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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito do crosslinking (CXL) no tratamento de ceratite infecciosa,
resistente ao tratamento clinico, e investigar a relagdo com o agente etiolégico.
Métodos: Foram incluidos 11 pacientes com diagnostico de ceratite infecciosa de
etiologia bacteriana (sete olhos) e fingica (quatro olhos) na Fundagdo Altino Ventura
(FAV) no periodo de outubro de 2011 a maio de 2012. Os pacientes incluidos estavam
em uso de colirios ha pelo menos sete dias e ndo apresentavam melhora da infeccao.
Estes foram avaliados antes da realizacdo do CXL e no periodo pés-operatério, até
cicatrizacdo da tdlcera. Para realizagdo do CXL foram instilados gotas de riboflavina a
0,1% e dextrano a 20%, a cada cinco minutos em um periodo de 30 minutos antes do
procedimento, e durante a aplicacdo da luz ultravioleta A (UVA). A cérnea foi
exposta a UVA com comprimento de onda de 370nm + 5nm e uma irradiancia de
3mW/cm? Resultados: Os pacientes com infeccdo bacteriana obtiveram cura do
processo infeccioso apés o CXL e nenhum paciente com ceratite fungica apresentou
cicatrizagdo. Observou-se associacdo significante (p=0,003) entre o agente etiolégico e
a cicatrizacdo. Conclusao: O CXL mostrou-se eficaz no tratamento de ceratite
bacteriana resistente ao tratamento clinico, evitando a realizacdo de transplante
tectonico. Em relacdo a ceratite fiingica, o este procedimento nao influenciou para a

melhora do processo infeccioso.

Descritores: Cornea; Crosslinking; Ceratite infecciosa; Ceratite bacteriana; Ceratite

tangica



ABSTRACT

Purpose: To evaluate the effect of corneal crosslinking (CXL) in the treatment of
infectious keratitis resistant to medical treatment, and investigate the relation with
the CXL outcome to the etiologic agent. Methods: The study included 11 patients
who were diagnosed with bacterial (seven eyes) or fungal keratitis (four eyes) at
Fundagdo Altino Ventura from October 2011 to May 2012. All patients were using
antibiotic eye drops for at least 7 days and have had no infection improvement.
Patients were evaluated prior to CXL and the postoperative period until healing of
the keratitis. For CXL, eyes were first instilled with a solution containing 0.1%
riboflavin and 20% dextran for 30 min at a 5-minutes interval. Riboflavin-soaked eyes
were then irradiated with UVA light (370 £ 5nm) at 3mW/cm? for 30 minutes.
Results: Eyes with bacterial infection exhibited improvement of infectious symptoms
after CXL whereas eyes with fungal keratitis showed no improvement. Thus, there
was a statistically significant correlation (p = 0.003) between the etiologic agent and
the effectiveness of healing. Conclusion: CXL was effective in the treatment of
bacterial keratitis resistant to clinical treatment, eliminating the need for surgery.

However, CXL was not effective in managing fungal keratitis.

Keywords: Cornea, Crosslinking; Infectious keratitis, Bacterial keratitis, Fungal

keratitis
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INTRODUCAO

1.1 Apresentacao do problema

A ceratite infecciosa constitui uma condicdo comum e prevenivel de
morbidade visuall4. E uma das principais causas de cegueira monocular nos paises
em desenvolvimento!®. A principal etiologia das ceratites infecciosas é bacteriana,
podendo também ser causada por fungos, protozodérios e virus®-10.

O tratamento das ceratites infecciosas baseia-se no emprego de
antimicrobianos tépicos*1112, Mesmo com sua utilizagdo correta e instituida no
tempo apropriado, o processo inflamatério pode progredir com piora da ulceracao,
desenvolvimento de melting corneal e perfuracao ocular4813. Quando ocorre falha no
tratamento clinico, procedimentos cirtrgicos como recobrimento conjuntival ou
transplante de cornea podem ser utilizados!17.

Foram relatados casos de ftlcera corneais, tratados com sucesso pelo
crosslinking (CXL)18-%5. Em estudo experimental, foi demonstrado aumento da
resisténcia contra a digestdo enzimadtica pela colagenase, pepsina e tripsina em
corneas que tinham sido submetidas ao tratamento com CXL corneal?. A luz
ultravioleta A (UVA) associada a riboflavina atua como fotomediador que acarreta
perda do equilibrio interno das moléculas de riboflavina, criando radicais livres de
oxigénio que induzem novas ligacdes entre fibrilas de colageno. Esta reestruturacao
das fibras de coldgeno provoca aumento da forca biomecanica da cérnea. Radicais
livres de oxigénio tém efeito antimicrobiano por interferir na integridade da
membrana celular bacteriana. Assim, a combinacdo da UVA e os radicais livres de
oxigénio produzido pelo CXL podem agir de forma sinérgica para o tratamento de
tlceras corneais tanto pela acdo antimicrobiana como pela protecdo do coldgeno

contra a degradacao de enzimas proteoliticas?”-31.
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1.2 Justificativa

A indicacdo clinica atual do CXL corneal geralmente é feita para os casos de
ceratocone®’, degeneracdo marginal peltacida?!, ectasias iatrogénicas apds cirurgias
refrativas com laser in situ keratomileusis (LASIK) e ceratectomia fotorefrativa (PRK)3°
e ceratopatia bolhosa dolorosa32. Os efeitos terapéuticos do CXL na ceratite infecciosa

ainda ndo estdo bem definidos18-2¢.

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral

Avaliar o efeito do CXL no tratamento de ceratite infecciosa resistente ao

tratamento clinico.

1.3.2 Especificos

* Comparar a acuidade visual encontrada, em LogMar, pré e apods
tratamento com CXL;

* Relacionar o efeito terapéutico do CXL com o agente etioldgico da ceratite;

* Avaliar a necessidade de recobrimento conjuntival ou transplante de

coérnea por falha do CXL.



REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Definicao e epidemiologia de ceratite infecciosa

A ceratite infecciosa caracteriza-se por inflamacdo corneal associada a erosdo
epitelial, com ou sem envolvimento estromal, causada por bactérias, fungos,
protozoérios ou virus3?. Constitui uma condicdo comum e prevenivel de morbidade
visuall. E uma das principais causas de cegueira monocular nos paises em
desenvolvimentol?, o que torna seu tratamento um assunto de satde ptublica.

A incidéncia de ceratite infecciosa no Brasil ndo é conhecida. Dados
disponiveis indicaram que em 1993 nos Estados Unidos ocorreram onze casos de
tlcera corneal por 100.000 habitantes34; na India, este namero foi de 113 casos por
100.000 habitantes por ano3>. Em outros paises, como o Nepal, este valor chegou a
799 casos por 100.000 pessoas por ano*. Estima-se que tlcera de cérnea juntamente
com trauma ocular resulte em cerca de 1,5 a 2,0 milhdes de casos de cegueira

anualmente em todo o mundo?.

2.2. Mecanismo de defesa corneal

A presenca de ceratite infecciosa associa-se frequentemente a alteracdes nos
mecanismos de defesa da cérnea ou a fatores predisponentes. Mecanismos de defesa
local impedem o desenvolvimento de ceratites infecciosas em hospedeiros normais
apesar da presenca de flora microbiana diversa nas pélpebras e conjuntiva.
Constituem parte da defesa: epitélio corneal integro, filme lacrimal com
imunoglobulinas e enzimas, como a lisozima, e a acdo de limpeza das pélpebras
durante o piscar. Este conjunto de fatores torna o ambiente da superficie ocular
desfavoravel para o crescimento de bactérias na cérnea338.

Alteragdes nas pélpebras ou no seu fechamento podem levar a exposicao
corneal, aumentando o risco para infecgdes. O piscar palpebral normal promove uma
distribui¢do uniforme do filme lacrimal e efeito de drenagem de agentes patdgenos.

Alteracoes no volume do filme lacrimal, nos seus componentes ou no sistema de
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drenagem levam ao comprometimento da defesa ocular. No filme lacrimal
encontram-se imunoglobulinas, fatores do complemento, lisozima, lactoferrina,
betalisinas e ceruloplasmina que possuem efeito antimicrobiano’.

