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RESUMO 

 

 

De Paula TAA. Análise comparativa com microscopia de fluorescência de dois fótons 

da penetração da riboflavina em duas diferentes soluções: dextran e 

hidroxipropilmetil-celulose [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade 

de São Paulo; 2020. 

OBJETIVO: Este estudo comparou a penetração de riboflavina em córneas porcinas 

utilizando duas soluções diferentes: dextran e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC). 

MÉTODOS:  Foi realizada a deturgescência das córneas suínas e depois  preparadas 

em câmara anterior artificial preenchida com solução salina balanceada. A pressão da 

câmara artificial foi verificada com um tonômetro portátil. As córneas porcinas 

receberam riboflavina a 0,1%, em solução de dextran a 20%, por 30 minutos 

(protocolo de Dresden) ou riboflavina a 0,1%, em solução de HPMC a 1%, por 10 

minutos. A intensidade de fluorescência captada pela microscopia multifóton foi 

utilizada para avaliar a concentração da riboflavina a 0,1% na córnea.  A espessura da 

córnea foi avaliada pela paquimetria ultrassônica antes e após o uso de riboflavina a 

0,1%. RESULTADOS: Não houve diferença estatisticamente significante entre os 

grupos quando considerada toda a espessura corneana estudada (p = 0,528). A 

concentração de riboflavina até 340 μm foi maior no grupo HPMC (p = 0,146). De 

340 μm a 500 μm, a concentração foi maior no grupo de dextran (p = 0,248). As 

medidas paquimétricas no grupo com dextran mostraram diminuição de 12,9% na 

espessura da córnea após 30 min, enquanto o grupo HPMC apresentou aumento de 

9,1% após 10 min. CONCLUSÃO: Riboflavina a 0,1% em solução de HPMC a 1% 

por 10 minutos apresentou o mesmo nível de segurança e eficácia na saturação da 

córnea quando comparado ao protocolo de Dresden, logo penetra mais rápido. A 

paquimetria ultrassônica no crosslinking do colágeno corneano tem importância 

fundamental no controle da hidratação da córnea devido as alterações na espessura 

causadas pelos diferentes tipos de solução de riboflavina. Este estudo utilizou métodos 

diferentes dos anteriores para melhor simular as condições fisiológicas da córnea e 

também utilizamos solução HPMC 1% que difere dos estuos prévios feitos com 

HPMC 1,1%. 

Descritores: Córnea; Ceratocone; Fluorescência; Riboflavina; Paquimetria corneana; 

Colágeno. 



 

ABSTRACT 

 

 

De Paula TAA. Comparative two-photon fluorescence microscopy analysis of 

riboflavin penetration in two different solutions: dextran and hydroxypropyl 

methylcellulose [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo”; 2020. 

PURPOSE: This study compared riboflavin penetration in porcine corneas using two 

different solutions: dextran and hydroxypropylmethylcellulose (HPMC). 

METHODS: Porcine corneas were de-swollen and after prepared in an artificial 

anterior chamber with balanced saline solution. The pressure was checked with a 

portable tonometer. Porcine corneas received 0.1% riboflavin in 20% dextran for 30 

minutes (Dresden protocol) or 0.1% riboflavin in 1% HPMC for 10 minutes. By 

multiphoton microscopy, the fluorescence intensity was used to evaluate concentration 

into the cornea, and ultrasonic pachymetry was performed before and after using 

riboflavin. RESULTS: There was no statistically significant difference between the 

groups when considering all the corneal thickness studied (p 0.528). Riboflavin 

concentration up to 340 μm was higher in the HPMC group (p 0.146). From 340 μm 

to 500 μm the concentration was higher in the dextran group (p 0.248). Pachymetric 

measurements in the group with dextran showed a decrease of 12.9% in corneal 

thickness after 30 min, while the HPMC group showed an increase of 9.1% after 10 

min. CONCLUSION: 1% HPMC riboflavin for 10 min had the same level of safety 

and effectiveness in soaking when compared to the Dresden protocol, so it penetrates 

the cornea faster during soaking. Ultrasonic pachymetry in corneal collagen 

crosslinking has fundamental importance in controlling corneal hydration due to 

changes in thickness caused by different types of riboflavin. This study used different 

methods than previous studies to better simulate corneal physiological conditions and 

used 1% HPMC concentration which differs previous studies performed with 1.1% 

HPMC. 

Descriptors: Cornea; Keratoconus; Fluorescence; Riboflavin; Corneal pachymetry; 

Collagen. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O ceratocone (KC) é definido como uma condição ectásica que cursa com 

deformação coniforme da córnea e astigmatismo irregular miópico, provocando a 

percepção de imagens distorcidas 1, 2. Trata-se de afecção tipicamente bilateral, com 

evolução assimétrica que cursa com afinamento e encurvamento da córnea 3-4. O KC 

pode estar associado a outras doenças sistêmicas como atopia 5-6, síndrome de  

Down 7, síndrome de Ehlers-Danlos 7, osteogenesis imperfecta 7 e síndrome de Marfan 

2. 

