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RESUMO

De Paula TAA. Andlise comparativa com microscopia de fluorescéncia de dois fotons
da penetragdo da riboflavina em duas diferentes solugoes: dextran e
hidroxipropilmetil-celulose [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sdo Paulo; 2020.

OBJETIVO: Este estudo comparou a penetragao de riboflavina em corneas porcinas
utilizando duas solucdes diferentes: dextran e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).
METODOS: Foi realizada a deturgescéncia das corneas suinas e depois preparadas
em camara anterior artificial preenchida com solugao salina balanceada. A pressao da
camara artificial foi verificada com um tondmetro portatil. As coérneas porcinas
receberam riboflavina a 0,1%, em solu¢do de dextran a 20%, por 30 minutos
(protocolo de Dresden) ou riboflavina a 0,1%, em solu¢do de HPMC a 1%, por 10
minutos. A intensidade de fluorescéncia captada pela microscopia multiféton foi
utilizada para avaliar a concentragao da riboflavina a 0,1% na cornea. A espessura da
cornea foi avaliada pela paquimetria ultrassonica antes e apds o uso de riboflavina a
0,1%. RESULTADOS: Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos quando considerada toda a espessura corneana estudada (p = 0,528). A
concentra¢do de riboflavina até 340 um foi maior no grupo HPMC (p = 0,146). De
340 pm a 500 um, a concentragdo foi maior no grupo de dextran (p = 0,248). As
medidas paquimétricas no grupo com dextran mostraram diminui¢do de 12,9% na
espessura da cérnea apds 30 min, enquanto o grupo HPMC apresentou aumento de
9,1% apds 10 min. CONCLUSAO: Riboflavina a 0,1% em solugdo de HPMC a 1%
por 10 minutos apresentou o mesmo nivel de seguranca e eficicia na saturagdo da
cornea quando comparado ao protocolo de Dresden, logo penetra mais rapido. A
paquimetria ultrassonica no crosslinking do colageno corneano tem importancia
fundamental no controle da hidratagdo da cérnea devido as alteragdes na espessura
causadas pelos diferentes tipos de solugdo de riboflavina. Este estudo utilizou métodos
diferentes dos anteriores para melhor simular as condigdes fisiologicas da cornea e
também utilizamos solugdo HPMC 1% que difere dos estuos prévios feitos com
HPMC 1,1%.

Descritores: Cornea; Ceratocone; Fluorescéncia; Riboflavina; Paquimetria corneana;

Colageno.



ABSTRACT

De Paula TAA. Comparative two-photon fluorescence microscopy analysis of
riboflavin penetration in two different solutions: dextran and hydroxypropyl
methylcellulose [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
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 um was higher in the HPMC group (p 0.146). From 340 um
to 500 um 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 INTRODUCAO

O ceratocone (KC) ¢ definido como uma condigdo ectdsica que cursa com
deformagdo coniforme da cérnea e astigmatismo irregular midpico, provocando a
percepcio de imagens distorcidas 2. Trata-se de afeccdo tipicamente bilateral, com
evolucdo assimétrica que cursa com afinamento e encurvamento da cornea **. O KC

5-6

pode estar associado a outras doengas sist€émicas como atopia °°, sindrome de

Down 7, sindrome de Ehlers-Danlos 7, osteogenesis imperfecta ’ e sindrome de Marfan

Clinicamente, pacientes com KC geralmente apresentam perda visual e
fotofobia. Nos casos iniciais ndo s3o observadas anormalidades no exame
biomicroscopico em lampada de fenda que estardo presentes nos casos moderados a
graves como afinamento do estroma, estrias de Vogt (linhas verticais na membrana do
estroma profundo / Descemet) e anel Fleischer (depdsitos de ferro no epitélio) pode
ser visivel. Em casos avancados de KC podem ocorrer rupturas na membrana de
Descemet causando edema estromal, conhecido como hidropsia. O sinal de Munson
(a pélpebra inferior € empurrada em formato conico no olhar para baixo devido a forma
conica da cornea) e o sinal de Rizzuti (reflexo cOnico da luz) sdo sinais presentes em
KC avancados.

O agravamento do KC pode levar a piora na qualidade de vida, afetando a
leitura e o bem estar emocional do paciente . Sdo altera¢des histopatologicas do KC:
degeneracao epitelial das células basais, fragmentag¢ao ou interrupcao da camada de

Bowman, diminui¢ao das lamelas de colageno estromais, alteracdo na membrana de
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Descemet, adelgacamento epitelial, pleomorfismo endotelial além de cicatrizes em
casos mais avancados °.

