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Resumo

Esta revisdo tem como objetivo sumarizar as alteragbes que o crosslinking
promove ao nivel dos parametros biomecanicos da cérnea e o seu impacto na
acuidade visual dos doentes com queratocone e ectasia pds-lasik.

O queratocone e a ectasia pds-lasik sdo doengas da cérnea que levam a perda
progressiva de visdo. Nenhum dos tratamentos mais usados atualmente modifica a
fisiopatologia da doenga, limitanto-se a tratar os sintomas. O crosslinking, usando a
radiacdo UVA juntamente com a riboflavina, assume-se como uma terapéutica que
intervém ao nivel dos parametros biomecanicos da cérnea, parando a progressao da
doenga.

Apds andlise da literatura existente, comprova-se que o crosslinking, um
tratamento que promove o aumento da rigidez da cérnea, aumento do didmetro das
fibras de colagénio, maior resisténcia a digestdo enzimatica e a um achatamento da
curvatura da cornea, leva a melhoria da acuidade visual dos doentes com queratocone
e ectasia pds-LASIK. Assim, e com o objetivo de parar a progressao da doenca, deve ser

realizado o mais precocemente possivel.



Abstract

This review aims to summarize the changes that crosslinking promotes on
biomechanical parameters of the cornea and their impact on visual acuity of the
patients with keratoconus and post- LASIK ectasia.

The keratoconus and post-LASIK ectasia are corneal diseases that lead to
progressive loss of vision. None of the treatments commonly used modifies the
pathophysiology of the disease and only treat the symptoms. Crosslinking using UVA
light with riboflavin enhances the biomechanical properties of the corneal tissue and
halt the progression of the diseases.

After review of the literature, it was demonstrated that crosslinking, a
treatment that increases the rigidity of the cornea, the diameter of collagen fibers,
enhances the resistance to proteolysis and a flattening of the curvature of the cornea.
Those changes lead to improved visual acuity of patients with keratoconus and post-
LASIK ectasia. Thus, in order to stop the progression of the disease, it should be

performed as early as possible.
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Introdugao

A cérnea, a porcdo mais anterior do olho, caracteriza-se pela sua robustez,
protegendo as estruturas mais interiores do olho, e transparéncia, fundamental para a
correta passagem da luz até a retina. E também responsavel por aproximadamente
75% do poder de focar a imagem[1l]. O estroma da cérnea é composto
maioritariamente por colagénio, agua e proteoglicanos. As fibras de colagénio sao
meticulosamente organizadas, dispondo-se paralelamente entre si numa conformacgao
lamelar[2].

O queratocone é um tipo de ectasia da cérnea que leva a perda de espessura
da mesma devido a diminuicdo das ligagGes covalentes entre as fibras de colagénio.
Essa mudanga estrutural leva ao desenvolvimento de uma curvatura cénica da cérnea,
causando miopia elevada e astigmatismo irregular, com perda progressiva da visao[3].
Afecta 1 em cada 2000 jovens adultos, tendo inicio pela adolescéncia e estabilizando
pelos 40 anos[4].

Para além do crosslinking, as opcOes terapéuticas passam pelo tratamento
conservador, com lentes de contacto rigidas, ou cirdrgico, com anéis corneanos
intraestromais ou através do transplante de cérnea[5]. Destas, apenas o crosslinking se
propde atuar no processo fisiopatoldgico.

A ectasia é uma complicacdo séria do tratamento com Laser-Assisted in Situ
Keratomileusis (LASIK)[6]. Esta associada a alteracdes da conformacdo da cérnea,
aumento da miopia e astigmatismo, bem como diminuicdo da acuidade visual. O
tratamento passa nao sé pela queratoplastia lamelar ou penetrante, mas também

pelos tratamentos mais conservadores, através de farmacos que diminuam a pressao



intra-ocular[7], lentes de contacto rigidas, anéis corneanos intraestromais[8] e/ou pelo
crosslinking[9].

Esta opcdo terapéutica é uma técnica que usa a radiacdo ultra-violeta A (UVA),
combinada com a riboflavina, também conhecida por vitamina B12, que atua como
fotossensibilizadora, para fortalecer as ligacdes covalentes entre as fibras de colagénio
e aumentar a estabilidade biomecanica do estroma da cdérnea[5]. O objetivo do
tratamento é parar as alteracdes da cdrnea progressivas e irregulares, globalmente
chamadas de ectasia, nomeadamente o queratocone e a ectasia pds-LASIK[10]. E
importante salientar que o crosslinking atrasa a progressao da doenga, ao intervir na
fisiopatologia, ndo se limitando a corrigir os sintomas, nomeadamente a acuidade
visual, como as restantes tratamentos mencionados[10, 11].