Clinicamente, pacientes com KC geralmente apresentam perda visual e 

fotofobia. Nos casos iniciais não são observadas anormalidades no exame 

biomicroscópico em lâmpada de fenda que estarão presentes nos casos moderados a 

graves como afinamento do estroma, estrias de Vogt (linhas verticais na membrana do 

estroma profundo / Descemet) e anel Fleischer (depósitos de ferro no epitélio) pode 

ser visível. Em casos avançados de KC podem ocorrer rupturas na membrana de 

Descemet causando edema estromal, conhecido como hidropsia. O sinal de Munson 

(a pálpebra inferior é empurrada em formato cônico no olhar para baixo devido a forma 

cônica da córnea) e o sinal de Rizzuti (reflexo cônico da luz) são sinais presentes em 

KC avançados. 

O agravamento do KC pode levar a piora na qualidade de vida, afetando a 

leitura e o bem estar emocional do paciente 8. São alterações histopatológicas do KC: 

degeneração epitelial das células basais, fragmentação ou interrupção da camada de 

Bowman, diminuição das lamelas de colágeno estromais, alteração na membrana de 
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Descemet, adelgaçamento epitelial, pleomorfismo endotelial além de cicatrizes em 

casos mais avançados 9.   

Desde a sua primeira descrição, em 1748, pelo alemão Burchard Mauchart, o 

KC teve grandes avanços no seu diagnóstico e tratamento 10. O tratamento do KC deve 

ser individualizado para cada paciente, sendo muito importante o controle do prurido 

ocular por meio de medidas comportamentais e colírios 5-6. A acuidade visual (AV) 

pode ser melhorada por métodos que podem ser clínicos (óculos e lentes de contato) 

e/ou cirúrgicos (implante de anel intraestromal ou transplante de  

córnea) 2-4. O crosslinking da córnea (CXL) é o procedimento cirúrgico, atualmente, 

utilizado para estabilizar a progressão do KC 11.  

O CXL, também, tem sido utilizado tanto para controlar a progressão de  

afecções ectásicas da córnea (KC, degeneração marginal pelúcia, ceratoglobo e ectasia 

pós-cirurgia refrativa), como para tratar ceratites infecciosas e ceratopatia bolhosa 10.  

O CXL consiste no processo no qual uma combinação entre um fotoindutor 

(luz ultravioleta), e uma reação fotoquímica leva a indução de radicais livres, que 

conduz a uma ligação química entre as fibras de colágeno, formando estruturas 

tridimensionais mais rígidas 12. A reticulação polimérica corneana ocorre, portanto, na 

presença de radiação ultravioleta A (UVA) (365-370 nm) e a riboflavina atua nesse 

processo como catalisadora da reação sem causar efeito citotóxico direto no estroma 

da córnea 13. A espessura corneana mínima para a realização do CXL é 400 μm sem 

epitélio 14-16.  

Spoerl et al. conduziram o primeiro estudo experimental  que mostrou o uso do 

CXL do colágeno corneano. 17 em córneas porcinas promovendo seu enrijecimento. 
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Posteriormente, outros estudos prospectivos relataram os mesmos resultados em 

pacientes com KC 18-20.  

Atualmente, procura-se reduzir o tempo total de realização do CXL por meio 

da diminuição do tempo de irradiação com UVA. O CXL acelerado é fundamentado 

na lei de Bunsen-Roscoe em que o efeito biológico de uma reação fotoquímica é 

diretamente proporcional a dose total de energia. A dose é o produto da intensidade e 

duração da exposição, buscando-se assim acelerar o processo de reticulação através do 

aumento de energia e diminuição do tempo 21. 

A riboflavina atua como agente fotossensibilizador e protetor contra a radiação 

UVA para o endotélio, cristalino e retina. A penetração da riboflavina é uma etapa 

fundamental para proteção do endotélio corneano e de estruturas intraoculares durante 

o procedimento. O aprimoramento da técnica do CXL vem ocorrendo com a utilização 

de diferentes soluções de riboflavina, o que tem possibilitado novos avanços e 

requerido novos estudos para se ter uma melhor compreensão do comportamento das 

diversas soluções riboflavinas no tecido corneano. Inicialmente, as soluções de 

riboflavina eram produzidas com dextran a 20%, porém, nos últimos anos houve 

mudança para a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) a 1,1%. 

A microscopia multifóton possibilita avaliar a penetração da riboflavina na 

córnea 22-24. Trata-se de técnica de microscopia óptica não linear que utiliza uma fonte 

de iluminação próxima do infravermelho pulsada, a femtosegundo. Pode ser usada 

para a detecção de fluorescência (autofluorescência de tecidos, células expressando 

proteínas fluorescentes, ou de agentes de contraste exógenos) e para a captação de 

imagens utilizando um fenômeno óptico de alta ordem de espalhamento caracterizado 

pela dupla frequência em que um fóton interage com um meio gerando novos fótons 
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com dobro da frequência e metade do comprimento de onda, conhecido como “Second 

Harmonic Generation” (SHG). Materiais biológicos como o colágeno e nervos 

periféricos são bons geradores de SHG 25. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

Considerando que o aprimoramento da técnica do CXL vem ocorrendo com a 

utilização de diferentes tipos de riboflavina e que há a necessidade de buscar 

evidências que melhorem a nossa compreensão do comportamento das diversas 

soluções no tecido corneano, nos propomos aos seguintes objetivos: 

 

2.1 Objetivo geral 

 

• Avaliar a difusão estromal de riboflavina em córneas porcinas utilizando 

duas soluções diferentes: dextran e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar a fluorescência emitida pelas duas soluções de riboflavina no 

estroma corneano com o emprego de microscopia multifóton. 

