 = »E =2 the ocular tolerance of eye drops with and without
o E = . gggg SEEE 5 BAC havedemonstrated that therewas an induction of
= s |sashH S HE tear film instability or comedl barrier disruption in
a2 i R L o the subject group administered eye drops with
<3 Sé& |182¢2 2@5l% BAC compared with that in the BAC-free group.%
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Both patient’'s complaints and objective damage to the
ocular surface are more frequent among patients
treated with eye drops containing a preservative.®
In addition, it has been shown that povidoneiodine
also be cytotoxic to comeal cells.™ In our study,
more patient discomfort, such as stinging, was
observed in the dexamethasone 0.1%/ povidone-
iodine 0.4% group, athough both solutions contain
components that produces discomfort. Although there
are no studies in the literature evaluating the in vivo
effects of isolated BAC on patients with viral conjunc-
tivitis, BAC demonstrated potent in vitro activity
against the majority of microorganiams, induding
adenovirus. "% Despite that, we observed a reduction
oftheduration of thedisease when the compound with
povidoneiodine was used, which may be explained
by the antimicrobia activity of povidone-iodine 2*®

However, the study was limited in that patients
were asked about the duration of their conjunctivitis
on the 30th day; there were no objective, pre-defined
criteria for this situation. As a result, the duration of
conjunctlivitis was based on the patients’ subjective
reporting. This report may have been biased by the
anti-inflammatory effect of steroids, and thus may not
have resulted from the combination of the stercid
with povidoneiodine. The study was also limited in
that the symptom questionnaire was based on sub-
jective data (patient response) and lacked an analyds
of objective data.

Our study revealed that the PCR tests of 72 patients
were podtive for adenovirus (59.0% positivity), a
finding which is similar to that of a previous study,’
and the incidence was similar between the two groups
(36 in the povidoneiodine 0.4%/ dexamethasone 0.1%
group and 36 in the group receiving artificial tears).
The findings of al variables (overal discomfort,
itching, foreign body sensation, tearing, redness,
eydid swdling, intraocular pressure and subepithdial
comeal infiltrate incidence) were samilar among
patients with both negative and positive PCR results.

It was unclear why topical dexamethasone 0.1% as
a component of the treatment did not relieve the
symptoms of viral conjunctivitis when it was success-
ful in a large randomized placebo-controlled study of
the topical steroid alone.*? A possibility is that patient
responses were influenced by the stinging sensation,
which was significant in treated group (p=0.001).
However, stinging may be reduced through pH
normalization or the use of a lower povidone concen-
tration. Additional studies are needed to test this
hypothesis. Although a previous study®® reported a
high incidence of permanent “dry eye” in the post-
infection period of adenovirus with the use of steroids
for six weeks, this was not observed in our study or
in amilar studies with steroids, perhaps because of
the short duration of the treatment (seven days).
However, no long-term follow-up was performed to
evaluate this issue.

1 2014 Informa Hesdlthcare USA, Inc.
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Thus, an effective treatment for the symptoms and
dgns of acute follicular conpjnctivitis has yet to be
found. An improvement of the side effects and more
studies on measurements of viral titers are needed to
show whether povidoneiodine 0.4%/ dexamethasone
0.1% can be a treatment option.

ACKNOWLEDGEMENTS

We would like to thank the Brazilian company,
Ophthalmos & A, for the materials, the UNICAMP
colleagues and professors for their commitment to this
study and the Statistical Service of the UNICAMP
School of Medical Sciences.

DECLARATION OF INTEREST

No conflicting relationship exists for any author.

Fnancia Support: Ophthamos S A, Sao Paulo,
Brazil. The sponsor or funding organization had no
rolein the design or conduct of this research.

REFERENCES

1. Sambursky RP, Fram N, Cohen El The prevalence of
adenovird conjundivitis a the Wills Eye Hospital
Emergency Room_ Optometry 2007,78236-239.

2. Cooper RJ Hallett R, Tullo AB, Klapper PE. The epidemi-
ology of adenovirus infections in Greater M anchester, UK
1982-96. Epidemiol Infect 2000;125:333-345_

3. Hussain MA, Costello P, Morris D.J Bailey AS, Corbitt G,
Cooper Rl e al. Comparison of primer sets for detection of
fecal and ocular adenovinus infection using the polymerase
chain reaction. JMed Virol 1996,49:187-194.