O objetivo deste estudo é sumarizar as diversas altera¢Ges nos parametros

biomecanicos provocados pelo crosslinking no queratocone e na ectasia pds-LASIK.



Materiais e métodos

A pesquisa bibliografica foi realizada através da Pubmed (MEDLINE), usando as
seguintes queries: [crosslinking[All Fields] AND "ectasia"[All Fields] AND after[All
Fields] AND ("keratomileusis, laser in situ"[MeSH Terms] OR ("keratomileusis"[All
Fields] AND ‘"laser"[All Fields] AND "situ"[All Fields]) OR "laser in situ
keratomileusis"[All Fields] OR "lasik"[All Fields])] e [crosslinking[All Fields] AND
("keratoconus"[MeSH Terms] OR "keratoconus"[All Fields])].

A ultima pesquisa foi feita em Fevereiro de 2013, com um total de 159 artigos
obtidos.

Foram incluidos os artigos que referissem as altera¢Ges biomecanicas apés o
crosslinking em doentes com queratocone ou ectasia pds-LASIK.

Foram excluidos os artigos que ndo tinham usado o crosslinking como
tratamento ou que o tenham aplicado em outras patologias que ndo o queratocone ou
a ectasia pds-LASIK.

No total, foram obtidos 42 artigos, que foram integralmente selecionados por

um revisor apenas.



Procedimento

A técnica do crosslinking habitualmente guia-se pelo protocolo de Dresden,
descrito pela primeira vez por Wollensak e colaboradores[12]. Este inicia-se com a
aplicacdo de anestesia tdpica, remogdo de 8-9mm de epitélio central através de uma
lamina ou empregando uma escova rotativa, através do uso do alcool ou remog¢do com
Laser[10].

E entdo aplicada uma solugio de riboflavina a 0,1% a cada 2-5 minutos, durante
meia hora, até que esta penetre por todo o estroma. A riboflavina tem uma funcao
dupla, actuando ndao sé como foto-sensibilizadora na inducdo de crosslinking, mas
também como um “filtro selectivo”, protegendo os tecidos subjacentes dos possiveis
efeitos citotéxicos da radiacdo UVA[12].

A cornea é irradiada com UVA por 30 minutos, numa dose de 3mW/cm?,
correspondendo a 5,4)/cm?, gue é contabilizada através de um medidor de
radiacao[11]. A riboflavina é continuamente administrada no intervalo acima descrito
ao longo de todo o procedimento[10].

Por fim, é aplicada uma lente de contacto terapéutica até que o epitélio

retirado regenere, e colocados agentes anti-inflamatorios e antibidticos topicos[10].



Resultados

Rigidez da cornea

Diversos estudos comprovaram o aumento da rigidez da cdrnea apds o
tratamento com crosslinking[5, 13, 14], que se acredita ser devido a formagdo de
ligagcdes covalentes entre as fibras de colagénio[5]. A rigidez de uma cérnea humana
aumenta em até 320% apds o tratamento[14]. Acredita-se que a remodelagdo das
fibras de colagénio seja lenta, o que é crucial para a manutenc¢ao da estabilidade das
ligacdes covalentes induzidas pelo procedimento[14]. Dado que o sucesso da técnica
estd dependente da manutencao da rigidez da cérnea induzida pela interacgdo da
radiacdo UVA com a riboflavina[14], sdo necessarios mais estudos a longo prazo para

gue se consigam tirar conclusdes seguras[5].

Histerese da cornea e factor de resisténcia corneano

A histerese da cdrnea (HC) refere-se a viscosidade da cérnea, enquanto o factor
de resisténcia corneano (FRC) indica-nos a capacidade da cérnea resistir a
deformacdo[15].

Diversos estudos in vitro demonstraram que tanto a HC como o FRC
aumentavam apds o tratamento com crosslinking. No entanto, in vivo esses resultados

nao se tém demonstrado[16].