• Avaliar a concentração estromal das duas soluções de riboflavina com o 

emprego de microscopia multifóton: riboflavina em HPMC por 10 

minutos versus riboflavina em dextran por 30 minutos. 

• Avaliar mudanças na espessura da córnea durante o embebimento com as 

diferentes soluções de riboflavina com o emprego de paquimetria 

ultrassônica. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

3.1 Crosslinking da córnea 

 

Dá-se o nome de CXL ao processo de formação de ligações covalentes intra e 

intermoléculas do colágeno do estroma corneano. Esse processo, também, ocorre 

durante o envelhecimento e em pacientes diabéticos, devido a uma glicalização 

enzimática das fibras do colágeno 17. 

O primeiro estudo do CXL em humanos envolveu 22 pacientes (23 olhos) com 

KC de graus moderados a avançados e mostrou que 16 olhos (70%) tiveram redução 

na ceratometria máxima em 2 D e 15 olhos (65%) apresentaram melhora da AV 26. 

Estudos com maior número de pacientes e com seguimento mais longo demonstraram 

que o CXL foi capaz de estabilizar o KC e as ectasias pós-refrativas por um período 

de 1 a 5 anos após o tratamento 27-31.  

Controvérsias permanecem no procedimento e nas suas variações técnicas. A 

reticulação polimérica da córnea ocorre na presença de radiação UVA (que atua como 

fotoindutor da reação), riboflavina e oxigênio 13. A espessura corneana mínima para o 

procedimento é de 400 µm após remover epitélio 32-34, que permite um nível aceitável 

de segurança ao considerar o comprimento de onda e o tempo de exposição da córnea 

ao UVA.  

No protocolo de Dresden utilizou-se a riboflavina a 0,1% em dextran a 20% 

em córneas desepitelizadas e irradiadas com UVA (370 nm) a 3 mW/cm2, durante 30 

minutos, gerando uma dose total de 5,4 J/cm2 26. Spoerl et al. demonstraram que essa 
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intensidade de UVA estava muito abaixo do limiar de dano para o endotélio da córnea, 

assim como para a íris, cristalino e retina 35.  

O CXL é um procedimento seguro com baixo risco de complicações, foi 

aprovado no Brasil pelo Ministério da Saúde em março de 2017 (Portaria n. 486 de 

06/03/2017) e nos Estados Unidos, em abril de 2016, pelo Food and Drug 

Administration.  

O CXL está indicado nos pacientes com doença em progressão nas seguintes 

condições: aumento da ceratometria máxima maior que 1,00 D em 12 meses (mais 

utilizado), ou aumento de pelo menos 1,00 D nos parâmetros ceratométricos (K1, K2 

ou K médio) em 12 meses ou de 0,75D em 6 meses; aumento de miopia de -0,75D em 

12 meses e/ou na perda de pelo menos duas linhas da melhor AV corrigida em 12 

meses e redução de espessura paquimétrica no ponto mais fino maior que 5 μm em um 

ano 36. 

Os resultados obtidos nos primeiros estudos experimentais mostraram 

apoptose dos ceratócitos até a profundidade de 300 μm na córnea 35. O aumento das 

ligações covalentes entre as fibras de colágeno resultou em maior estabilidade 

biomecânica da córnea 17. Considerando o início do KC, em geral, na segunda década 

de vida e a sua natureza progressiva, Leoni-Mesplie et al. mostraram que pacientes 

pediátricos podem beneficiar-se do tratamento com o CXL devido a maior progressão 

dos parâmetros ceratométricos em pacientes mais jovens 37. Todavia, 

acompanhamento maior sugere que apesar da estabilização inicial do ceratocone, 

pacientes pediátricos podem apresentar progressão do KC no longo prazo necessitando 

de retratamentos 38.  
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Estudos adicionais continuam sendo necessários e deverão ter o foco no 

desenvolvimento de técnicas e de um protocolo apropriado, para a obtenção de 

resultados duradouros, eficazes e seguros em pacientes de todas as faixas etárias. 

Atualmente, o CXL tem sido mais indicado no KC em progressão documentada na 

população adulta e em ectasia pós-cirurgia refrativa. E, a sua indicação é feita com 

reservas em pacientes com a melhor AV corrigida de 20/25 ou melhor, em qualquer 

idade, pois o CXL pode cursar com piora da visão devido ao risco de opacidade de 

córnea .   

O êxito do CXL tem sido avaliado por meio da estabilidade dos parâmetros 

ceratométricos, porém na maioria dos estudos os resultados mostram diminuição dos 

valores da ceratometria máxima e melhora da melhor AV corrigida.  O CXL é uma 

alternativa terapêutica promissora que oferece vantagens clínicas, econômicas e 

psicossociais, além de poder ser realizada em nível ambulatorial 39. 

 

3.2 Radiação UVA 

 

A luz solar é composta por espectro contínuo de radiação eletromagnética que 

atinge a terra após filtragem atmosférica. Apresenta divisão e denominação de acordo 

com o intervalo de comprimento de onda: radiação ultravioleta (UV) (100-400 nm), 

radiação visível (400-780 nm) e radiação infravermelha (maior que 780 nm) 40.  