4. Scott IU. Vird conjunctivitis. 2014 Jun 5. Available from:
http # / emedicine medscape.com/ articdelf 1191370-overview
[last accessed 13 .un 2014].

5. Park SW, Lee C-S, Jang H-C, Kim E-C, Oh M, Choe K-W.
Rapid identification of the coxsackievirus A24 variant by
molecular serotyping in an outbreak of acute hemorrhagic
conjundivitis. JClin M icrobiol 2005;43-1069-1071.

6. Kimura R, Migita H, Kadonosono K, Uchio E._Is it possible
to detect the presence of adenovirus in conjundiva before
the onset of conjunctivitis? Acta Ophthalmol 2009874447

7. Udeh BL, Schneider JE, Ohsfeldt RL_Cost effectiveness of a
point-of-care test for adenovird conjundivitis. Am JMed
Sci 2008,336254-264.

8. Kaneko H, Maruko |, lida T, Ohguchi T, Aoki K, Ohno S,
Suzutani T. The possibility of human adenovirus detection
from the conjunciiva in asymptomatic during noso-
comid infection. Comea 2008.27-527-530.

9. Sambursky R, Trattler W, Tauber S, Starr C, Friedberg M,
Boland T, et al_ Sensitivity and specificity of the AdenoPlus
test for diagnosing adenoviral conjundivitis JAMA
Ophthamol 2013;131:17-22.

10. Romanowski EG, Roba LA, Wiley L, AraulloCruz T,
Gordon Y. The effeds of corticosteroids of adenoviral
replication. Arch Ophthadmol 1996,114:581-585.

M. Romanowski EG, Yates KA, Gordon YJ Antiviral prophy-
laxis with twice daily topical cidofovir proteds against

RIGHTS

65

<



Curr BEye Res Downloeded from informeheelthoars, com by 187.2.17.4 on 10/13/14

For personal uss only,

12

13

14

15

16.

17

18

19.

21

24

27

R.D.P. Pinto et al.

chdlenge in the adenovinus type 5/ New Zealand rabbit
ocular model. Antiviral Res 200152 275-280.

Hillenkamp J Reinhard T, Ross RS, Bohringer D, Cartsburg
0O, Roggendorf M, et d. The effeds of cidofovir 1% with
and without cydosporin a 1% as a topicd treament of
acute adenoviral keraoconjundivitis. a controlled dinical
pilot study. Ophthamology 2002;109:845-850.

M eyer-Risenberg B, Loderstadt U, Richard G, Kaulfers
P-M, Gesser C. Epidemic keratoconjundivitis: the current
situation and recommendations for prevention and treat-
ment. Dtsch Arztebl Int 2011;108:475-480.

Awan MA, Agarwal PK, Watson DG, McGhee CNJ
Dutton GN. Penetration of topical and subconjunctival
corticosteroids into human aqueous humour and its thera-
peutic significance. Br J Ophthamol 2009;93:708-713.
Weijtens O, Schoemaker RC, Romijn FPFHTM, Cohen AF,
Lentjes EGWM, van Meurs [C. Intraocular penetration
and systemic absorption after topical application of dexa-
methasone disodium phosphate. Ophthalmology 2002109
1887-1891.

Pelletier J5, Stewart K, Tratler W, Ritterband DC,
Braverman S, Samson CM, et a. A combination povi-
done-iodine 04%/ dexamethasone 0.1% ophthalmic sus-
pension in the treatment of adenoviral conjundivitis
Adv Ther 2009.26:776-783.

Holland EJ Bartiett D, Patemo MR, Usner DW,
Comstock TL. Effects of loteprednol/ tobramycin versus
dexamethasone/ tobranycin on intraocular pressure in
healthy volunteers. Comea 2008,27-50-55.

Mohan N, Gupta V, Tandon R, Gupta SK, Vajpayee RB.
Topical ciprofloxacin-dexamethasone combination therapy
after cataract surgery: randomized controlled dinical trid.
JCataract Refract Surg 2001.27-1975-1978.

Kadam SP. Application of betadine {povidone iodine)
to nfected comeal ulcer. Indian J Ophthadmol 198735:
135-136.