Diametro das fibras de colagénio
As fibras de colagénio sdo expressas ao longo de toda a cdérnea, sendo
responsaveis pela sua rigidez e forca. Além disso, a sua correcta organizacdo e

orientacdo contribuem para que a cdrnea obtenha a transparéncia necessaria a sua



adequada fung¢do[17]. Assim sendo, o didametro das fibras de colagénio é um dos
parametros mais importantes a valorizar apés o tratamento com crosslinking[5].

O didmetro das fibras aumenta apds o tratamento, quando comparado com

M-~

corneas ectasicas ndo tratadas[17]. Além disso, constatou-se que esse aumento

Q-

maior no estroma corneano anterior do que no posterior, que poderd ser devido

maior intensidade do crosslinking localizada nessa zona[17].

Comportamento termomecanico

Diversos estudos comprovaram in vitro que é possivel a ocorréncia de dano
fotoquimico, mais precisamente lesGes foto-oxidadivas nos queratécitos e células
endoteliais, apds a exposi¢do a radiagdo UVA, que é largamente absorvida na presenca
da riboflavina[18]. Outro risco possivel da exposicdao a radiacdo UVA é a lesdo pelo
calor, ja que a radiacdo pode ser convertida em energia térmica que, ao dispersar
pelos tecidos, pode provocar dano pelo calor intenso[19].

Partindo de duas premissas, que a cérnea tolera temperaturas até aos 502C e o
crosslinking com UVA-riboflavina aumenta o limiar para 752C[19], e que a espessura
minima da cérnea para realizar o tratamento é de 400 um para prevenir o dano
endotelial[19], diversos estudos comprovaram que ndo ha risco de lesdo térmica apos
o crosslinking na cérnea nem nas estruturas que |lhe sdo posteriores, nomeadamente o

cristalino e a retina[5].

Digestdo enzimatica
Dado que existe a hipdétese de o aumento da actividade das colagenases, da

pepsina e da tripsina, poder levar a diminuicdo da espessura da cérnea, o facto de o



crosslinking diminuir a digestdo enzimatica € uma vantagem[20]. Essa resisténcia
poderd ser dependente do nivel de radiacdo UVA empregue: quanto mais elevada,
mais resistente ficara a cérnea. Um outro facto curioso foi a constatacdo de que a
digestdao enzimatica ocorre preferencialmente nas cérneas submetidas ao
procedimento, enquanto nas cérneas ndo tratadas ndo se verificam diferencas entre o
estroma anterior e o posterior. Isto pode ser explicado com o facto de o estroma
anterior receber maiores niveis de radiacdo, que funcionara como protectora contra as
enzimas[20].

Um outro estudo comprovou que o colagénio de tipo 1 desenvolvia um
polimero de alto peso molecular (no minimo 1000-kDa), que aparecia na electroforese
como uma banda intensa[21]. Esta nova molélula é resistente a digestao pela pepsina,
mercaptoetanol e ao calor, facto que pode justificar uma menor digestdo enzimatica

nas cérneas submetidas ao crosslinking[21].

Hidratagdo da Cérnea

A cérnea tem uma capacidade imensa de absorver fluidos, que leva a
turgescéncia e, consequentemente, a diminuicdo da transparéncia[21]. Nesse sentido,
reveste-se de especial importancia estudar a hidratacdo da cérnea apds o tratamento
com radiagao UVA combinada com riboflavina.

O grau de turgescéncia da matriz de colagénio esta inversamente relacionado
com a intensidade do procedimento: quanto maiores as doses usadas, menor é a
turgescéncia da cérnea[5]. Este facto foi comprovado através da microscopia
electrénica, onde se constatou que, apds hidratacdo, a matriz anterior, que recebe

doses mais elevadas de tratamento, ndo tinha alteracdes na espessura enquanto a



matriz posterior, onde o crosslinking praticamente ndo é induzido, apresentava um

aumento da turgescéncia e, portanto, da espessura[22].

Apoptose dos queratdcitos

O crosslinking com UVA-riboflavina estimula tanto a apoptose dos queratécitos
como a sua regeneracao[23]. A apoptose é um evento inicial porém benigno, que se
pensa ocorrer no sentido de proteger a cdrnea da inflamacdo, que leva a perda da
transparéncia[24], sendo também dependente da dose[25].