A luz UV é dividida em três regiões do espectro: UVA (315 - 400 nm), UVB 

(280 - 315 nm) e UVC (100 - 280 nm) 40. Além da diferença de comprimento de onda, 

essas radiações são distintas quanto aos efeitos biológicos que promovem. A radiação 

UVC é basicamente germicida, pelo fato de ser absorvida por proteínas e aminoácidos, 
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mas contêm o pico de absorção da molécula do DNA (260 nm) e só não causa maior 

prejuízo pelo fato de ter curta penetração 40-42. A UVB é a mais eficiente em produzir 

danos diretos ao DNA 40-42. A UVA produz danos de forma não uniforme sendo 

dividida em duas regiões: UVA-1, compreendendo a faixa de absorção de 340 nm a 

400 nm, e a UVA-2, entre 315 nm e 340 nm. A UVA-1, devido a sua maior capacidade 

de penetração, reage com o oxigênio molecular, produzindo espécies reativas capazes 

de induzir reações químicas 40-42.  

A radiação utilizada no CXL é a UVA, com comprimento de onda entre  

365 nm e 370 nm 26.  

 

3.3 Riboflavina 

 

A riboflavina funciona como um fotoindutor ótimo na reação bioquímica do 

CXL. Mesmo com ampla gama de absorção é segura para a circulação sistémica 43. 

Trata-se de molécula relativamente grande e sua principal limitação é a penetração 

adequada no estroma da córnea através do epitélio íntegro, o que é fundamental para 

a sua ação eficaz.  

A riboflavina (vitamina B2) é uma molécula hidrossolúvel com coloração 

amarela sendo também fluorescente. Tem a capacidade de participar de reações 

químicas com transferência de elétrons, sendo um agente fotossensível que ao absorver 

luz, alcança o estado excitado que pode tanto interagir com o oxigênio molecular 

gerando oxigênio ou agir diretamente sobre um substrato levando à foto-oxidação 

deste, gerando radicais intermediários, além de espécies reativas de oxigênio, tais 

como ânion superóxido, radical hidroxil e peróxido de hidrogênio 44.  
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Os radicais livres (espécies reativas de oxigênio) induzem ligações covalentes 

entre fibras de colágeno e/ou proteoglicanos. Outra função essencial da riboflavina 

nesse procedimento é o seu uso como filtro, protegendo estruturas como o cristalino, 

a retina e o endotélio da córnea 43. 

A penetração de riboflavina é, portanto, um passo fundamental na proteção da 

córnea durante este procedimento. A concentração de riboflavina a 0,1% utilizada no 

CXL convencional sem epitélio foi estabelecida pelo protocolo de Dresden. Novas 

soluções de riboflavina foram desenvolvidas para utilização com o epitélio íntegro da 

córnea (epi-on). Para melhorar a penetração da riboflavina, que é uma molécula 

relativamente grande, utiliza-se a concentração de 0,25% associada à adição de 

compostos como cloreto de benzalcônio 0,01%, EDTA, gentamicina 0,3%, 

oxybuprocaína 0,4% e trometamina para ajudar na penetração do epitélio íntegro. 

Modificações físico-químicas têm sido testadas através do peptídeo sintético (NC-

1059) e nanotecnologia para facilitar a penetração da riboflavina. 

 

3.4 Crosslinking acelerado 

 

Muitos estudos foram realizados para reduzir o tempo total de reticulação. 

Com base na lei de Bunsen-Roscoe (a mesma quantidade de energia total em 

diferentes momentos e intensidades de irradiação), é possível acelerar o processo de 

reticulação 21.  

Os primeiros estudos publicados em 2011 avaliaram as mudanças 

biomecânicas na córnea com CXL acelerado comparando com o convencional 21.   
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Os resultados do CXL acelerado até 5 minutos com irradiância de  

18 mW/cm2 são satisfatórios 45, mas aumentar a irradiância acima de 40-50 mW/cm2 

pode diminuir a eficácia do procedimento 46. Os diferentes tempos de irradiação UVA 

aplicados nos protocolos de CXL acelerado devem ser melhor estudados e 

padronizados visto que a resposta biológica também afeta o resultado do procedimento 

46. 

A linha de demarcação no CXL acelerado é mais superficial e menos evidente 

que no procedimento tradicional. O uso da linha de demarcação como evidência de 

efetividade do CXL é controverso, porém estudo recente não achou correlação da linha 

de demarcação com efetividade do CXL 47. 

A diminuição do tempo de procedimento pode estar no uso de diferentes 

soluções de riboflavina que exigem menos tempo para penetrar na córnea. 

Refinamentos da técnica resultaram em diferentes tipos de riboflavinas, facilitando 

novos protocolos para o procedimento de reticulação. No entanto, uma melhor 

compreensão do comportamento de cada solução de riboflavina no tecido da córnea é 

essencial para a máxima segurança. A penetração de riboflavina em diferentes 

soluções pode afetar o tempo de saturação da córnea antes da aplicação da radiação e 

também mudar a hidratação da córnea alterando sua espessura. 

 

3.5 Microscopia multifóton 

 

A microscopia multifóton ou de fluorescência de dois fótons (TPF) possibilita 

a avaliação da penetração de riboflavina na córnea 22, 48. Nesse método as moléculas 

absorvem mais de um fóton de cada vez, aumentando a capacidade de penetração do 
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laser. Nas técnicas convencionais, pode-se alcançar uma profundidade de  

150-200 μm abaixo de sua superfície. Na espectroscopia multifóton a profundidade 

pode aumentar para mais de 700 μm. 