Isenberg S| Apt L, Valenton M, Del SignoreM , Cubillan L,
Labrador MA , et al_A controlled trid of povidone-iodine to
treat infectious conjunctivitis in children. Am JOphthalmol
2002,134:681-688.

Isenberg Sl The ocular application of povidone-iodine.
Community Eye H edth 2003;16:30-31.

Safar A, Dellimore MC. The effect of povidone iodine
flush versus drops on conjundiva colonization before
intravitred injecti Int Ophthamol 2007 27307312
Ferguson AW, Scott A, M cGavrigan .| Hton RA, MclLean J
Schmidt U, e al. Comparison of 5% povidoneiodine
solution against 1% povidone-iodine solution in preopera-
tive cataract surgery antisepsis: a prospective randomised
double blind study. Br JOphthadmol 200387-163-167.
Benevento W.l Mumay P, Reed CA, Pepose 5. The sensi-
tivity of Neisseria gonorthoeae, Chlanydia trachomatis,
and herpes simplex type Il to disinfedion with povidone-
iodine. Am JOphthalmol 1990;109:329-333.

Medki SA, Safar A, Yaghouti F, Scharper P, Scharper M,
Zeligs B, et al_ Effect of topicd povidone-iodine versus
topica ofloxacin on experimental Staphylococcus kerditis.
Graefes Arch Clin Exp Ophthalmol 2000,238:459-462.
Berkelman RL, Holland BW, Anderson RL. Increased
bactericidal activity of dilute preparations of povidone-
iodine solutions. J Clin Microbiol 1982;15:635-639.
Monnera N, Bossart W, Thie MA_ [Povidone-iodine for
treatment of adenovird conjunctivitis. an in vitro study].
Klin M onbl Augenheilkd 2006,223:349-352.

31

37.

.

2

KawanaR, Kitamura T, Nakagomi O, Matsumoto |, AritaM ,
Yoshihara N, et al. Inactivation of human viuses by
povidone-iodine in comparison with other antiseptics.
Demmatology {Basel) 1997;19529-35.
Clement C, Capriotti JA, Kumar M , Hobden JA, Foster TP,
Bhattacharjee PS, et d. Clinicad and antivird efficacy of an
ophthdmic formulation of dexamethasone povidone-
iodine in a rabbit model of adenovird keratoconjundtivitis.
Invest Ophthamol Vis Sci 2011,52339-344.
Kinloch R, Mackay N, Mautner V. Adenovius hexon.
Sequence comparison of subgroup C serotypes 2 and 5.
JBiol Chem 1984,2596431-6436.
Tumer PC, Bailey AS, Cooper RJ Morris D.l The polymer-
ase chain readion for detecting adenovirus DNA in
formdin-fixed, paraffin-embedded tissue obtained post
mortem._ Jinfed 1993274346
Allard A, Girones R, Jito P, Wadell G. Polymerase chain
reaction for detection of adenoviruses in stool samples.
JClin M icrobiol 199129:2683.
Morris DJ Bailey AS, Cooper Rl Tumer PC, Jackson R,
Corbitt G, Tullo AB. Polymerase chan readion for rapid
detection of ocular adenovirus infection. JMed Virol 1995;
46126132
Shiuey Y, Ambati BK, Adamis AP. A randomized, double-
asked trial of topical versus artificial tears for
treatment of viral conjunctivitis. Ophthalmology 2000;107:
1512-1517.
Ward .B, Siojo LG, Waller SG. A prospedive, masked
dinicd trid of trifluridine, dexamethasone, and artificial
tears in the treah it of epidemic kerats junctivitis.
Comea 1993;12216-221.
Baudouin C, de Lunardo C. Short-term comparative study
of topical 2% carteolol with and without benzakonium
chloride in hedthy rs. Br J Ophthalmol 1998,82:
39-42.
Ishibashi T, Yokoi N, Kinoshita S. Comparison of the short-
termn effects on the human comeal surface of topica
timolol maleate with and without benzalkonium chloride.
JGlaucoma 2003;12486-490.
Levra F, Pisdla PJ Baudouin C. [Clinical tolerance of
antiglaucoma eyedrops with and without a preservaive.
Results of an unpublished suvey in Europe]. J Fr
Ophtalmol 199922:186-191.
Chou SF, Lin CH, Chang SW. Povidone-iodine appli-
cation induces comeal cell death through fixation. Br J
Ophthalmol 2011,95277-283.
Bdec L, Tevi-Benissan C, Bianchi A, Cotigny S, Beumn ont-
Mauviel M, S'Mohamed A, e d. In vitro inactivation of
Chiamydiatrachamatis and of apanel of DNA HHSV-2, CMV,
adenovirus, BK virus) and RNA {RSV, enterovimus) viruses
by the sp icide benzalk chloride. J Antimicrob
Chemother 200046 685-693.
Lazzaro DR, Abulawi K, Hajee ME. In vitro cytotoxic
effeds of benzalkonium chloride on adenovirus. Eye
Contact Lens 2009,35:329-332.
Wilkins MR, Khan S, Bunce C, Khawaja A, Siriwardena D,
Larkin DFP. A randomised placebo-controlled trid of
topical sterod in p d vird undivitis. Br J
Ophthalmol. 2011;95:1299-1303.
Trauzettel Klosinski S, Sundmacher R, Wigand R [The
effeds of topical steroids in epidem ic kerao-conjunctivitis
{author’s trand)]. Klin Monbl Augenheilkd 1980;176:
899-906.