O epitélio corneal é um importante mecanismo de defesa. Enquanto a maioria
das bactérias sdo incapazes de ultrapassar a barreira epitelial, Neisseria gonorrhoae,
Corynebacteria diphtheria, Hemophyilus aegyptius e Listeria sp podem invadir o epitélio
corneal integro. Area de desepitelizacdo induzido por lente de contato, trauma ou
cirurgia ocular, sindrome de erosdo recorrente, ceratopatia bolhosa, olho seco sao
fatores predisponentes a ceratite infecciosa®?. O uso indiscriminado de lentes de
contato aumentou consideravelmente a incidéncia de ceratite, passando a ser o

principal fator de risco, na maioria dos estudos atuais*1-43.

2.3 Patégenos envolvidos na ceratite bacteriana

Uma grande variedade de micro-organismos podem estar envolvidos nas
ceratites. A prevaléncia de um agente depende da localizagdo geogréfica, fatores
climéticos e de fatores de risco para infeccao*2.

E de extrema importancia a identificacdo dos fatores etiologicos causadores da
tlcera de cornea e dos patégenos envolvidos, para o desenvolvimento de estratégias
no que se refere ao diagnostico e tratamento apropriado. O tipo de tratamento
baseia-se nos achados clinicos e laboratoriais®.

Os patégenos mais frequentemente encontrados na ceratite bacteriana sao,
Staphylococos aureus, Staphylococos epidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Streptococos
sp*. Pseudomonas é o organismo mais frequentemente isolado na ceratite infecciosa
de usuarios de lentes de contato hidrofilicas*54°.

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo que tipicamente produz
tlcera extensa, rapidamente progressiva, frequentemente com hipépio, podendo
levar a descemetocele e perfuragao corneal%. Sua viruléncia deve-se provavelmente a
mobilidade e producdo de colagenase calcio-dependente. Muitas cepas de

Pseudomonas produzem enzimas proteoliticas que causam rapida destruicao

corneal3346
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Staphylococos é um patégeno gram-positivo que estd usualmente presente na
flora conjuntival. Sdo subdivididos em trés espécies: Staphylococos aureus,
Staphylococos epidermidis e Staphylococos saprophyticus. Staphylococos aureus sao
patoégenos mais frequentes nas ceratites infecciosas e geralmente ocorrem em cérneas
com patologias associadas como ceratopatia bolhosa, ceratite herpética cronica,
ceratoconjuntivite seca e atdpica?’. Tendem a produzir infiltrado corneal
rapidamente progressivo e rea¢do de camara anterior com formacao de hip6pio*.

A tlcera causada por Streptococos sp. é na maioria dos casos de evolugdo
rapida, central e profunda, podendo apresentar abscesso estromal, hipdépio e

depdsito endotelial de fibrina8.

2.4 Sinais e sintomas de ceratite bacteriana

Os sintomas incluem dor, lacrimejamento, fotofobia, diminuicdo da visao e
presenca de secrecdo purulenta. Podem-se observar sinais de edema palpebral,
hiperemia conjuntival, quemose e injecdo ciliar. O epitélio corneal pode estar
ulcerado, ha infiltragdo estromal com ou sem necrose tecidual. A cérnea apresenta
com frequéncia edema ao redor do infiltrado. Também podem existir células na
camara anterior, placas inflamatérias endoteliais e hip6pio33.

Com a resposta inflamatdria ao patégeno ocorre liberagdo de citocinas e
fatores quimiotécticos que resultam em infiltrado polimorfonuclear com o objetivo
de fagocitose e elimina¢do do micro-organismo. Se a infec¢do é contida pela acdo dos
antibioticos e respostas do hospedeiro, ocorre reparacdo do tecido com formacgao de
cicatriz. Se a infeccdo progride, destruicdo tissular e eventual perfuracdo podem

ocorrer38,

2.5 Cultura e citologia

Apenas com o exame clinico ndo é possivel a identificacio do agente
etiologico, visto que, bactérias e fungos podem causar quadro clinico semelhante4.
Para obtencdo de material para citologia, bacterioscopia e cultura remove-se o

material purulento sobre a tlcera apds a instilacdo de anestésico topico. Com
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espatula de Kimura colhe-se material da regido da margem da tlcera. Coloca-se o
raspado em laminas de vidro para coloracdo com Gram e Giemsa e em placas de
cultura (dgar-sangue, agar-chocolate e dgar-sabourad). Exames especificos devem ser
realizados frente a suspeita de microrganismo mais incomum. Em alguns casos,
biopsia de cornea pode ser necessaria#®>0.

Na citologia, o Staphylococus sp. apresenta infiltrados intensos de
polimorfonucleares, pouca fibrina, células corneais e cocos gram-positivos isolados.
Na cultura, assumem morfologia de cacho-de-uva. Os Staphylococus sp. desenvolvem-
se facilmente em qualquer meio de cultura, rotineiramente sdo utilizadas placas de
agar-sangue que mostram o grau de hemolise ao redor das colonias®!.

O Streptococos sp. apresenta na citologia infiltrados de polimorfonucleares,
pouca fibrina, células epiteliais e cocos gram-positivos tipicamente em cadeia. Sdo
considerados anaerébios facultativos e produzem coldnias pequenas e normalmente,
a area de hemolise é maior que o tamanho da coloniad!.

A citologia das ceratites por Pseudomonas  aeruginosa  mostra
polimorfonucleares, fibrina, células epitelias corneais e bacilos gram-negativos.
Geralmente encontram-se em forma isolada no esfregago das culturas, com aspecto
de bacilo discretamente curvado e extremidade arredondada. Possuem flagelos que
dao mobilidade e desenvolvem-se bem em qualquer meio de cultura, apresentando
odor caracteristico adocicado. A hemolise é uma caracteristica importante para sua
identificacao®l.

Na citologia dos fungos leveduriformes, encontram-se polimorfonucleares,
tibrina, células epiteliais e corptsculo cocéides livres sugestivos de Candida Sp. O
aspecto da colonia sobre agar-sabouraud ou mesmo 4gar-sangue é de colonia
pequena, branca, lisa e de consisténcia mole, que se diferencia do aspecto da cultura
de fungos filamentosos>'.

A ceratite por fungos filamentosos apresenta, na citologia, infiltrado
polimorfonuclear, fibrina, células epitelias e hifas. Na cultura, a caracteristica
morfolégica é de conidia em forma de banana com hifas laterais. A colonia é
normalmente esbranquicada na sua fase inicial tornando-se amarelada e pigmentada

a medida que a cultura envelhece. Existem aproximadamente 40 espécies de
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Fusarium, sendo o Fusarium solani o principal fungo causador de tlcera de cérnead!.

2.6 Tratamento de ceratites bacterianas

O tratamento das ceratites bacterianas consiste no emprego de antibiéticos
topicos ap6s a coleta de material para citologia e cultura3.

Se o paciente ja estiver sendo medicado, a suspensao da medicacdo entre 24h e
48h aumenta a positividade do exame laboratorial. Ndo se deve suspender a
medicagdo nos casos de tlceras graves e rapidamente progressivas. Nos usudrios de
lentes de contato pode ser ttil o exame da lente, do estojo e das solugdes utilizadas
na manutencao da lente4952,

Em alguns casos, é necessério modificar o esquema antimicrobiano inicial de
acordo com a resposta terapéutica. A resposta geralmente depende da presenca de
patologias associadas, da viruléncia do micro-organismo e da extensao da tlcera no
tempo de apresentagao*.

ApoOs a coleta de material para citologia e cultura, empregam-se antibiéticos
para o tratamento inicial de ceratites bacterianas que devem ser efetivos contra um
amplo espectro de bactérias gram-positivas e gram-negativas. Nos casos de tlceras
superficiais, com menos de 3 mm de didmetro e localizadas na periferia da cérnea
pode ser instituida monoterapia, empregando-se fluorquinolonas disponiveis
comercialmente (moxifloxacino 0.5%, gatifloxacino 0.3%, besifloxacino 0.6%,
ciprofloxacina 0,3 %, ofloxacina 0,3 %)33-5.,

Nos casos de tlceras graves, o tratamento inicial consiste na aplicacdo topica
de uma combinacdo de dois agentes fortificados, um com espectro voltado
preferencialmente para gram-positivos e outro para gram-negativos (amicacina 5%,
vancomicina 5%, gentamicina 2%, cefazolina 5%). Uso de antibiético subconjuntival
ou sistémico estd indicado na presenca de comprometimento escleral ou intra-
ocular®. Os colirios fortificados sdo manipulados e ndo apresentam conservantes e
devem ser mantidos em geladeira e substituidos frequentemente por apresentarem
tempo de validade curto®.