Trata-se de técnica de microscopia óptica não linear, que usa uma fonte pulsada 

de femtosegundo (10-15 segundo) próximo ao infravermelho. A microscopia 

multifóton pode ser usada para captar imagens de fluorescência (autofluorescência de 

tecidos, células que expressam proteínas fluorescentes ou com agentes de contraste 

exógenos) e para a geração de imagens usando um fenômeno de propagação de alta 

ordem conhecido como SHG 25.  

A microscopia multifóton apresenta como vantagens a confecção de imagens 

com grande profundidade, a captura de imagens sem o uso de fluoróforos ou agentes 

de contraste (captura autofluorescência do tecido) e mínimos danos causados pela luz 

de excitação que permite produzir imagens de alta resolução, incluindo estudos de 

observações longas. 

No presente estudo, as córneas porcinas foram avaliadas com microscopia 

multifóton após a aplicação de dois tipos diferentes de soluções de riboflavina: dextran 

e hidroxipropilmetilcelulose.  
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4 MÉTODOS 

 

 

4.1 Aspectos Éticos 

 

A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, de acordo com as diretrizes do 

Centro Nacional de Substituição, Refino e Redução de Animais em Pesquisa (NC3Rs), 

sob o Processo n. 1120/2018 (Anexo 8-A) . 

 

4.2 Tipo de estudo e amostra  

 

Foi realizado um estudo experimental com 20 córneas porcinas, entre outubro 

de 2018  e março de 2019.  

 

4.3 Critérios de Inclusão 

 

Foram incluídas no estudo córneas porcinas com menos de 10 horas a partir do 

momento da enucleação. 
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4.4 Critérios de exclusão 

 

Foram excluídas  córneas com mais de 10 horas de enucleação, portadoras de 

alterações detectadas na transparência ou que apresentaram nos testes tonometria 

menor que 10 mmHg ou maior que 21 mmHg. 

 

4.5 Soluções de riboflavina 

 

A riboflavina utilizada no estudo possuía as seguintes caraterísticas: 

 - C.A.S.: 130-40-5. 

 - Fórmula: C17H20N4NaO9P. 

 - Peso molecular: 478.3 

 - pH 5,8. 

 - Rotação específica: + 41,6. 

 - Perda por secagem: 7,7%. 

  

Foram utilizadas dois tipos de soluções.  

 -  Riboflavina 5 monofosfato a 0,1% (Eye Pharma, São Paulo, Brasil) em 

dextran a 20%. O dextran é um polissacarídeo biocompatível com elevado 

peso molecular.  

 -  Riboflavina 5 monofosfato a 0,1% (Eye Pharma São Paulo) em HPMC a 

1%. O HPMC é uma metilcelulose que foi modificada através de um 

tratamento com álcali e óxido de propileno, e por isso é considerada como 

uma modificação sintética de um polímero natural, a celulose.  
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4.6 Montagem da câmara artificial 

 

Os discos corneoesclerais foram preparados em câmara anterior artificial 

(Barron Precision Instruments, Grand Blanc, MI, EUA) (Figura 1). Uma área de  

8 mm foi marcada com trépano corneano e a desepitelização da córnea foi realizada 

com lâmina de bisturi número 15. 

 

 

Figura 1 -  Disco corneoescleral montado na câmara artificial 

 

 

4.7 Deturgescência da córnea 

 

A deturgescência das córneas foi feita pela aplicação de soluções 

correspondentes aos grupos de teste dentro da câmara artificial.  No grupo dextran a 
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deturgescência das córneas foi realizada com  Dextran T 500 a 20% (T500 Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, EUA) que foi aplicado dentro da câmara anterior e em um 

reservatório sobre a córnea. A paquimetria ultrassônica (SP-100 Tomey, Nagoya, 

Japão) foi efetuada até que a estabilidade da espessura da córnea fosse alcançada (a 

variação máxima permitida foi de 5% em 3 medições consecutivas a cada  

5 minutos). O grupo HPMC foi submetido aos mesmos passos, mas com solução de 

HPMC a 1% (Dow Portugal Chemicals, Estarreja, Portugal). Após a estabilidade da 

espessura da córnea a câmara artificial foi preenchida com solução salina balanceada 

(BSS). 

A pressão foi medida usando um tonômetro portátil (Icare TA01i Finland Oy, 

Vantaa, Finlândia). Apenas as córneas porcinas que no decorrer do experimento 

mantiveram pressão entre 10‒21 mmHg foram incluídas no estudo. 

 

4.8 Aplicação de riboflavina 

 

Durante a aplicação não foi utilizado reservatório sobre a córnea, ou seja, a 

riboflavina foi instilada sobre a córnea. 

 -  Riboflavina 0,1% em 20% dextran foi instilada 1 gota a cada 3 minutos, 

durante 30 minutos. 

 -  Riboflavina 0,1% em 1% HPMC foi instilada 1 gota de 3 em 3 minutos, 

durante 10 minutos. 

A paquimetria ultrassônica foi realizada após o tempo total de instilação de 

riboflavina. 
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4.9 Microscópio multifóton 

 

Os experimentos foram realizados no Instituto Nacional de Ciência e 

Tecnologia de Fotônica aplicada a Biologia Celular (INFABIC). A fluorescência de 

dois fótons foi capturada usando uma lente objetiva 20x por um microscópio 

multifóton (microscópio LSM 780; Zeiss, Oberkochen, Alemanha) que opera luz 

infravermelha pulsada gerando imagens através da excitação de fótons (Figura 2). 