66



67

APENDICE 4

) CLINICS

The prevalence of adenoviral conjunctivitis at the
Clinical Hospital of the State University of Campinas,

Brazil

Roberto Damian Pacheco Pinto,"” Rodrigo Pessoa Cavalcanti Lira,' Carlos Eduardo Leite Arieta,'
Rosane Silvestre de Castro,' Sandra Helena Alves Bonon"

'"Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Oftalmologia, Campinas/SP, Brazil. "Faculdade de Ciéncias Médicas e Laboratorio de Virus,

Campinas/ SP, Brazil.

(

~

OBIJECTIVES: Viral conjunctivitis is a common, highly contagious disease that is often caused by an adenovirus.
The aim of this study was to evaluate the prevalence of adenoviral conjunctivitis by analyzing data from a
prospective clinical study of 122 consecutively enrolled patients who were treated at the Clinical Hospital of
the State University of Campinas (UNICAMP) after a clinical diagnosis of infectious conjunctivitis between
November 2011 and June 2012.

METHODS: Polymerase chain reaction was used to evaluate all cases of clinically diagnosed infectious
conjunctivitis and based on the laboratory findings, the prevalence of adenoviral infections was determined.
The incidence of subepithelial corneal infiltrates was also investigated.

RESULTS: Of the 122 patients with acute infectious conjunctivitis included, 72 had positive polymerase chain
reaction results for adenoviruses and 17 patients developed subepithelial corneal infiltrates (13.93%).
CONCLUSIONS: The polymerase chain reaction revealed that the prevalence of adenoviral conjunctivitis was
59% in all patients who presented with a clinical diagnosis of infectious conjunctivitis from November 2011 to
June 2012. The prevalence of adenoviral conjunctivitis in the study population was similar to its prevalence in
other regions of the world.
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H INTRODUCTION

Adenoviruses (AdV) are a major cause of viral conjuncti-
vitis. They are responsible for 15% to 70% of all cases
of conjunctivitis worldwide. These viruses belong to the
Mastadenovirus genus of the Adenoviridae family, which is
divided into six species (A - F) and 51 serotypes (1,2).
Approximately one-third of human adenovirus serotypes are
associated with common forms of adenoviral-related eye
infections (3). The serotypes AdV8, 19 and 37 are often
associated with epidemic keratoconjunctivitis (EKC), although
other serotypes, such as AdV2, 3, 4, 5,7, 10, 11, 21, 22, 29 and
34, have also been associated with this illness (4,5).

Copyright © 2015 CLINICS — This is an Open Access article distributed under the
terms of the Creative Commons License (http://creativecommons.org/licenses/by/
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In general, viral conjunctivitis is diagnosed based on clinical
features alone. The clinical presentation of the presumed viral
conjunctivitis is characterized by acute symptoms, such as eye
irritation, excessive tearing, soreness, foreign body sensations,
light sensitivity and even blurred vision in advanced cases.
Ocular findings include blepharedema, epiphora, conjunctival
hyperemia, chemosis, follicular reaction, subconjunctival hemor-
rhage and membrane or pseudomembrane formation (6).
Laboratory confirmation of the diagnosis can aid physicians in
rapidly initiating suitable hygienic measures and determining
the epidemiological significance of the infection.