A terapéutica inicial deve ser modificada baseando-se na identificacdo do
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organismo ou, se ha progressao da infeccdo combinada com resisténcia demonstrada
do micro-organismo aos antibiéticos empregados* Mesmo com a utilizacdo correta
da antibioticoterapia instituida no tempo apropriado, o processo inflamatério pode
progredir com piora da ulceracdo, desenvolvimento de melting corneal e perfuragao
ocular®2.

InfeccOes corneais severas e resistentes ao tratamento convencional necessitam
de cirurgia. Estatisticas afirmam que cerca de 18.4% dos transplantes de coérnea
ocorrem devido a ceratite infecciosa®. Em estudo realizado em Pernambuco, lesdes

ulcerativas foi responsaveis por 21.3% dos transplantes penetrantes®.

2.7 Epidemiologia da ceratite fangica

Tem sido observado um aumento na incidéncia de ceratites causadas por
fungos nas ultimas décadas?®®. O aumento da utilizacdo de antibiéticos topicos de
amplo espectro que permitem um ambiente favoravel para o crescimento fangico e o
uso topico de corticosterdide, que também favorece pela supressdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro, levaram ao aumento da frequéncia dessas ceratites?.
Associa-se também os avangos nas técnicas de diagnéstico permitindo a identificacdo
do patégeno de um modo mais preciso®l. Apesar do progresso no diagndstico e
tratamento, a ceratite fngica continua sendo um desafio para os oftalmologistas,
representando uma das mais dificeis ceratites infecciosas para diagnostico e
tratamento adequados®!.

Nos paises desenvolvidos, os casos de ceratite fliingicas estdo associados ao
aumento do uso de lentes de contato e a imunossupressao, enquanto nos paises em
desenvolvimento, a maior parte dos casos ocorre entre os trabalhadores rurais,
vitimas de trauma ocular com matéria vegetal®0.6263,

A ceratite fingica apresenta alta incidéncia em paises em desenvolvimento,
acometendo principalmente a populacdo rural, trabalhadores, na sua maioria
agricultores e pacientes com baixo nivel sociocultural e econdmico. Estes fatores

dificultam o tratamento pelo dificil acesso ao profissional médico encontrado nestas
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regides, além do baixo poder aquisitivo dos pacientes associado a dificuldade dos

mesmos na compreensao e execucdo do tratamento proposto®.

2.8 Etiologia da ceratite fingica

Candida sp, Aspergillus sp, e Fusarium sp sdo os principais agentes etiol6gicos
de tlcera fangica®. Fusarium solani é o principal agente causador de ceratite fingica
em regides de clima quente. Encontra-se presente no solo e nas plantas, sendo um
patégeno relativamente comum na agricultura®. A toxicidade do Fusarium esta
relacionada a sua micotoxina e sua habilidade de replicacdo a 35°C%67. Enquanto em
clima frio, predominam os fungos leveduriformes, geralmente decorrentes de
infestagdo por Candida albicans e usualmente estao associados a presenca de doencas
sistémicas como diabetes mellitus e imunossupressdao ou doengas oculares, como
problemas palpebrais e olho seco e ainda em pacientes com uso prolongado de
colirios antibiéticos ou corticéides tépicos®”. Em nosso meio, o Fusarium sp, participa
em mais da metade dos casos de ceratite®.

Os fungos normalmente ndo penetram na cérnea com epitélio integro e apesar
da presenca de muitos saproéfitas compondo a microbiota conjuntival normal, existe a
necessidade de ruptura do epitélio corneal para que ocorra a penetracdo dos
mesmos. A viruléncia do fungo é devido a sua capacidade de resistir as defesas do
hospedeiro e de penetrar através da membrana de Descemet integra, atingindo a
camera anterior. Pode ainda causar necrose tecidual através da producao de enzimas.

A resposta inflamatoéria resultante contribui para o dano tecidual®7.68.

2.9 Tratamento de ceratites fangicas

Ceratites causadas por fungos filamentosos continuam sendo consideradas de
dificil tratamento, apesar da existéncia de novos medicamentos e cirurgias
adjuvantes, como transplante de cérnea. Os medicamentos de primeira escolha sdo a
anfotericina B e a natamicina e devem ser preparados na forma de colirios
fortificados. Sdo empregados em casos iniciais, enquanto o fluconazol em casos

refratarios®®.
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A natamicina tem pequena penetracdo no estroma corneal devido a sua massa
molecular, sendo recomendado debridamento esporadico no intuito de atingir
maiores concentragdes no estroma corneal. Estd disponivel em suspensdao na
concentracdo de 5%. Tem boa acdo contra fungos filamentosos, em especial o
Fusarium?0.

Anfotericina B é usada como colirio na concentracdo de 0,15% para tratamento
de ceratites por Candida e Aspergillus. Tem penetracdo pobre no epitélio intacto,

sendo recomendado debridamento®-71.

2.10 Tratamento cirtargico de tlcera infecciosas

O tratamento cirargico das ceratites infecciosas é indicado em caso de falha do
tratamento clinico, presenca de descemetocele com risco de perfuracdo ou perfuracao
presente’?. Apesar dos avangos na terapia antibacteriana e antiftingica, a ceratite
infecciosa pode progredir rapidamente em extensdao e profundidade, com
afinamentos e perfuracdes®®’3. Perfuragdes corneais pequenas podem ser tratadas
com adesivos organicos ou cola assim como tlceras progressivas podem ser
resolvidas com recobrimento conjuntival’?>74. Para perfuracdes corneaias maiores que
2mm e para tlceras profundas com acometimento intraocular, o transplante tectonico
ou terapéutico estd indicado”27576.

Estudos relatam que a necessidade de cirurgia para erradicar a infeccao na
ceratite bacteriana (3 a 6%) é menor do que na ceratite fangica (18 a 29%). Isto ocorre
devido disponibilidade de mais op¢des de antibioticoterapia tdpica para tratamento
das infeccdes bacterianas e antibiéticos cada vez mais potentes, com menor
possibilidade de desenvolver resisténcia bacteriana. Para as ceratites fangicas,
existem menos opcdes de antifingicos topicos e o diagndstico é geralmente mais
tardio, a identificacdo do fungo no laboratério é mais dificil e o tratamento especifico
muitas vezes € iniciado quando a doenga esta em fase avangada>877-80.

O recobrimento conjuntival, total ou parcial, pode ser utilizado no tratamento
dos defeitos epiteliais de dificil fechamento, sejam eles de causa estéril ou infecciosa.

Cabe ressaltar que o mesmo possui diversas limitagdes técnicas como sangramento e
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friabilidade do tecido decorrente do olho inflamado. Deve-se considerar que o
mesmo nao elimina o material infectado e dificulta a avaliacao da cérnea durante o
acompanhamento®l.

Casos de perfuracdes menores que 2mm, pode ser utilizado adesivos teciduais
como o N-butil-cianocrilato. Estes devem ser mantidos na lesdo até que caiam
espontaneamente ou haja disponibilidade de cérnea para transplante. Em muitos
casos é relatado fechamento da lesdo, dispensando a necessidade da cirurgia de
transplante de cérnea em um olho inflamado®483. Porém, em olhos com infeccao
ativa, os adesivos devem ser evitados por dificultarem a penetracao do medicamento
no estroma profundo8.

Ceratite infecciosa resistente a tratamento clinico é a principal indicacao de
transplante terapéutico’2. Quando, apesar da maxima terapia medicamentosa, a
infeccdo progride com perfuracdo ou risco iminente de perfuragdo, o transplante
terapéutico torna-se mandatério para remocdo do agente infeccioso e
restabelecimento da integridade do bulbo ocular’?®. A transparéncia do botdo
corneal transplantado até 12 meses ap0s a cirurgia estd fortemente relacionada com o
tamanho do enxerto e o agente agressor”27886-88,

Complicacdes apds o transplante terapéutico tendem a ser mais frequentes do
que no transplante 6ptico. O tamanho da &rea submetida a trepanacdo deve ser o
menor possivel, mas deve englobar toda a drea acometida pelo processo infeccioso, o
que pode resultar em botdes corneais grandes e descentrados, portanto com maior
risco de astigmatismo e rejeicdo. Outras complicacdes, como aumento da pressao
intraocular e catarata, sdo influenciadas pela gravidade ou intensidade da inflamac&ao

na ocasiao da cirurgia”886-88,

2.11 Definicao e historico de crosslinking

O crosslinking (CXL) do colageno corneal é uma técnica utilizada para
fortalecer mecanicamente a cérnea. Isto ocorre pela inducdo de ligacdes covalentes
entre as fibras de colageno corneal®®-2.