Cada imagem foi registrada de 20 μm em 20 μm com área de imagem correspondente 

a 425,10 μm x 425,10 μm, até profundidade máxima estudada de  

500 μm. 

 

 

Figura 2 -  Imagem do microscópio multifóton com todos seus módulos 
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A amostra fluorescente permite a reconstrução na terceira dimensão e esta é 

uma das principais vantagens deste método pois possibilita avaliar a profundidade de 

penetração da riboflavina. A emissão de laser foi ajustada para 900nm para evitar o 

segundo harmônica da riboflavina na córnea.  

A espectrofotometria mostrou espectros de absorção e emissão de 

fluorescência de 5 monofosfato de riboflavina a 0,1%, um espectro de absorção 

bimodal com um pico mais alto a 445 nm.  

As imagens foram capturadas antes do uso da riboflavina para calibrar os 

valores basais, após 10 minutos no grupo HPMC, após 30 minutos no grupo dextran e 

após 2 horas em cada grupo para determinar o valor das córneas saturadas. O filme de 

riboflavina no topo da córnea foi removido com esponja merocel antes de as imagens 

serem obtidas. A penetração da riboflavina foi avaliada pela intensidade de 

fluorescência (FI) detectada pelo microscópio multifóton (Figuras 3 e 4). 
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Figura 3 -  Imagem 3D da córnea após saturação com riboflavina em HPMC. 

Imagem da microscopia multifóton processada com pacote de imagens 

Fiji. A intensidade de fluorescência é caracterizada pela cor verde. A 

riboflavina diminui com o aumento da profundidade 

 

 

Figura 4 -  Imagem da tela do microscópio multifóton mostrando cortes em 

profundidades diferentes da córnea. Observam-se inferiormente os cortes 

mais superficiais que apresentam maior FI da riboflavina. Com o 

aumento da profundidade a FI diminui progressivamente, o que pode ser 

verificado nos cortes mais superiores da tela 
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4.10 Determinação da concentração da riboflavina 

 

A concentração de riboflavina foi determinada dividindo a FI em cada grupo 

pelos valores saturados das córneas do grupo correspondente e multiplicada pela 

concentração de riboflavina (0,1%). O processo de saturação é muito importante para 

corrigir os dados de absorção e espalhamento porque a fluorescência sofre dispersão e 

interferência pela matriz extracelular, ceratócitos e pela própria riboflavina 22. 

 

4.11 Análise estatística 

 

Dados numéricos foram extraídos das imagens do microscópio multifóton 

usando o pacote de processamento de imagens Fiji (https://fiji.sc/).  

A análise estatística dos valores obtidos na microscopia multifóton foi 

realizada utilizando o teste de Mann-Whitney. Foram utilizados a planilha eletrônica 

MS-Excel, em sua versão do MS-Office 2013, para a organização dos dados, e o pacote 

estatístico IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua versão 24.0, 

para a obtenção dos resultados e verificação de possível diferença entre as duas 

categorias. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 
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5 RESULTADOS 

 

 

O Ggráfico 1 mostra a FI no grupo HPMC por 10 minutos e após 2 horas com 

a córnea saturada. Em ambas as curvas, a fluorescência emitida pela riboflavina 

diminuiu com o aumento da profundidade da córnea e, também, houve maior 

penetração da riboflavina com o aumento do tempo. A FI foi definida como “1” 

unidade arbitrária (au). 

 

 

Gráfico 1 -  FI no grupo HPMC por 10 minutos e após a saturação da córnea 
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O Gráfico 2 apresenta os resultados da FI no grupo dextran por microscopia 

multifóton realizada aos 30 minutos e após duas horas (córnea saturada). O 

comportamento das curvas é semelhante ao apresentado no grupo HPMC. 

 

 

Gráfico 2 -  FI no grupo de dextran por 30 minutos e após a saturação corneana 
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O Gráfico 3 mostra os valores de concentração de riboflavina na córnea obtidos 

por microscopia multifóton. A escala máxima do gráfico de concentração foi 

padronizada como 0,1% porque as soluções de riboflavina tinham a mesma 

concentração. Observe que os valores de concentração de ambas as curvas se cruzam 

a uma profundidade de aproximadamente 340 μm. Uma análise direta do gráfico 

aponta que as curvas mostram concentrações semelhantes em todas as profundidades, 

exceto entre 80 e 220 μm (p = 0,012). Não houve diferença estatisticamente 

significante entre os grupos quando considerada toda a espessura corneana estudada 

(p = 0,528). A curva HPMC apresentou maior concentração até a profundidade de 340 

μm, porém sem diferença estatisticamente significante  

(p= 0,146). A curva do grupo dextran em profundidades maiores que 340 μm foi maior 

que a do HPMC, mas também não houve significância estatística (p= 0,248).  
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Gráfico 3 -  Curvas de concentração de riboflavina nos grupos HPMC (azul) e 

dextran (laranja) 
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Para simular a concentração total de riboflavina nas córneas da superfície até a 

profundidade de 500 μm adotou-se o ajuste de curva linear (primeiro grau), cujas 

equações são mostradas no Gráfico 4, para estimar as duas áreas. Os ajustes das curvas 

lineares (R2 = 0,9741 e 0,9997) são considerados bons porque os valores de R2 são 

próximos de '1,0'. 