Desde a sua primeira descri¢ao, em 1748, pelo alemao Burchard Mauchart, o
KC teve grandes avangos no seu diagndstico e tratamento '°. O tratamento do KC deve
ser individualizado para cada paciente, sendo muito importante o controle do prurido
ocular por meio de medidas comportamentais e colirios >°. A acuidade visual (AV)
pode ser melhorada por métodos que podem ser clinicos (6culos e lentes de contato)
e/ou cirurgicos (implante de anel intraestromal ou transplante de
cornea) >*. O crosslinking da cornea (CXL) é o procedimento cirtrgico, atualmente,
utilizado para estabilizar a progressdo do KC '

O CXL, também, tem sido utilizado tanto para controlar a progressao de
afeccoes ectasicas da cornea (KC, degeneragao marginal pelucia, ceratoglobo e ectasia
pos-cirurgia refrativa), como para tratar ceratites infecciosas e ceratopatia bolhosa '°.

O CXL consiste no processo no qual uma combinagdo entre um fotoindutor
(luz ultravioleta), e uma reacdo fotoquimica leva a indu¢do de radicais livres, que
conduz a uma ligacdo quimica entre as fibras de colageno, formando estruturas
tridimensionais mais rigidas '%. A reticulagdo polimérica corneana ocorre, portanto, na
presenca de radiagdo ultravioleta A (UVA) (365-370 nm) e a riboflavina atua nesse
processo como catalisadora da reacdo sem causar efeito citotoxico direto no estroma
da cornea !3. A espessura corneana minima para a realizacio do CXL é 400 um sem
epitélio 16,

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

1

CXL do colageno corneano. '’ em corneas porcinas promovendo seu enrijecimento.
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Posteriormente, outros estudos prospectivos relataram os mesmos resultados em
pacientes com KC 820,

Atualmente, procura-se reduzir o tempo total de realizagdo do CXL por meio
da diminui¢do do tempo de irradiagdo com UVA. O CXL acelerado ¢ fundamentado
na lei de Bunsen-Roscoe em que o efeito biologico de uma reagdo fotoquimica ¢é
diretamente proporcional a dose total de energia. A dose ¢ o produto da intensidade e
duracdo da exposi¢do, buscando-se assim acelerar o processo de reticulagdo através do
aumento de energia e diminui¢io do tempo 2!.

A riboflavina atua como agente fotossensibilizador e protetor contra a radiagdo
UVA para o endotélio, cristalino e retina. A penetracdo da riboflavina ¢ uma etapa
fundamental para prote¢do do endotélio corneano e de estruturas intraoculares durante
o procedimento. O aprimoramento da técnica do CXL vem ocorrendo com a utilizagao
de diferentes solucdes de riboflavina, o que tem possibilitado novos avangos e
requerido novos estudos para se ter uma melhor compreensdao do comportamento das
diversas solugdes riboflavinas no tecido corneano. Inicialmente, as solucdes de
riboflavina eram produzidas com dextran a 20%, porém, nos ultimos anos houve
mudanga para a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) a 1,1%.

A microscopia multifoton possibilita avaliar a penetracdo da riboflavina na
cornea 2>2*, Trata-se de técnica de microscopia optica ndo linear que utiliza uma fonte
de iluminagdo proxima do infravermelho pulsada, a femtosegundo. Pode ser usada
para a detec¢ao de fluorescéncia (autofluorescéncia de tecidos, células expressando
proteinas fluorescentes, ou de agentes de contraste exogenos) e para a captacdo de
imagens utilizando um fenomeno 6ptico de alta ordem de espalhamento caracterizado

pela dupla frequéncia em que um foton interage com um meio gerando novos fotons
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com dobro da frequéncia e metade do comprimento de onda, conhecido como “Second
Harmonic Generation” (SHG). Materiais bioldgicos como o coldgeno e nervos

periféricos sdo bons geradores de SHG .



2 Objetivos
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2 OBJETIVOS

Considerando que o aprimoramento da técnica do CXL vem ocorrendo com a
utilizacdo de diferentes tipos de riboflavina e que ha a necessidade de buscar
evidéncias que melhorem a nossa compreensdo do comportamento das diversas

solugdes no tecido corneano, nos propomos aos seguintes objetivos:

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a difusdo estromal de riboflavina em cérneas porcinas utilizando

duas solugdes diferentes: dextran e hidroxipropilmetilcelulose (HPMC).