A inducao de ligacdes covalentes é um procedimento ja bem estabelecido na
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quimica de polimeros a fim de aumentar a resisténcia dos materiais. No final dos
anos 60, o uso do glutaraldeido foi proposto como agente quimico capaz de
promover a reticulacdo do coldgeno existente nos tecidos utilizados para confecgao
de proteses valvulares cardiacas®. Com esse tratamento foi possivel retardar a
degradacdo dos tecidos coldgenos e prolongar a vida ttil das biopréteses, como as
valvulas cardiacas de porco, préteses de vasos sanguineos e enxertos de menisco?-.
Na oftalmologia, o CXL ja foi aplicado na produgdo de biomateriais de coldgeno para
a epiceratoplastia sintética®.

No final da década de 90, foi proposto o uso de luz ultravioleta A (UVA)
associada a riboflavina, um agente fotossensibilizante para inducdo do CXL. A
técnica demonstrou ser capaz de enrijecer a cérnea e apresentou-se como uma opgao
de tratamento conservador para as ectasias corneais?30.92,

A principal indicagao clinica para o CXL é o ceratocone sendo capaz de inibir a
progressao da doenga?’30%-%, Além do ceratocone, pode ser utilizado para inibir a
progressdo da degeneracdo marginal peltcida, corrigir ectasia iatrogénica secundéria
ao LASIK ou PRKZ%2%%. Alguns estudos tém mostrado beneficio do CXL no

tratamento de tlceras infecciosas e ceratopatia bolhosa8-26:30,

2.12 Mecanismo de ac¢ao do crosslinking

A riboflavina ou vitamina B2 é uma substincia fotossensivel que ao ser
irradiada libera radicais livres, aumentando o namero de ligagdes covalentes entre as
tibrilas colagenas, promovendo maior resisténcia mecanica na cérnea?’3092100,

A riboflavina é conhecida por ter funcao dupla de agir como fotosensibilizante
para a producdo de radicais livres de oxigénio, absorvendo a irradiagdo com luz
UVA e prevenindo dano as estruturas oculares posteriores como o endotélio corneal,
cristalino e a retina. A producdo de radicais livres de oxigénio induz a formagao de
ligacdes covalentes do coldgeno pela via natural da lisil oxidase. Para que ocorra
formacdo adequada das ligacdes é necessario que haja penetracdo adequada da
riboflavina em todo o tecido estromal e exposicdo a UVA em um comprimento de

onda que nao seja danoso a cornea e que seja efetivo na interagdo com a molécula de

riboflavina. Consegue-se este objetivo irradiando-se UVA com comprimento de onda
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de 370nm100-102,

A riboflavina aplicada topicamente pode difundir no interior do estroma. O
epitélio intacto é uma barreira que retarda a absorcdo da riboflavina no interior da
cornea. Por esta razdo, o epitélio deve ser debridado na area de intencdo de
tratamento, removendo a barreira para a molécula da riboflavina e aumentando a
velocidade de saturagao estromal®®. Nos pacientes com ceratite infecciosa, existe uma
ulceracdo epitelial o que se faz desnecessério o debridamento epitelial®.

O CXL do coldgeno aumenta a resisténcia a digestdo pela colagenase, pepsina
e tripsina, especialmente na metade anterior da cérnea. Botdes corneais porcinos
tratados com o CXL foram dissolvidos pela pepsina e colagenase apenas no décimo
terceiro e décimo quarto dia respectivamente e no sexto dia de cérneas controles nao
tratadas. A digestdo pela tripsina foi observada no quinto dia em cérneas tratadas e
no segundo dia em corneas controles. Assim, justifica-se o uso do CXL para o
tratamento de tlceras corneais que exibem elevada atividade da colagenase?.

Ja foi estabelecido que a associacado UVA com a riboflavina tem efeito
antimicrobiano. Desenvolvimento de técnicas utilizando o principio do CXL foi
utilizada para eliminacdo de patégenos de componentes sanguineos para
transfusao!01.102,

A técnica tem-se mostrado segura, ndo havendo dano endotelial se a cérnea
for mais espessa que 400um, sem perda da transparéncia corneal e sem alteragdes das
estruturas mais profundas do olho. Pesquisas mostram que o CXL gera alteracdo
significativa na elasticidade corneal e aumento da rigidez em 328%. A exposicao a
radiacao de 5,4] /cm? e irradiancia de 3mW /cm? utilizada usualmente esta abaixo do

limiar conhecido de dano para o endotélio, cristalino e retina?103104,



MATERIAIS E METODOS

Vmus IMPAVIDA
[ A

3.1 Tipo de estudo

Foi realizado estudo de intervencao, clinico, nao randomizado.

3.2 Local de estudo

Os pacientes foram selecionados no ambulatério de cérnea e doencas externas
e na emergéncia da Fundacdo Altino Ventura (FAV) no periodo compreendido entre

outubro de 2011 a maio de 2012.

3.3 Selecao
3.3.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos onze pacientes com idade entre 18 e 70 anos com diagndstico
de tlcera de cornea de etiologia bacteriana e fuangica. Todos os pacientes
selecionados estavam em uso de colirios ha pelo menos sete dias e ndo apresentavam
melhora do processo infeccioso, definida como diminui¢do da dor, diminuicdo da
densidade do infiltrado e do edema estromal, reepitelizacdo, margens com aspecto
mais delimitado, diminuicdo da reagdo de cadmara anterior ou diminuicdo do

hipépio.
3.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes que apresentavam perfuragdo ou afinamento
corneal, endoftalmite, pacientes com alteracdes na posicdo ou na funcdo das

pélpebras e os que ndo concordaram em participar do estudo.
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3.3.3 Procedimentos técnicos

Foi coletado material para citologia, bacterioscopia e cultura no inicio do
quadro quando o paciente procurou a FAV. Com espatula de Kimura, colheu-se
material da regido da dlcera. Foi realizada semeadura em placas de 4gar-sangue,
agar-chocolate, agar-Sabouraud, meio liquido enriquecido com Brain Heart Infusion
(BHI) e o exame direto realizado pelas técnicas de coloragdo de Gram e Giemsa. A
andlise do material foi realizada pelo Laboratério de Micologia Médica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e pelo Laboratério do Hospital das
Clinicas da UFPE.

Os pacientes com ceratite bacteriana estavam em uso de colirios antibiticos
conforme protocolo da unidade, o qual consiste no uso de fluroquinolonas
disponiveis comercialmente (moxifloxacino ou gatifloxacino) para os casos de dlceras
superficiais, com menos de 3mm, em qualquer de suas dimensdes, e localizadas na
periferia da cornea. Nesses casos, a dosagem inicial do colirio era de uma gota a cada
minuto por cinco minutos (cinco gotas), seguido de uma gota de cinco em cinco
minutos por 15 minutos (trés gotas) e entdo passar para uma gota a cada hora.

Nos casos de dlceras graves, maior que 3mm, em qualquer de suas dimensdes,
ou acometendo eixo visual o tratamento inicial consistiu na aplicacdo tépica de uma
combinacdo de dois agentes fortificados (um com espectro voltado preferencialmente
contra gram-positivos e outro contra gram-negativos). Para gram-positivo, a
cefazolina (50mg/dL) ou vancomicina (25mg/dL) e para gram-negativo, tobramicina
(14mg/dL), gentamicina (14mg/dL) ou amicacina (25mg/dL).

Os pacientes com tlcera fingica estavam em uso de colirio de natamicina 5%
ou anfotericina B 0.15% (1,5mg/dL) a cada hora associado ao uso de cetoconazol, via
oral, 400mg por dia.

Os pacientes foram avaliados antes da realizacdo do crosslinking (CXL) e
durante o periodo pés-operatério até cicatrizacdo do processo infeccioso. Foi
realizado exame oftalmolégico, incluindo: medida da acuidade visual (AVL),
biomicroscopia, na qual foram observados a superficie da cérnea com e sem

instilacdo de fluoresceina, medida da tlcera de cornea em suas maiores dimensdes
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horizontal e vertical e representacdo gréfica do quadro. Ultrassonografia foi
realizada para exclusdo de endoftalmite.