 

 

Gráfico 4 -  Ajuste de curva linear: grupos HPMC (azul) e dextrano (laranja) 
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As áreas obtidas simulando a quantidade total de riboflavina na córnea foram 

muito semelhantes, como observado no Gráfico 5. Não há diferença significativa entre 

essas áreas. Portanto, as curvas são semelhantes indicando que os dois tipos de 

soluções estudadas penetraram em concentrações totais semelhantes nas córneas 

porcinas. 

 

 

Gráfico 5 -  Área correspondente à concentração total de riboflavina da córnea 
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A média das medidas de paquimetria ultrassônica central é mostrada na 

Tabela1. A paquimetria média no grupo dextran variou de 696 μm para 606 μm, 

causando uma diminuição na espessura da córnea de 12,9% em 30 min. No grupo 

HPMC, houve uma mudança de 684 μm para 746 μm em 10 min (um aumento de 

9,1%). 

 

Tabela 1 -  Comparação da espessura média da córnea obtida por paquimetria 

ultrassônica central após a estabilização da córnea antes da aplicação de 

riboflavina (Antes) e após o uso de riboflavina dextran por 30 min e 

riboflavina HPMC por 10 min (Depois). (Média ± Erro Padrão) 
 

Grupo Antes (μm ) Depois (μm ) Variação 

DEXTRAN 30 min 696 ± 15 606 ± 13 - 12.9 % 

HPMC 10 min 684 ± 17 746 ± 11 + 9.1 % 

 

 

A tonometria realizada para estimar a pressão na câmara artificial estava dentro 

dos parâmetros considerados fisiológicos em todos os casos para os dois grupos, 

variando de 11 a 16 mmHg. A tonometria média obtida no grupo dextran foi de 15 

mmHg e 13 no grupo HPMC. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A penetração da córnea pela riboflavina é um passo fundamental na proteção e 

eficácia do CXL atuando como um fotossensibilizador para a indução de reticulação 

além de proteger os tecidos subjacentes como um filtro da irradiação UVA. Uma 

melhor compreensão do comportamento de cada tipo de solução de riboflavina no 

tecido da córnea é essencial para maximizar a segurança. 

O modelo utilizado neste estudo pode ser extrapolável para a córnea humana. 

Wollensak et al.49 demonstraram que córneas humanas e porcinas apresentam 

comportamento semelhante em termos de mudança na estabilidade biomecânica após 

CXL corneano. 

Este experimento difere de estudos anteriores porque simulamos condições 

fisiológicas usando mudanças metodológicas. Preenchemos a câmara artificial com 

solução salina balanceada (BSS), que apresenta características semelhantes às do 

humor aquoso, que já é amplamente utilizada em cirurgias oftalmológicas. O controle 

de pressão da câmara artificial foi muito importante pois grandes variações pressóricas 

poderiam influenciar o estado de hidratação da córnea e alterar a taxa de penetração 

de riboflavina no estroma. Além disso, pressões elevadas podem alterar os efeitos 

finais do CXL em córneas porcinas 50.  

Nenhum reservatório foi usado sobre córnea durante o embebimento para 

simular as condições usadas durante a cirurgia de CXL. Outro fator também levado 

em consideração para não utilizar o reservatório foi o estudo 51 que descreveu a 

formação do filme sobre a córnea de riboflavina em dextran com 70 μm de espessura 
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e “break up time” (BUT) de 22 minutos, enquanto a riboflavina HPMC apresentou 

filme lacrimal de 300 μm de espessura e BUT de 32 minutos. 

O estudo da penetração de riboflavina no estroma corneano foi relatado por 

vários grupos de pesquisas. Muitas variações técnicas recentes surgiram com base no 

protocolo de Dresden, incluindo variações no tempo de irradiação 52, no tipo de 

riboflavina, sem desepitelização da córnea, uso de iontoforese 53 e tratamentos 

personalizados 54. Os protocolos atuais são promissores, mas é necessário estudar o 

comportamento de cada solução de riboflavina no estroma corneano para padronizar 

condutas e comparar resultados. Um estudo anterior 22 usou dextran 20% T500 dentro 

de uma câmara artificial durante o embebimento da córnea. No presente estudo após o 

estabelecimento da estabilidade de hidratação da córnea preencheu-se com BSS a 

câmara artificial procurando-se aproximar-se o máximo possível das condições 

clínicas. 

A concentração de riboflavina corneana no grupo dextran 20% por 30 minutos 

foi considerada como efetiva no procedimento de CXL por ter sido extensivamente 

estudada. Absorções menores podem afetar a segurança.  

A difusão da riboflavina segue a segunda lei de Fick. A difusão da riboflavina 

é independente do agente osmótico porque a pressão parcial da riboflavina 

provavelmente representa a força motriz da difusão. 

A curva FI formada pelo grupo dextran apresentou um comportamento 

ligeiramente diferente das curvas de difusão padrão, o que pode ser explicado pela 

variação nas propriedades ópticas do dextran 55 que pode ser causada pela variação de 

temperatura durante a realização do TPF. 
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Os resultados deste estudo mostraram que as curvas de concentração dos 

grupos dextran 30 minutos e HPMC 10 minutos. tiveram comportamentos semelhantes 

ao longo da espessura da córnea estudada (p= 0,528). Estes dados mostram que o 

embebimento com HPMC em 10 minutos tem a mesma eficácia que o dextran em 30 

minutos. As curvas se cruzam aproximadamente na profundidade de 340 μm. O grupo 

HPMC apresentou maior concentração nas camadas superficiais, mas ao considerar a 

faixa de 0 a 340 μm não houve diferença estatística entre os grupos (p= 0,146). 