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a fluorescéncia emitida pelas duas solugdes de riboflavina no
estroma corneano com o emprego de microscopia multiféton.

e Avaliar a concentragao estromal das duas solugdes de riboflavina com o
emprego de microscopia multiféton: riboflavina em HPMC por 10
minutos versus riboflavina em dextran por 30 minutos.

e Avaliar mudangas na espessura da cornea durante o embebimento com as
diferentes solugdes de riboflavina com o emprego de paquimetria

ultrassOnica.



3 Revisao de Literatura
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Crosslinking da cérnea

Déa-se o nome de CXL ao processo de formagao de ligagdes covalentes intra e
intermoléculas do coldgeno do estroma corneano. Esse processo, também, ocorre
durante o envelhecimento e em pacientes diabéticos, devido a uma glicalizagdao
enzimatica das fibras do colageno !”.

O primeiro estudo do CXL em humanos envolveu 22 pacientes (23 olhos) com
KC de graus moderados a avangados e mostrou que 16 olhos (70%) tiveram redugao
na ceratometria maxima em 2 D e 15 olhos (65%) apresentaram melhora da AV 26,
Estudos com maior nimero de pacientes e com seguimento mais longo demonstraram
que o CXL foi capaz de estabilizar o KC e as ectasias pos-refrativas por um periodo
de 1 a 5 anos apds o tratamento 273!,

Controvérsias permanecem no procedimento € nas suas variagdes técnicas. A
reticulagcdo polimérica da cornea ocorre na presenca de radiacdo UV A (que atua como
fotoindutor da reagdo), riboflavina e oxigénio '>. A espessura corneana minima para o

procedimento é de 400 um apos remover epitélio 3234

, que permite um nivel aceitavel
de seguranca ao considerar o comprimento de onda e o tempo de exposi¢ao da cornea
ao UVA.

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

em corneas desepitelizadas e irradiadas com UVA (370 nm) a 3 mW/cm?, durante 30

minutos, gerando uma dose total de 5,4 J/cm? 2°. Spoerl et al. demonstraram que essa
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intensidade de UV A estava muito abaixo do limiar de dano para o endotélio da cérnea,
assim como para a iris, cristalino e retina 3.

O CXL ¢ um procedimento seguro com baixo risco de complicagdes, foi
aprovado no Brasil pelo Ministério da Satde em marco de 2017 (Portaria n. 486 de
06/03/2017) e nos Estados Unidos, em abril de 2016, pelo Food and Drug
Administration.

O CXL esta indicado nos pacientes com doenga em progressao nas seguintes
condi¢des: aumento da ceratometria maxima maior que 1,00 D em 12 meses (mais
utilizado), ou aumento de pelo menos 1,00 D nos parametros 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 reducdo de espessura paquimétrica no ponto mais fino maior que 5 um em um
ano 3%,

Os resultados obtidos nos primeiros estudos experimentais mostraram
apoptose dos ceratdcitos até a profundidade de 300 pm na cornea *>. O aumento das
ligagcdes covalentes entre as fibras de colageno resultou em maior estabilidade
biomecanica da cornea . Considerando o inicio do KC, em geral, na segunda década
de vida e a sua natureza progressiva, Leoni-Mesplie et al. mostraram que pacientes
pediatricos podem beneficiar-se do tratamento com o CXL devido a maior progressao

dos pardmetros ceratométricos em pacientes mais jovens °’.

Todavia,
acompanhamento maior sugere que apesar da estabilizacdo inicial do ceratocone,

pacientes pediatricos podem apresentar progressao do KC no longo prazo necessitando

de retratamentos >®.



Revisdo de Literatura 11

Estudos adicionais continuam sendo necessarios e deverdo ter o foco no
desenvolvimento de técnicas e de um protocolo apropriado, para a obtencdo de
resultados duradouros, eficazes e seguros em pacientes de todas as faixas etarias.
Atualmente, o CXL tem sido mais indicado no KC em progressao documentada na
populagdo adulta e em ectasia pos-cirurgia refrativa. E, a sua indicacdo ¢ 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 visdo devido ao risco de opacidade de
cornea.

O éxito do CXL tem sido avaliado por meio da estabilidade dos pardmetros
ceratométricos, porém na maioria dos estudos os resultados mostram diminui¢do dos
valores da ceratometria maxima e melhora da melhor AV corrigida. O CXL ¢ uma
alternativa terap€utica promissora que oferece vantagens clinicas, econdmicas e

psicossociais, além de poder ser realizada em nivel ambulatorial *°.