A complication of viral conjunctivitis is the presence of
multifocal subepithelial corneal infiltrates (7), which are focal
lesions that may represent a cellular immune reaction against
viral antigens that are deposited in the corneal stroma under
the Bowman’s membrane (8). These subepithelial infiltrates
can persist for weeks to years and they may cause visual
impairment if the infiltrate area involves the visual axis. Most
of these infiltrates tend to resolve spontaneously without
scarring. The use of topical corticosteroids may hasten
recovery, but it does not affect long-term outcomes (9).
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Various methods can be used to diagnose viral infections
in the laboratory, including viral culture, antigen detection,
serology and nucleic acid detection. Nucleic acid detection is
more sensitive than other techniques and is not dependent
on the presence of a viable virus or the quality or presence of
appropriately infected cells. Therefore, polymerase chain
reaction (PCR) is now emerging as the “gold standard” for
diagnosing viral conjunctivitis. Studies suggest that PCR
is more sensitive for detecting adenoviruses than other
virological methods.

In Brazil, epidemiological data that can be used to
determine the prevalence of ocular infections that involve
adenoviruses are scarce. The purpose of this study was to
investigate the frequency of adenoviral conjunctivitis and the
incidence of subepithelial corneal infiltrates in a group of
patients treated at the Ophthalmology Emergency Room of
the Hospital das Clinicas, University of Campinas, Brazil.

B MATERIALS AND METHODS

A prospective, nonrandomized clinical study was con-
ducted to evaluate 122 consecutively enrolled patients who
were treated at the Ophthalmology Emergency Room of the
State University of Campinas from November 2011 through
June 2012. Patients were enrolled within 1 week of deve-
loping signs and symptoms consistent with acute infectious
conjunctivitis.

Ocular swab samples were collected from patients with
conjunctivitis suspected to be caused by a human adenovirus
(HAAYV). The samples were placed in a sterile solution of 0.9%
NaCl and maintained in a freezer at -80°C degrees until the
time of extraction. These samples were used for adenovirus
PCR analyses. Adenovirus primers were designed based on
the hexon region of the DNA sequences of adenovirus types
2 and 5: Hadv1, 5-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3
and Hadv2, 5CAGCACGCCGCGGATGTCAAGT-3'product
size = 300 bp) (10-13). These primers can be used to amp-
lify multiple serotypes. Sequencing of this 300-bp fragment of
the hexon gene permitted the identification of most of the
adenovirus serotypes that are associated with acute conjuncti-
vitis. In addition, patients were investigated for the presence of
sub-epithelial corneal infiltrates on the tenth and thirtieth days
after the initial evaluation.

Written informed consent was obtained from the study
participants. This study was approved by the ethics committee
of the State University of Campinas.

Inclusion and Exclusion Criteria

Eligible patients were required to have had acute unilateral or
bilateral viral conjunctivitis (with characteristic clinical features,
such as the sudden onset of acute follicular conjunctivitis with
watery discharge, hyperemia and chemosis) for less than one
week. In addition, they were required to have at least one of the
following features that are consistent with viral conjunctivitis:
ipsilateral preauricular lymphadenopathy preceded by flu-like
symptoms (including fever, malaise, respiratory symptoms,
nausea, vomiting, diarrhea, or myalgia), and/or a recent history
of an eye examination or exposure within the family or at work.
Exclusion criteria included a history of seasonal allergic
conjunctivitis, the use of ocular medication following the onset
of symptoms, contact lens use, a history of herpetic eye disease,
a history of ocular surgery, a history of chronic ocular disease
other than refractive error, allergy to iodine, pregnancy, patients
less than 18 years of age, any bleeding disorder, glaucoma,
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significant blepharitis or dry eyes according to a slit lamp
examination, purulent ocular discharge, corneal epithelial
fluorescein staining, or intraocular inflammation.

Bl RESULTS

The baseline characteristics of the 122 included patients are
shown in Table 1 (showing all patients and patients with
positive PCR results). Among the 122 consecutive patients
with acute conjunctivitis, 72 (59.0%) were PCR positive for
an adenovirus. The PCR results were negative for adeno-
viruses in 50 patients. No bacterial cultures were performed.