Para realizacdo do CXL foram instilados gotas da solugdo de riboflavina 0,1%
e dextrano 20% a cada cinco minutos intercaladas com colirio anestésico
(proximetacaina), em um periodo de 30 minutos antes do procedimento e durante a
aplicacdo da radiacdo. Se houvesse a presenca de algum epitélio na &rea a ser tratada,
esse foi removido com lamina de bisturi ndmero 15. A cérnea foi exposta a luz UVA
com comprimento de onda de 370nm + 5nm e uma irradidncia de 3mW/cm? por um
periodo total de 30 minutos, correspondendo a uma dose total de 3,4] ou a uma
exposicao de radiagdo de 54J/cm? de cérnea. Foi utilizado para esta exposigdo o
aparelho X-Link, Corneal Crosslinking System (Opto®). Ao final, o tratamento clinico

com antibidticos e antifingicos foi mantido. Figura 1 e 2.

b D: 5.3714/¢

1,500 112, 984m/c ) )

Figura 1. Corneal Crosslinking System (Opto®)- fonte autor
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Figura 2. Paciente realizando Crosslinking para ceratite infecciosa- fonte autor

Foram avaliados a idade dos pacientes em anos, profissao, AVL, medida em
LogMar10%, pré e pos realizacdo do CXL, tamanho da tlcera medida pela estimativa
da drea multiplicando o tamanho horizontal pelo vertical em milimetros (mm), se
houve a cura do processo infeccioso, o tempo levado para cura e a agente etiol6gico
da infecgdo. Os pacientes, quanto a idade, foram estratificados em dois subgrupos de
18 a 50 anos e acima de 50 anos.

Foi definido como cura do processo infeccioso auséncia de infiltrado estromal

com ou sem re-epitelizacao.

3.3.4 Procedimentos analiticos

Os resultados das varidveis qualitativas foram apresentados em forma de
tabelas com as frequéncias relativas e absolutas. Para as variaveis quantitativas foram
utilizadas médias, medianas e desvios-padrao, minimo e maximo para indicar a
variabilidade dos dados.

Para verificar se existia associacdo entre cura do processo infeccioso e a
variavel tipo de agente etioldgico e idade foi aplicado o teste Exato de Fisher, devido

ao nimero pequeno da amostra.
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Para verificar se havia correlagdo entre a area da tlcera e o tempo de cura do
processo infeccioso foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman.

Para verificar a diferenga entre a acuidade visual pré e pos realizagdo do CXL
foi utilizado teste nao paramétrico de Wilcoxon.

Foram considerados estatisticamente significantes os resultados cujos niveis
descritivos (valores de p) foram inferiores a 0,05. Os cédlculos estatisticos foram
realizados no software SPSS for Windows versao 18.0 - Statistical Package for the Social

Science.

3.3.5 Procedimentos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAV ntmero do
processo 048/2011 (Apéndice A). Todos os individuos que participaram do estudo
foram previamente esclarecidos sobre o objetivo e o método do estudo e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

O procedimento usado foi considerado seguro para os pacientes e sem
problemas significativos a longo prazo quanto a perda de transparéncia corneal e do

cristalino, quanto a contagem de células endoteliais no pds-operatério e quanto a

danos na retina26-2°.



RESULTADOS
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A distribuicdo da amostra segundo as varidveis demogréficas encontra-se na
tabela 1. Dos onze pacientes, sete (63,6%) apresentaram positividade para bactérias e
quatro (36,4%) para fungos. As bactérias encontradas foram: Staphylococos aureus (dois
pacientes), Staphylococos epidermidis (um paciente), Streptococos sp (um paciente),
Pseudomonas aeruginosa (um paciente). Dois pacientes apresentaram cultura negativa,
porém com citologia evidenciando presenca de cocos gram-positivo. Os fungos
encontrados foram: Fusarium sp. (trés pacientes) e Aspergillus sp. (um paciente).

Figuras 3,4 e 5.

Figura 3 - Ulcera de cornea etiologia fangica- Fusarium sp. Paciente ntmero 10.



4£¥ UNIVERSIDADE
m FEDERAL 20

DE PERNAMBUCO
Escarido ACSL. Efeito terapéutico do crosslinking corneal na ceratite infecciosa =

Figura 5 - Cultura de Fusarium sp. Cultura de paciente ntimero 7.
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Tabela 1: Distribuicdo amostral segundo as varidveis demogréficas.

Variaveis
Sexo Masculino 7 (63,6%)
Idade (anos)
Meédia (DP) 43,9 (14,5)
Minimo - Maximo 18 - 69
DM 1(91%)
Profissao
Agricultor 2 (18,2%)
Cabeleireiro 1(91%)
Domeéstica 2 (18,2%)
Estudante 2 (18,2%)
Motorista 1(9,1%)
Pedreiro 1(91%)
Serralheiro 1(9,1%)
Servicos Gerais 1(9,1%)

Base: 11 pacientes
DP: Desvio Padrao
DM: Diabetes mellitus

A caracteristica da amostra segundo os parametros clinicos da tlcera de

cOrnea estao na tabela 2.

Tabela 2: Perfil amostral segundo as variaveis clinicas

Variaveis

Tamanho da tdlcera

Média (DP) 23,1 (10,6)

Minimo - Maximo 8,7 - 48,2
Etiologia

Bacteriano 7 (63,6)

Fungo 4 (36,4)
Cura do processo infeccioso

Nao 4 (36,4)

Sim 7 (63,6)
Tempo de cura do processo infeccioso (dias)*

Meédia (DP) 14,4 (2,4)

Minimo - Méaximo 11 - 18
Cirurgia adicional 6 (54,5)

Base: 11 pacientes
DP: Desvio Padrao
* Apenas para os 7 casos que tiveram cura do processo infeccioso
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A distribuicdo da amostra segundo a cultura, caracteristicas da tdlcera e tempo

de cura do processo infeccioso esta representada na tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo da amostra segundo o tamanho da tlcera, area, tempo de cura do
processo infeccioso e cultura

Paciente Tamanho da dlcera Area Curado  Tempo para Cultura
(horizontal X estimada processo cura do
vertical) datlcera  infeccioso processo
(mm) (mma2) infeccioso
1 5,0X4,0 20,00 Sim 13 dias Staphylococos
aureus
2 5,8X5,2 30,16 Sim 15 dias Negativo*
3 3,2X7,0 22,40 Sim 18 dias Staphylococos
epidermidis
4 6,6X7,3 48,18 Sim 17 dias Staphylococos
aureus
5 4,0X6,5 26,00 Sim 14 dias Negativo*
6 3,7X3,9 14,43 Sim 13 dias Pseudomonas
aeruginosas
7 5,0X4,5 22,50 Nao Nao Fusarium sp.
cicatrizou
8 5,7X2,4 13,68 Sim 11 dias Streptococos sp
9 3,1X2,8 8,68 Nao Nao Fusarium sp.
cicatrizou
10 5,0X5,8 29,00 Nao Nao Fusarium
cicatrizou
11 4,5X4,2 18,90 Nao Nao Aspergilus
cicatrizou

* Citologia mostrando cocos gram-positivo
mm=milimetros

A andlise de correlacdo entre a &rea da tlcera e o tempo de cicatrizagdo dos
sete pacientes com tlcera bacteriana apresentou uma tendéncia positiva de quanto
maior o tamanho da tdlcera, maior o tempo em dias para sua cicatrizagao (r=0,775 p=

0,041 - teste de correlacdo de Spearman). Figura 6.
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Figura 6. Dispersdo entre a area da tlcera e o Tempo de cura do processo infeccioso

Em relacdo a melhor acuidade visual (AVL) final corrigida comparada com a
AVL inicial, seis (54,5%) pacientes apresentaram melhora, dois (18,2%) mantiveram-
se inalterados e trés (27,3%) pacientes pioraram (tabela 4). Nao houve diferenca

estatisticamente significante entre a AVL final e AVL inicial (p=0.4393).
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Tabela 4 : Relagao entre acuidade visual pré e p6s realizagdo do CXL

AVL
Paciente Inicial (LogMar) Final (LogMar)
1 0.92 0.60
2 2.00 1.80
3 3.00 3.00
4 1.92 1.70
5 2.00 1.80
6 2.00 1.60
7 3.00 3.00
8 2.00 0.92
9 0.60 2.00
10 1.80 2.00
11 1.70 1.92
Média e DP 1.90 £0.72 1.85+0.72

valor p = 0,4393 (teste de Wilcoxon)
AVL=Acuidade Visual Longe
DP=Desvio Padrao

Todos os pacientes que apresentaram piora da AVL apresentavam diagnostico
de tdlcera fangica.
Na tabela 5, observa-se que existe associacdo estatisticamente significante

(p=0,003) entre o agente etiologico e a cicatrizagao.