3.2 Radia¢ao UVA

A luz solar ¢ composta por espectro continuo de radiagao eletromagnética que
atinge a terra apos filtragem atmosférica. Apresenta divisdo e denominacdo de acordo
com o intervalo de comprimento de onda: radiag¢do ultravioleta (UV) (100-400 nm),
radiacdo visivel (400-780 nm) e radiagdo infravermelha (maior que 780 nm) *°.

A luz UV ¢ dividida em trés regides do espectro: UVA (315 - 400 nm), UVB
(280 - 315 nm) e UVC (100 - 280 nm)*°. Além da diferenga de comprimento de onda,
essas radiacdes sdo distintas quanto aos efeitos biologicos que promovem. A radiagao

UVC ¢ basicamente germicida, pelo fato de ser absorvida por proteinas e aminodacidos,
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mas contém o pico de absor¢do da molécula do DNA (260 nm) e s6 ndo causa maior
prejuizo pelo fato de ter curta penetragio ***2. A UVB ¢é a mais eficiente em produzir
danos diretos a0 DNA 442, A UVA produz danos de forma ndo uniforme sendo
dividida em duas regides: UVA-1, compreendendo a faixa de absor¢do 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 penetracdo, reage com o oxigénio molecular, produzindo espécies reativas capazes
de induzir reagdes quimicas *42,

A radiagdo utilizada no CXL ¢ a UVA, com comprimento de onda entre

365 nm e 370 nm *°.

3.3 Riboflavina

A riboflavina funciona como um fotoindutor 6timo na reacdo bioquimica do
CXL. Mesmo com ampla gama de absorco é segura para a circulagdo sistémica *°.
Trata-se de molécula relativamente grande e sua principal limitacdo ¢ a penetracao
adequada no estroma da cornea através do epitélio integro, o que € fundamental para
a sua ac¢ao eficaz.

A riboflavina (vitamina B2) ¢ uma molécula hidrossolivel com coloracao
amarela sendo também fluorescente. Tem a capacidade de participar de reagdes
quimicas com transferéncia de elétrons, sendo um agente fotossensivel que ao absorver
luz, alcanga o estado excitado que pode tanto interagir com o oxigénio molecular
gerando oxigénio ou agir diretamente sobre um substrato levando a foto-oxidagao
deste, gerando radicais intermediarios, além de espécies reativas de oxigénio, tais

como anion superoxido, radical hidroxil e peroxido de hidrogénio **.
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Os radicais livres (espécies reativas de oxigénio) induzem ligacdes covalentes
entre fibras de colageno e/ou proteoglicanos. Outra fungdo essencial da riboflavina
nesse procedimento ¢ o seu uso como filtro, protegendo estruturas como o cristalino,
aretina e o endotélio da cornea 4.

A penetracdo de riboflavina €, portanto, um passo fundamental na protecao da
cornea durante este procedimento. A concentragdo de riboflavina a 0,1% utilizada no
CXL convencional sem epitélio foi estabelecida pelo protocolo de Dresden. Novas
solugoes de riboflavina foram desenvolvidas para utilizagdo com o epitélio integro da
cornea (epi-on). Para melhorar a penetracdo da riboflavina, que ¢ uma molécula
relativamente grande, utiliza-se a concentragdo de 0,25% associada a adicdo de
compostos como cloreto de benzalconio 0,01%, EDTA, gentamicina 0,3%,
oxybuprocaina 0,4% e trometamina para ajudar na penetragdo do epitélio integro.

Modificacdes fisico-quimicas t€ém sido testadas através do peptideo sintético (NC-

1059) e nanotecnologia para facilitar a penetragdo da riboflavina.

3.4 Crosslinking acelerado

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

Com base na lei de Bunsen-Roscoe (a mesma quantidade de energia total em
diferentes momentos e intensidades de irradiagdo), € possivel acelerar o processo de
reticulagdo 2'.

Os primeiros estudos publicados em 2011 avaliaram as mudangas

biomecanicas na cornea com CXL acelerado comparando com o convencional 2!,
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Os resultados do CXL acelerado at¢é 5 minutos com irradidncia de
18 mW/cm? sdo satisfatorios *°, mas aumentar a irradidncia acima de 40-50 mW/cm?
pode diminuir a eficicia do procedimento #°. Os diferentes tempos de irradiagio UVA
aplicados nos protocolos de CXL acelerado devem ser melhor estudados e
padronizados visto que a resposta biol6gica também afeta o resultado do procedimento
46

A linha de demarcacdo no CXL acelerado ¢ mais superficial e menos evidente
que no procedimento tradicional. O uso da linha de demarcagdo como evidéncia de
efetividade do CXL ¢ controverso, porém estudo recente ndo achou correlagao da linha
de demarcacdo com efetividade do CXL 7.