Considera-se que o dano celular produzido pela radiagdao UVA seja causado pela
producdo de Radicais Livres de Oxigénio (ROS), que ao mesmo tempo que causam
citotoxicidade, poderdo ser os responsaveis pela inducdo de crosslinkings entre as
fibras de colagénio[21]. No entanto, apds o tratamento com radiacdo UVA combinada
com riboflavina, observa-se um pequeno, mas significativo, aumento da proliferacao
celular[23]. Esse aumento pode eventualmente dever-se a reposi¢ao dos queratécitos
apoptéticos por células precursoras, que serdo activadas em resposta a determinados
estimulos, de forma a restruturarem o estroma corneano nativo e devolvendo-lhe a
sua natural transparéncia[23]. Foi demonstrado que, alguns meses depois, a populacido

de queratdcitos é reposta[9].

Curvatura da cérnea

Um dos principais factores que levam ao sucesso do crosslinking é a reducdo da
curvatura da coérnea[26], traduzida na queratometria pela diminuicdo do Kmax[27].

A maioria dos estudos demonstra uma reducdo significativa no valor do Kmax

nos pacientes submetidos a terapéutica[26-28]. Esse efeito de achatamento pode



prolongar-se no tempo, ou seja, mesmo que imediatamente apds o procedimento a
diminuicdo da curvatura da cérnea ainda ndo seja significativa, o acimulo desse efeito

por vdrios anos pode levar a uma reabilitacdo expressiva da acuidade visual[26, 29].

Acuidade Visual

A maior parte dos estudos refere uma melhoria da acuidade visual discreta,
normalmente ndo estatisticamente significativa[12, 30]. Num estudo realizado em
2013 por Brooks, N. et al [31], em que os pacientes tratados com radiacdo
UVA/riboflavina responderam a um questionario no sentido de objectivar a clinica do
pos-tratamento, chegou-se a conclusdo que a grande maioria notava melhorias no que
concernia a melhoria dos sintomas, nomeadamente maior facilidade em conduzir a
noite e na leitura, diplopia, sensacdo de corpo estranho, um ano apds o
procedimento[31]. Estes parametros subjectivos acabam por corroborar os achados
biomecanicos apds o crosslinking.

Considera-se que a melhoria da visdao apds o tratamento ocorre como resultado
de uma diminuicdo do astigmatismo aliado a diminuicdo da curvatura da cérnea, bem

como da homogeneizac¢ao topografica da cérnea devido a sua maior rigidez[26].



Discussao

O crosslinking é um tratamento novo que tem apresentado resultados
encorajadores no que diz respeito ao tratamento doencas ectdsicas da cérnea[27]. As
alteragGes que impde ao nivel dos parametros biomecanicos da cérnea, do aumento
da rigidez e da diminui¢dao da morfologia cdnica das cérneas ectasicas promovem uma
melhoria significativa da acuidade visual[32]. Esta melhoria da visdao é causada ndo sé
pela diminuicdo do astigmatismo e da curvatura da cdrnea, mas também pela
homogeneizagao topografica da cérnea devido ao aumento da rigidez, como resultado
das ligagcGes covalentes induzidas pelo crosslinking entre as fibras de colagénio. Assim,
também as lentes de contacto se adaptam melhor a cérnea submetida ao
tratamento[26].

A estabilidade biomecanica da cérnea induzida pela radiacdo UVA combinada
com a riboflavina pdra a progressdo do queratocone e da ectasia iatrogénica apds
LASIK[9]. Para além das vantagens clinicas, apresenta-nos numerosos beneficios a nivel
econdmico e psicoldgico para os doentes, j& que é um tratamento minimamente
invasivo, com boa relacdo custo-beneficio e que, portanto, traz pouco stress para os
pacientes[26]. No entanto, ha que ter em conta que o queratocone, bem como a
ectasia pds-LASIK, ainda ndo sdo curdveis. Assim, e como o crosslinking para a
progressdo, reveste-se de extrema importancia a sua utilizacdo tao cedo quanto
possivel para que o dano prévio seja minimo.

Uma limitacdo da grande maioria dos estudos é o follow-up curto, pois a
eficicia deste procedimento estd dependente da manutencdo das modificacbes

biomecéanicas induzidas na coérnea. Assim, mais estudos devem ser realizados no



sentido de prolongar o tempo de seguimento dos doentes para que as alteracGes a

longo prazo possam ser esclarecidas.
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