Tabela 5: Relacao entre o desfecho da ceratite e os diferentes agentes etiolégicos

Cura do processo infeccioso

Nao Sim Total
Tipo de cultura n % n % n %
Bacteriano 0 0 7 100,00 7 63,6
Fungo 4 100,00 0 0 4 36,4
Total 4 100,00 7 100,00 11 100,00

valor p = 0,003 (teste de Fisher)

Observa-se que os pacientes entre 18 e 50 anos, seis (55%) apresentaram cura
do processo infeccioso e dois (18%) ndo esses apresentavam diagnostico de ceratite
tangica. Entre os pacientes acima de 50 anos, dois (18%) com diagndstico de tlcera

fangica ndo apresentaram cura do processo infeccioso (tabela 6).
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Tabela 6: Relacdo entre cicatrizagdo e idade dos pacientes.

Cura do processo 18-50 anos > 50 anos Total
infeccioso
n % n % n %
Sim 6 55 1 9 7 64
Nao 2 18 2 18 4 36
Total 8 73 3 27 11 100

valor p = 0,4909 (teste de Fisher)

Dois pacientes (18,2%) com ftlcera bacteriana, apesar de apresentarem
resolucdo do processo infeccioso ap6s a realizagdo do crosslinking, necessitaram de
cirurgia de recobrimento conjuntival para resolucdo do defeito epitelial (Tabela 7).

Os quatro pacientes com dulcera fungica (36,4%) necessitaram de cirurgia
adicional para melhora do processo infeccioso. Trés pacientes foram submetidos a
transplante de cérnea tectonico e um paciente necessitou recobrimento conjuntival

associado a lavagem de camara anterior com anfotericina B (Tabela 7).
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Tabela 7: Relagdo entre tipo de cultura, complicagdo e procedimento cirtrgico

adicional.
Paciente Cultura Tempo de cura Complicacao Procedimento
do processo cirtirgico adicional
infeccioso (dias)
1 Staphylococos 13
aureus
2 Negativo* 15
3 Staphylococos 18 Defeito Epitelial Recobrimento
epidermidis sem infecgdo conjuntival
4 Staphylococos 17
aureus
5 Negativo* 14
6 Pseudomonas 13
aeruginosas
7 Fusarium sp. Nao Persisténcia da Transplante
infeccao tectbnico
8 Streptococos sp 11 Defeito Epitelial Recobrimento
sem infeccao conjuntival
9 Fusarium sp. Nao Persisténcia da  Lavagem de camara
infeccédo anterior +
recobrimento
conjuntival
10 Fusarium sp. Nao Persisténcia da Transplante
infec¢do e tectbnico
Perfuracéo
corneal
11 Aspergilus sp. Nao Persisténcia da Transplante
infeccao e tectbnico
afinamento
corneal

* Citologia mostrando cocos gram-positivo



DISCUSSAO

A ceratite infecciosa é uma condigcdo de risco para perda da visdo que requer
tratamento eficaz e precoce. O terapéutica padrdo atual para o tratamento das
ceratites bacterianas e fungicas baseia-se na utilizacdo de antibidticos e
antifingicos*526971, Apesar desse tratamento ser eficaz na maioria dos casos, ja foi
demonstrado que existem microorganismos resistentes as classes de antimicrobianos
disponiveis106-109,

Diferentes estratégicas tém sido propostas para manejar a infeccdo causada
por micro-organismos resistentes a multiplas drogas. J4 se tem descrito casos de
infeccdo ocular causadas por bactérias resistentes aos mais novos antibidticos o que
aumenta a preocupacdo de que o arsenal de antibiéticos disponiveis hoje nao seja
suficiente para o futuro106-109,

Em caso de faléncia do tratamento com antimicrobianos pode ser necessario o
uso de terapia adicional. Alguns pacientes evoluem com afinamento corneal e risco
de perfuragdo ou desenvolvimento de endoftalmite. Nestes casos, sao utilizados cola
adesiva com cianoacrilato, lentes de contato terapéutica, recobrimento conjuntival,
transplante tectonico de cérnea”281.8384,

O estudo atual foi desenvolvido para investigar a riboflavina juntamente com
a luz ultravioleta A (UVA) como um método para tratamento de ceratite infecciosa
refratdria ao tratamento clinico. Foram incluidos onze pacientes com tlcera de cérnea
infecciosa resistente ao tratamento clinico habitual. Todos os pacientes, caso nao
realizassem o crosslinking (CXL), iriam ser submetidos a cirurgia para controle da
infeccdo e evitar perfuracdo corneal ou extensdo do processo infeccioso para
estruturas intraoculares.

No presente estudo, foi observado maior namero de pacientes do sexo
masculino (63,6%). Este fato pode ser atribuido a maior exposicdo do homem aos
fatores predisponentes, como o traumatismo corneal®. Baixo nivel socioeconémico e
cultural consiste em um fator de risco para tlcera de cérnea?62. Pacientes com

atividade de agricultores, pedreiro e serralheiro estdo predispostos a infecgao corneal
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por maiores chances de traumatismo ocular durante as atividades profissionais, e
muitos demoram a procurar servicos de satide especializados, fato que agrava o
prognostico da tlcera corneal.

Foi observado diferenca estatisticamente significante entre o tamanho da
tlcera e a cura do processo infeccioso, e nem relagdo entre sua area estimada e o
tempo de cicatrizacdo para os pacientes com ceratite bacteriana. O célculo da area da
tlcera foi obtido multiplicando sua maior dimensao horizontal pela maior dimensao
vertical, e obtendo uma area estimada, todavia, préximo do real, mas ndo o valor
exato.

Com relacdo a idade, a distribuicdo das frequéncias de cura da ceratite entre
pacientes abaixo e acima de 50 anos revelou que ndo existe diferenca significante
entre estes diferentes extratos. Todos os casos de pacientes que ndo evoluiram para
éxito da terapéutica tinham cultura positiva para fungos, o que representa o fator
primordial para a falta de resultados nesse tipo de tlcera.

Alguns estudos descreveram a eficicia do tratamento da ceratite infecciosa
com o CXL19-21.2425 Foi relatado um caso de ceratite infecciosa tratado com o CXL,
apresentando melhora da sintomatologia em 24 horas ap6s o tratamento, completa
cicatrizagdo e melhora da acuidade visual (AVL), medida pela escala de Snellen, que
antes do CXL era de 20/1000 e apds resolucdo da infeccdo foi para 20/302°. No
presente estudo, apesar de seis entre os sete pacientes que apresentaram cura do
processo infeccioso apds o CXL, apresentarem melhora da acuidade visual, esta
ainda permaneceu baixa devido a presenca da cicatrizacdo corneal. Provavelmente
devido a todos os casos do presente estudo serem refratarios ao tratamento clinico e
ja apresentarem ulceracdo atingindo eixo visual. Transplante 6ptico sera requerido
no futuro para reabilitacdo visual desses pacientes, porém realizado de uma forma
planejada, com menos inflamacdo ocular e com melhor qualidade 6ptica da cérnea
doadora?%8,

Foi relatado sete olhos de seis pacientes com ceratite infecciosa e melting
corneal tratados com CXL, que apresentaram melhora dos sintomas dentro de 24
horas com completa cicatrizagdo em todos os casos!?. Outro estudo mostrou a eficécia

do CXL no tratamento de cinco pacientes com ceratite infecciosa evitando a
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realizagdo de transplante de urgéncia?!. Ja em outro estudo o CXL realizado em seis
pacientes com ulcera infecciosa apresentou melhora em quatro e ndo evitou a
realizacdo do transplante tectonico em dois pacientes?. Assim o CXL parece ser uma
alternativa para evitar um transplante de emergéncia em pacientes com tlcera
resistente a tratamento clinico, mas ndo mostrou ser eficiente para todos os casos.