A diminuicdo do tempo de procedimento pode estar no uso de diferentes
solucdes de riboflavina que exigem menos tempo para penetrar na cornea.
Refinamentos da técnica resultaram em diferentes tipos de riboflavinas, facilitando
novos protocolos para o procedimento de reticulagdo. No entanto, uma melhor
compreensdo do comportamento de cada solucao de riboflavina no tecido da cérnea €
essencial para a maxima seguranca. A penetragdo de riboflavina em diferentes
solucdes pode afetar o tempo de saturacdo da cornea antes da aplica¢do da radiacdo e

também mudar a hidrata¢ao da cérnea alterando sua espessura.

3.5 Microscopia multifoton

A microscopia multiféton ou de fluorescéncia de dois fotons (TPF) possibilita

a avaliacdo da penetragio de riboflavina na cornea ** *®, Nesse método as moléculas

absorvem mais de um foton de cada vez, aumentando a capacidade de penetragcdo do
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laser. Nas técnicas convencionais, pode-se alcancar uma profundidade de
150-200 pum abaixo de sua superficie. Na espectroscopia multiféton a profundidade
pode aumentar para mais de 700 pum.

Trata-se de técnica de microscopia Optica nao linear, que usa uma fonte pulsada
de femtosegundo (107" segundo) préximo ao infravermelho. A microscopia
multifoton pode ser usada para captar imagens de fluorescéncia (autofluorescéncia de
tecidos, células que expressam proteinas fluorescentes ou com agentes de contraste
exdgenos) e para a geracdo de imagens usando um fendmeno de propagagdo de alta
ordem conhecido como SHG %°.

A microscopia multiféton apresenta como vantagens a confeccdo de imagens
com grande profundidade, a captura de imagens sem o uso de fluor6foros ou agentes
de contraste (captura autofluorescéncia do tecido) e minimos danos causados pela luz
de excitacdo que permite produzir imagens de alta resolucao, incluindo estudos de
observagoes longas.

No presente estudo, as corneas porcinas foram avaliadas com microscopia
multiféton apos a aplicacao de dois tipos diferentes de solugdes de riboflavina: dextran

e hidroxipropilmetilcelulose.
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4 METODOS

4.1 Aspectos Eticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, de acordo com as diretrizes do
Centro Nacional de Substituicao, Refino ¢ Redugdo 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 cérneas porcinas, entre outubro

de 2018 e margo de 2019.

4.3 Critérios de Inclusao

Foram incluidas no estudo cérneas porcinas com menos de 10 horas a partir do

momento da enucleagao.
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4.4 Critérios de exclusao

Foram excluidas corneas com mais de 10 horas de enucleacdo, portadoras de
alteracdes detectadas na transparéncia ou que apresentaram nos testes tonometria

menor que 10 mmHg ou maior que 21 mmHg.

4.5 Solucdes de riboflavina

A riboflavina utilizada no estudo possuia as seguintes carateristicas:
- C.A.S.: 130-40-5.
- Férmula: C17H20N4NaOoP.
- Peso molecular: 478.3
-pH 5,8.
- Rotacdo especifica: + 41,6°.

- Perda por secagem: 7,7%.

Foram utilizadas dois tipos de solucdes.

- Riboflavina 5 monofosfato a 0,1% (Eye Pharma, Sao Paulo, Brasil) em
dextran a 20%. O dextran ¢ um polissacarideo biocompativel com elevado
peso molecular.

- Riboflavina 5 monofosfato a 0,1% (Eye Pharma Sao Paulo) em HPMC a
1%. O HPMC ¢ uma metilcelulose que foi modificada através de um
tratamento com dalcali e 6xido de propileno, e por isso € considerada como

uma modificagdo sintética de um polimero natural, a celulose.
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4.6 Montagem da caAmara artificial

Os discos corneoesclerais foram preparados em camara anterior artificial
(Barron Precision Instruments, Grand Blanc, MI, EUA) (Figura 1). Uma éarea de
8 mm foi marcada com trépano corneano e a desepitelizagdo da cérnea foi realizada

com lamina de bisturi nimero 15.