Observamos uma concentração maior de dextran de 340 μm a  

500 μm, mas sem diferença estatisticamente significante (p= 0,248).  

A similaridade das curvas pode ser confirmada pela análise complementar 

ajustando as curvas pelas linhas de tendência. As áreas formadas pelas curvas também 

evidenciadas pelo gradiente total de concentração de riboflavina nas córneas estudadas 

não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

A maioria dos estudos com HPMC tem uma concentração de 1,1%. Este estudo 

foi feito com riboflavina HPMC na concentração de 1%. 

Ehmke et al.22 não encontraram diferenças estatisticamente significativas nas 

concentrações de riboflavina (1% de HPMC e 20% de dextran) de zero a 350 μm, mas 

relataram uma maior concentração de riboflavina dextran nos primeiros 70 μm. Esses 

resultados diferem dos encontrados neste estudo, mas é possível que essa diferença 

tenha resultado de diferenças na metodologia utilizada e na concentração diferente de 

HPMC. 

O uso de riboflavina HPMC permitiu um tempo de procedimento mais curto 

do que o protocolo de Dresden. Assim, os resultados do presente estudo favorecem a 

tendência atual de diminuir o tempo total cirúrgico do CXL corneano. 
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Alguns autores demonstraram a influência de diferentes soluções de 

riboflavina na espessura da córnea durante o tempo de saturação 56, 57. As medidas de 

espessura da córnea variaram após o uso da riboflavina, e o grupo dextran apresentou 

diminuição de 12,9% na espessura após 30 min. Esse resultado tem grande importância 

no uso clínico, pois córneas com espessura próxima a 400 μm podem comprometer a 

segurança do procedimento. A redução na espessura da córnea pode ser explicada pelo 

efeito oncótico da solução de dextran a 20%. O grupo HPMC apresentou um aumento 

de 9,1% na espessura da córnea após 10 min. Um estudo anterior relatou uma 

diminuição na espessura da córnea de 12,1% com riboflavina dextrana (30 min) e um 

aumento de 26,1% na paquimetria com 1,1% de riboflavina HPMC (por 20 minutos) 

56. O tempo de saturação da riboflavina na HPMC por 20 minutos no estudo citado 

acima pode ser a causa do aumento mais significativo na espessura da córnea quando 

comparado ao nosso estudo. Kymionis et al.57 relataram uma redução de 20% na 

espessura usando riboflavina dextran em 30 minutos. 

Uma limitação do presente estudo está relacionada ao estado de hidratação das 

córneas mesmo utilizando córneas com menos de 10 horas após enucleação e também 

fazer a deturgescência delas. As medidas paquimétricas mostraram córneas com 

espessuras aumentadas, consequentemente, um menor conteúdo de colágeno por 

volume pode influenciar o gradiente de difusão. A hidratação da córnea tem grande 

importância na penetração da riboflavina, pois quanto mais compactas as fibras, maior 

a dificuldade de absorção da riboflavina.  

A concentração das duas soluções é semelhante até 500 μm. Avaliando a 

profundidade de 340 μm que as curvas se cruzam, observamos que a profundidade 
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corresponde às condições fisiológicas de hidratação em aproximadamente 310 μm no 

grupo HPMC (aumento de 9,1%) e 395 μm no grupo dextran (queda de 12,9%). 

O controle da pressão dentro de valores considerados normais na câmara 

artificial utilizando o tonômetro Icare simulou condições fisiológicas e reduziu 

variáveis que poderiam interferir na penetração da riboflavina. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

• A pesquisa evidenciou que a concentração corneana de riboflavina foi 

semelhante nos dois grupos (instilação de 1 gota de riboflavina a 0,1% em 

HPMC a 1% a cada 3 minutos por 10 minutos versus 1 gota de riboflavina 

0,1% em 20% dextran foi instilada a cada 3 minutos por 30 minutos). A 

riboflavina em HPMC apresentou o mesmo nível de segurança e eficácia 

na saturação da córnea quando comparadas ao uso padronizado 

recomendado pelo protocolo de Dresden, pois penetrou mais rápido e com 

mais facilidade no estroma corneano. 

• A aferição da espessura central das córneas pela paquimetria ultrassônica 

central durante o procedimento de CXL mostrou variação de -12,9% no 

grupo riboflavina 0,1% em 20% dextran (de 696 μm para 606 μm) e de 

+9,1% no grupo de riboflavina a 0,1% em HPMC a 1% (de 684 μm a  

756 μm).   

• A aferição da pressão na câmara anterior mostrou tonometria média de 15 

mmHg no grupo riboflavina 0,1% em 20% dextran e 13 mmHg no grupo 

riboflavina a 0,1%  em HPMC a 1%. 

• O estudo reforça a hipótese de que o embebimento da córnea com 

riboflavina a 0,1% em HPMC 1% por 10 minutos é seguro e pode 

contribuir para dimuir o tempo total do CXL corneano.   

• Estudos clínicos devem ser feitos para comprovar essa hipótese. 
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Anexo A. Aprovação da Comissão de Ética no uso de animais da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo 
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