Neste estudo, o CXL associado com o tratamento tépico resultou na
cicatrizagdo do processo infecioso em todos os pacientes com ulcera bacteriana e
nenhum desses pacientes necessitou da realizacdo de transplante tectonico. Porém
devido ao namero pequeno da amostra, ndo é possivel afirmar que todos os
pacientes com ceratite bacteriana resistentes ao tratamento clinico apresentarao
melhora com o tratamento do CXL.

Inativacdo de patdgenos por meio de fotossensibilizacdo da riboflavina,
usando UVA, foi reconhecida pela primeira vez na década de 196010. Ja foi utilizado
riboflavina associada a UVA para desinfeccdo de patégenos em transfusdes de
componentes do sanguel®102. O CXL corneal apresenta a possibilidade dos micro-
organismos serem danificados pelo stress oxidativo, pelos radicais de oxigénio
interferindo na integridade da membrana celular e a luz UVA destruir os patégenos
por causar danos irreversiveis para o DNA e RNA27111,

Em estudo clinico no qual utilizou-se a riboflavina e UVA como tratamento
primério e sem o uso de antibidticos topicos para tratamento de tlcera bacteriana,
causada por bactérias, entre elas, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococos epidermidis e
Staphylococos aureus, quatorze pacientes dos dezesseis incluidos apresentaram
cicatrizagdo e consequentemente melhora da acuidade visual sem a necessidade de
administracdo de antibioticos?4.

Foi estudado in wvitro a resposta de cepas de Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa quando submetidos ao CXL. A
combinacdo UVA e riboflavina foi mais potente em reduzir o namero de bactérias
quando comparado com a radiacdo UVA sozinha. Esse efeito foi maior para as
bactérias gram-positivo comparado com Pseudomonas aeruginosa. Nesse estudo,
riboflavina sozinha ndo mostrou haver efeito como agente antibacteriano?.

Em outro estudo in wvitro, observou-se que uma dose de 10.8J/cm?,
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correspondendo a um tempo de radiacdo UVA de 60 minutos, obteve mais alto grau
de erradicacdo de cada bactéria estudada. O aumento na duragdo da radiacdo UVA
foi mais efetivo no combate ao crescimento bacteriano provavelmente pelo aumento
do estresse oxidativo!l2. No presente estudo, o tempo de radiagao foi de 30 minutos e
a dose de 5,4]/cm?. Esta dose e tempo baseia-se em protocolos de tratamento para
ceratocone e estd abaixo do limiar conhecido de dano para o endotélio, cristalino e
retina. H4 possibilidade de que o tempo de radiagdo ou concentragao da riboflavina
possa ser diferente para o tratamento da ceratite infecciosa e até mesmo para a
espécie microbiana a ser tratada. Cada bactéria pode responder diferentemente ao
CXL, indicando uma variacdo na sensibilidade entre os diferentes micro-organismos
a depender possivelmente da duracdo do ciclo celular e da estrutura da parede
celular.

Outra questdo, seria a possibilidade de repetir o procedimento para casos de
refratarios mesmo apds o CXL, nesse caso, estudos devem ser desenvolvidos para
garantir a seguranca de repetidos procedimentos em curto periodo de tempo.

No presente estudo as bactérias isoladas foram Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococos sp e houve resposta
positiva para o tratamento com CXL em todos. Porém, devido ao pequeno ntimero
da amostra, ndo se pode concluir qual a bactéria que melhor respondeu ao CXL.

Pacientes que evoluem com melting corneal, apresentam uma destruicdo das
camadas de coldgeno da coérnea pela presenca de enzimas como proteases,
colagenases e elastase. Tais pacientes tém risco aumentado para perfuragdo ocular.
Estas enzimas sdo liberadas no sitio da lesdo por bactérias e por células inflamatdrias
do proprio organismo?. Associado ao efeito antibacteriano, o CXL torna o estroma
corneal mais resistente aos efeitos de enzimas como pepsina, colagenase e tripsina.
Estudos mostram que o CXL gera alteracdo significativa na elasticidade corneal,
aumento da rigidez em 328% e aumento da resisténcia a enzimas proteoliticas.
Assim, aumenta a resisténcia contra a degradacdo microbiana e o melting
corneal269097,103,104

O CXL pode também evitar o melting corneal por estimular a apoptose dos

ceratdcitos, ja que durante o processo inflamatoério, os ceratécitos participam desse
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processo através da producdo de fatores estimuladores de granuldcitos e mondcitos,
diminuindo a resposta inflamatérial’3.

Apesar de alguns autores, tanto em estudos clinicos como em estudos
experimentais, terem demonstrado melhora de tlcera fingica com o CXL?1.23110.113,
ndo foi observado nos pacientes do presente estudo resposta eficaz com este
tratamento. Todos os pacientes foram submetidos a tratamento cirtrgico adjuvante
para cura do processo infeccioso.

Foi relatado um paciente com diagnostico de ceratite fingica causada por
Fusarium, com progressdo da ulcera, apesar de tratamento com natamicina a 5% e
voriconazol a 1%. Foi oferecido tratamento com CXL como alternativa ao transplante
de coérnea imediato. O paciente apresentou uma melhora inicial, mas ap0s trés
semanas, houve uma piora do quadro, sendo necessério o transplante penetrante que
ocorreu sem intercorréncias. O material corneal excisado foi examinado por
microscopia eletronica e apresentou cultura negativa para fungos e a histologia
apresentou granuldcitos e mastdcitos, mas ndo células fangicas?!.

Fungos tém maior capacidade invasiva sobre o tecido corneal, podendo atingir
a camara anterior mesmo com a membrana de Descemet integra. Esse potencial de
invasdo acontece pela capacidade dos fungos de produzirem enzimas que destroem
os tecidos e proteinas antimicrobianas e a capacidade de sobrevivéncia a elevadas
temperaturas®s.

Foi demonstrado em estudo in vitro que, a combinacao de anfotericina B com o
CXL, pode ser mais eficaz para o combate de fungos (Candida albicans, Fusarium sp e
Aspergilus sp) do que quando utilizado a anfotericina B sozinha, provavelmente pelo
CXL permite uma maior difusdo corneal da anfotericina B10. Em outro estudo
experimental, foi demonstrado que cérneas apds o tratamento com o CXL
apresentavam diminuicdo da permeabilidade corneal para um antibidtico
(ofloxacino) e para um antifingico (voricanazol)'4. No presente estudo, todos os
pacientes com tlcera fangica estavam em uso de anfotericina B, e mesmo assim ndo
apresentaram melhora do quadro infeccioso.

O efeito do CXL ocorre no estroma anterior da cérnea até, aproximadamente,

os 300um anteriores!®, Assim, infiltrados infecciosos corneais localizados mais
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profundamente poderiam ser menos influenciados pela agdo do CXL. Os fungos tém
a capacidade de penetrar no estroma corneal profundo o que poderia justificar a
menor eficicia do tratamento para este tipo de infecgao.

Estudos mostram que transplantes terapéuticos correspondem a 2,6% a 17,9%
do total de transplantes penetrantes realizados. A principal indicacdo para realizagao
de transplante terapéutico no Brasil sdo as ceratites bacteriana e fangica®. No
presente estudo, foi evitado a realizacdo de transplante terapéutico em 100% dos
pacientes com ceratite bacterina resistente ao tratamento clinico. Complicacdes apds
esses transplantes tendem a ser mais frequentes do que no transplante Optico.
Portanto, a realizacdo do CXL pode evitar a realizacdo do transplante de emergéncia.
O transplante realizado nestas situacdes tem a desvantagem de, em geral, ser
necessario a técnica de transplante penetrante ao invés de enxertos lamelares. Além
disso, mesmo com o transplante penetrante existe a chance de recorréncia da infecgao
em até 15% dos casos. A taxa de rejeicdo do transplante nestes casos também é alta,
variando de 14,6 a 52,09%7879,86-88

No presente estudo, dois pacientes com ceratite bacteriana necessitaram de
cirurgia adicional, porém o processo infecioso foi resolvido e o recobrimento
conjuntival foi realizado apenas para fechamento de defeito epitelial persitente. Foi
descrito em uma série de 16 olhos tratados com o CXL, apenas um necessitou de
cirurgia para tratamento de defeito epitelial com recobrimento de membrana
amniotica?*.