Seventeen patients (13.93%) developed subepithelial cor-
neal infiltrates and all of these patients had a positive PCR
result. These patients were successfully treated with topical
prednisolone (0.1%) within four weeks.

H DISCUSSION

Conjunctivitis is the most frequent ocular disorder that is
observed in ophthalmic clinics. Several viruses are associated
with conjunctivitis, including members of the Enterovirus
genus, particularly enterovirus 70 (EV70) and a variant of
Coxsackievirus A24 (vCA24). However, adenoviruses are the
leading cause of acute conjunctivitis (14,15).

Results from studies conducted in Japan showed that
adenoviruses were involved in 90% of all viral cases of
conjunctivitis in that country (16), whereas worldwide,
adenoviruses have been found to be involved in 15% to 70%
of all cases of infectious conjunctivitis (17-20). It is often
difficult to clinically distinguish a disease caused by an
adenovirus from other etiologies of conjunctivitis and compar-
ison of laboratory studies of acute conjunctivitis shows that the
accuracy of clinical diagnosis ranges from 40% to 75% (21,22).

Very few studies have been conducted in Brazil to investigate
the prevalence of adenoviruses in patients with symptoms of
acute conjunctivitis. Maranhao et al. studied 75 eye swabs and
reported that 60% of the patients had positive PCR results for an
adenovirus (23). We found that the prevalence of adenoviral
conjunctivitis was 59% (72 out of 122) in all patients presenting
with a clinical diagnosis of infectious conjunctivitis at the
Ophthalmology Emergency Room of UNICAMP between
November 2011 and June 2012. This result is in agreement with
the findings of similar previous studies conducted in Brazil (23)
and the United States (24). Possible reasons for negative PCR
results include the presence of viral conjunctivitis caused by
non-adenoviral species, allergic conjunctivitis, chlamydia and

Table 1 - The Prevalence of Adenoviral Conjunctivitis at the
Clinical Hospital of the State University of Campinas, Brazil.

Demographic and Clinical Characteristics

Adenovirus PCR +
(n=72)

All patients
(n=122)

Median age (years) 36.09 (£ 13.30) 34.86 (£12.83)

Male (%) 41.8 44.4

Median days with symptoms 2.05 (£1.30) 2.12 (£1.26)

Associated upper respiratory ~ 28.7 30.6
infection (%)

Follicles on inferior tarsal 94.3 95.8
conjunctiva (%)

Preauricular node (%) 18.0 15.3

Contact with person with a 53.3 58.3

red eye (%)
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inclusion conjunctivitis. Less common causes include herpetic
viruses, picornaviruses, Epstein-Barr virus, influenza viruses,
paramyxovirus and poxviruses.

Our study describes an incidence of subepithelial infiltrates
of 13.93%. However, previous studies have described an
incidence of up to 50% (7). Because subepithelial infiltrates can
cause visual impairment if they involve the visual axis and
because they occur only in adenoviral conjunctivitis, labora-
tory confirmation of the presence of an adenovirus may
indicate the need for closer monitoring and early treatment, if
necessary, to reduce the risk of permanent visual deterioration.

A laboratory confirmation of an adenovirus-related etiology
may aid the physician in making an accurate diagnosis. The
correct identification of patients with adenoviral conjunctivitis
may reduce the spread of the disease and limit its toxicity in
addition to allergic reactions and antibiotic resistance associated
with unnecessary empirical treatments. Udeh et al. found that
the systematic use of such a test could reduce the costs related
to the inadequate use of antibiotics in patients with EKC by
$71.30 US dollars per patient (25). Overlooking a diagnosis of
viral conjunctivitis also poses a serious problem because of
the high risk of transmission of the contagion. In addition,
adenoviral conjunctivitis is associated with significant compli-
cations, including subepithelial infiltrates (26), lacrimal drai-
nage abnormalities (27) and symblepharon formation (28).