Até entdo, milhares de olhos ja foram tratados no mundo inteiro e sem
problemas significativos a longo prazo quanto a perda de transparéncia corneal e do
cristalino, quanto a contagem de células endoteliais no pés-operatério e quanto a
danos na retina2210103, E possivel que no futuro o uso do CXL para tratamento de
ceratite infecciosa seja incorporado e assim, encurtando o tempo de tratamento,
diminuindo os efeitos toxicos dos antibidticos de uso ocular e evitando problemas de

resisténcia bacteriana, porém, mais estudos precisam ser realizados.



CONCLUSOES

VIRTUS IMPAVID4

A analise dos resultados permite concluir que o uso terapéutico do crosslinking
(CXL) corneal através da aplicacdo de luz ultravioleta A (UVA) e riboflavina,
associado ao tratamento clinico, mostrou-se eficaz no tratamento de tlcera infecciosa
bacteriana resistente ao tratamento clinico evitando a realizagdo de transplante de
cornea tectonico. Todavia, a cura da ceratite ndo foi acompanhada de melhora da
acuidade visual. Em relagdo a ceratite fingica resistente ao tratamento clinico, o CXL

nao influenciou para melhora do processo infeccioso.
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APENDICES

Vmus IMPAVIDA
[ A

Apéndice A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Protocolo Paciente n.°
Iniciais do paciente:

Titulo do Estudo: EFEITO TERAPEUTICO DO CROSSLINKING CORNEANO
NA CERATITE INFECCIOSA

Centro de Estudo: Fundacao Altino Ventura
1. Explicacao do estudo:

As ceratites infecciosas constituem causa importante de baixa visual,
associando-se frequentemente a alteragdes nos mecanismos de defesa corneal.
Diagnoéstico e tratamento precoces podem limitar a perda de tecido, minimizar a
cicatrizagdo e reduzir a necessidade de cirurgia futura. O tratamento das ceratites
bacterianas consiste no emprego de antibidticos topicos apos a coleta de material
para citologia e cultura. A terapéutica inicial deve ser modificada baseando-se na
identificagdo do organismo ou se hd progressio da infeccdo combinada com
resisténcia demonstrada do micro-organismo aos antibiéticos empregados. Mesmo
com a utilizacdo correta da antibioticoterapia, instituida no tempo apropriado, o
processo inflamatério pode progredir com piora da ulceracdo, desenvolvimento de
melting corneal e perfuracdo ocular. Quando ocorre falha no tratamento clinico,
procedimentos cirtrgicos com recobrimento conjuntival ou transplante de cérnea
podem ser utilizados.

O crosslinking do colageno corneal com a riboflavina (vitamina B2) é uma
técnica que tem como objetivo enrijecer o tecido corneal. A luz ultravioleta A (UVA)
associada a riboflavina cria novas ligacoes entre as moléculas de coldgeno adjacentes,
produzindo aumento da espessura corneal, bem como diminuindo sua
maleabilidade. A irradiagdo por meio da UVA acarreta perda do equilibrio interno
das moléculas de riboflavina, que atua como um fotomediador, criando radicais
livres que induzem novas ligagdes entre fibrilas de coldgeno. Esta reestruturacao das
tibras de coldgeno provoca um aumento da forca biomecanica da cérnea. Além do
mais, a luz ultravioleta e os radicais de oxigénio pode ter um efeito antimicrobiano
porque os radicais de oxigénio interfere na integridade membrana celular. Assim, a
combinacdo da luz ultravioleta e os radicais de oxigénio induzido pelo crosslinking
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podem agir de forma sinérgica para o tratamento de tlceras corneais tanto pela acao
antimicrobiana como pela protecdo do coldgeno contra a degradacdo de enzimas
proteoliticas.

2. Participacdo no Estudo:

Sua participagdo consistird em submeter-se ao tratamento da ceratite infeciosa
com crosslinking corneal, que consiste na realizacdo de uma abrasdo do epitélio da
cornea do tamanho do processo infeccioso, aplicagdio de gotas da solucdo de
riboflavina 0,1% e dextrano 20 % serao instiladas a cada 5 minutos intercaladas com
colirio anestésico, em um periodo de 30 minutos antes do procedimento e durante a
aplicacdo da radiacdo. Ao final serd mantido o tratamento clinico com antibi6ticos.
Vocé deverd se submeter-se a avaliagdo oftalmolégica diariamente até resolugao por
completo do processo infeccioso.

Caso aceite participar desta pesquisa, estd garantindo que podera desistir a
qualquer momento, bastando para isso, informar a sua decisdo de desisténcia, da
maneira mais conveniente. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua ralacao
com o pesquisador ou com a Instituicdo. Vocé podera sair do estudo no momento
que lhe for conveniente.

3. Beneficios:

O beneficio potencial desta pesquisa é de vocé contribuir para um maior
conhecimento dos efeitos procedimento de crosslinking corneal para tratamento de
ceratites infecciosas. Vocé receberd os colirios gratuitamente durante a duragao desta
pesquisa.

4. Confidencialidade

Os resultados do estudo poderao ser publicados, porém seu nome e sua identidade
nunca serdo revelados, de forma que vocé ndo poderd ser identificado e sua
identidade serd mantida em sigilo.

Sua participacdo ¢é voluntaria. As informagdes obtidas serdo analisadas sem
divulgacdo ou identificacdo dos participantes. As informacdes obtidas serdo
utilizadas apenas nessa pesquisa. Caso esses dados interessem a alguma outra

pesquisa vocé serd consultado e os dados s6 serdo fornecidos com a sua autorizacao.

5. Garantia de acesso:

Vocé terd a garantia de que, em qualquer etapa do estudo, terd acesso ao pesquisador
responsavel, para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é o
Dra Ana Cecilia de Souza Ledo Escarido, que pode ser encontrado no endereco da
Rua da Soledade, n.° 170, bairro- Boa Vista (Fundagao Altino Ventura) e pelo telefone
(81) 9656-0000. Se tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa, (CEP) - Rua da Soledade 170,
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Boa Vista, CEP: 50070-040, fone (81) 3302-4300, FAX: (81) 3302-4322, email:
fav@fundacaoaltinoventura.org.br .

Consentimento

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

Nome (sujeito da PeSUISA) ........cccourururucuiiririiieiiieeecere e
AASSITIATUTA v e e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeeea e aaeseeeeeeaeanaaaesseeeseenannaaaseeeeanennnnnas
Data da @SSTNALUTA oottt e e e e e e e e ee e eeeeeeseeseeeeaeeeeeesesseeraaaaaeeens

INome (teSteMUININA) ...c.ooveriiiiiiriiicic e
ASSTNATUTA oo
Data da @SSTNATUTA oottt e e e e e e e e e eeee e e e e e e e s eeeeeeeeeeeassreneens

INOome (PESQUISAAOT) ...cuvviuiiiiiiciiieicirtctete ettt ettt
AASSITIATUTA oo e et e e e e e e e e et e e eaeeeeeeeee e aaeseeeeeeaeanaaaesseeeseenannaaesseeeannnennnas
Data da ASSINATUTA.....ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e e e eeeeeeeeeeereeeeeeeeereeereeeaeeeeeaerererereeereeeaaeees
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ANEXO

Anexo A

Comité de Etica em Pesquisa
Fundagao Altino Ventura

Fundacito Altino Ventura

Recife, 26 de agosto de 2011.

CARTA DE APROVAGAO CEP N.° 048/2011

llma. Sra.

Ana Cecllia de Souza Ledo Escarido (Pesquisadora)

Instituicdo: Fundagao Aftino Ventura

Ref.: Projeto de Pesquisa

Tema: Efeito terapéutico do Cross-Linking corneano na ceratite infecciosa
bacteriana.

O Comité de Etica em Pesquisa analisou @ aprovou o projeto acima mencionado, bem
como a documentacac constituida pelo projeto de pesquisa, ficha de
encaminhamento, folha de rosto, termo de consentimento livie e esclarecido,
formulario de pesquisa & planitha de custos.

Conforme resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude sio deveres do
pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alteracio do projeto e do termo de consentimento.
Nestas circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariaments
interrompida até a resposta do Comité, apds andlise das mudangas propostas.

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

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

Alenciosamenie,

Vasco Bravo Fitho

Coordenador do Cémité de Etica em Pesquisa
da Fundagio Altino Ventura