The present study demonstrates that a tertiary hospital in
Brazil experiences a prevalence of adenoviral conjunctivitis that is
similar to that observed in other parts of the world, but no
laboratory tests are routinely performed at the clinical level in this
hospital. With the advent of new laboratory techniques, such as
PCR, the ability to make diagnoses by analyzing tear samples
from the inferior palpebral fornix has improved dramatically.
A rapid, inexpensive and accurate method for diagnosing adeno-
viral ocular infections is needed not only to limit the transmission
of the virus within the community but also to avoid the
expensive, unnecessary, and ineffective use of antibiotic therapies.
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ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

& www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 19/09/11
(Grupo I11)

PARECER CEP: N° 742/2011 (Fste n* deve ser citado nas correspondéncias referente a cste projeto).
CAAE: 0664.0.146.000-11

- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO DE DEXAMETASONA 0,1%/10DO-
POVIDINE 04% VERSUS LAGRIMAS ARTIFICIAIS NO TRATAMENTO DA
CONJUNTIVITE VIRAL AGUDA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Roberto Damian Pacheco Pinto

INSTITUICAO: Hospital de Clinicas/UNICAMDP

APRESENTACAO AO CEP: 13/07/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 19/09/12 (0 formulirio encontra-se no size acima),

Il - OBJETIVOS.

Estudar a eficacia da dexametasona 0;1% / iodo-povidine 0,4% no tratamento dos sinais e
sintomas da conjuntivite viral. O objetivo sccundario de avaliar a prevaléncia de ctiologia viral
nos casos de quadro clinico sugestivo de conjuntivite aguda.

111 - SUMARIO.

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado e examinador mascarado. Para analise
estatistica scra utilizado o teste de T de student se as amostras apresentarem uma distribuigio
normal. As varidveis categdricas serio comparadas utilizando o Qui quadrado ou o teste de
Fisher, sendo os valores de p .05 apresentardo significado cstatistico. Sujeitos: pacientes com
histéria de conjuntivite bilateral ou unilateral com menos de duas semanas scrdo selecionados no
servigo de urgéncia de Oftalmologia -11C UNICAMP.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES,

Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 ¢ suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V- PARECER DO CEP.

O Comité de Elica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presentc caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementarcs, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa. bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
ksclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comiré de Etics con Pesquiss - LNTCAMP

Ruz: ‘Fessadia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521 2936
Caira Postaf 6111 FAN  i019) 3521-TINT
13083-5887 Campina< - SP cepia fennunicamp.hir



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

& waw o uncampbedfeny/pesquiss

O contelde e as conelusdes aqgui apreseniados slo de responsabilidade exclusiva do
CEPTCMIUNICAMP ¢ ndo representam a opinido da Umiversidade Estadual de Campinas nem
# comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES,

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seéu
consenlimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagiio alguma ¢ sem prejuizo ao scu
cuidado (Res. NS 19696 — Iem TV.L.1) ¢ deve receber uma edpia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido. na integra. por ele assinado (lem 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conlorme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar © estudo somente apds andlise dos razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS ltem 11112}, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsio ao sujeito
participante ou quando constatar a superionidade do regime olerecido 2 um dos prupos de
pesquisa (llem V.3.),

O CEP deve ser informade de todos os efeitos adversos ou fatos relevanies que alierem o
curso normal do estudo (Res. ONS Item V.4.). E papel do pesquisador asscgurar medidas
imediatas adequadus frente a evenlo adverso grave ocommido (mesmo gue lenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria -+ ANVISA -
JURLD COM SeU POSICIONAMENt.

Eventais modilicagdes on emendas ae protocolo devem scr apresentadas ao CHP de
forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do protocelo a ser modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou IT apresemtados anleriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las tambem a mesma junto com o parecer aprovatdnio do CEP. para
serem juntadas 0o protocolo inicial (Res. 25197, lem 11.2.¢)

Relatoniox parciais ¢ final devem ser apresemtados ao CEP. de acordo com os prazos
cstabelecrdos na Resolugiio CNS-MS 19606,

VII- DATA DA REUNIAQ.
Homaolegado na VI Reunifio Ordinaria do CEP/FCM. em 26 de julho de 2011,

Prof. Dr. Curlis Eduardo Steiner
PRESIDENTF do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
£ vanare de Uines o Pesgguina - | %00 AAIF
Rom: | ovaha Violre Jde L asmirgs, 126 FONE t0 1) 3521 390
f arvm Prpdal e100 FAs qolyy 3207 0a"
LEssad { anpians - 5P g o e miwninr aimigpla o
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