Figura 1 - Disco corneoescleral montado na camara artificial

4.7 Deturgescéncia da cornea

A deturgescéncia das corneas foi feita pela aplicacio de solucdes

correspondentes aos grupos de teste dentro da camara artificial. No grupo dextran a
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deturgescéncia das corneas foi realizada com Dextran T 500 a 20% (T500 Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) que foi aplicado dentro da cdmara anterior e em um
reservatorio sobre a cérnea. A paquimetria ultrassonica (SP-100 Tomey, Nagoya,
Japao) foi efetuada até que a estabilidade da espessura da cornea fosse alcancada (a
variagdo maxima permitida foi de 5% em 3 medi¢des consecutivas a cada
5 minutos). O grupo HPMC foi submetido aos mesmos passos, mas com solucdo de
HPMC a 1% (Dow Portugal Chemicals, Estarreja, Portugal). Apds a estabilidade da
espessura da cornea a camara artificial foi preenchida com solugdo salina balanceada
(BSS).

A pressao foi medida usando um tonometro portatil (Icare TAO1i Finland Oy,
Vantaa, Finlandia). Apenas as corneas porcinas que no decorrer do experimento

mantiveram pressao entre 10-21 mmHg foram incluidas no estudo.

4.8 Aplicacao de riboflavina

Durante a aplica¢do nao foi utilizado reservatorio sobre a cornea, ou seja, a
riboflavina foi instilada sobre a cérnea.
- 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 ultrassonica foi realizada apds o tempo total de instilacdo de

riboflavina.
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4.9 Microscopio multifoton

Os experimentos foram realizados no Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Fotdnica aplicada a Biologia Celular (INFABIC). A fluorescéncia de
dois fotons foi capturada usando uma lente objetiva 20x por um microscopio
multifoton (microscopio LSM 780; Zeiss, Oberkochen, Alemanha) que opera luz
infravermelha pulsada gerando imagens através da excitacdo de fotons (Figura 2).
Cada imagem foi registrada de 20 um em 20 pm com area de imagem correspondente
a 425,10 pm x 425,10 um, até profundidade maxima estudada de

500 pm.

Figura 2 - Imagem do microscopio multiféton com todos seus mddulos
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A amostra fluorescente permite a reconstru¢do na terceira dimensao e esta é
uma das principais vantagens deste método pois possibilita avaliar a profundidade de
penetracdo da riboflavina. A emissdo de laser foi ajustada para 900nm para evitar o
segundo harmonica da riboflavina na cornea.

A espectrofotometria mostrou espectros de absor¢do e emissdo de
fluorescéncia de 5 monofosfato de riboflavina a 0,1%, um espectro de absorcao
bimodal com um pico mais alto a 445 nm.

As imagens foram capturadas antes do uso da riboflavina para calibrar os
valores basais, ap6s 10 minutos no grupo HPMC, apds 30 minutos no grupo dextran e
apos 2 horas em cada grupo para determinar o valor das corneas saturadas. O filme de
riboflavina no topo da cérnea foi removido com esponja merocel antes de as imagens
serem obtidas. A penetragdo da riboflavina foi avaliada pela intensidade de

fluorescéncia (FI) detectada pelo microscopio multifoton (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 -

Figura 4 -

Imagem 3D da cornea apds saturagdo com riboflavina em HPMC.
Imagem da microscopia multiféton processada com pacote de imagens
Fiji. A intensidade de fluorescéncia ¢ caracterizada pela cor verde. A
riboflavina diminui com o aumento da profundidade

Imagem da tela do microscopio multiféton mostrando cortes em
profundidades diferentes da cornea. 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 Determinacio da concentraciao da riboflavina

A concentracio de riboflavina foi determinada dividindo a FI em cada grupo
pelos valores saturados das corneas do grupo correspondente e multiplicada pela
concentragdo de riboflavina (0,1%). O processo de saturagdo é muito importante para
corrigir os dados de absorgao e espalhamento porque a fluorescéncia sofre dispersdo e

interferéncia pela matriz extracelular, ceratdcitos e pela propria riboflavina 22,

4.11 Analise estatistica

Dados numéricos foram extraidos das imagens do microscopio multiféton
usando o pacote de processamento de imagens Fiji (https://fiji.sc/).

A andlise estatistica dos valores obtidos na microscopia multiféton foi
realizada utilizando o teste de Mann-Whitney. Foram utilizados a planilha eletronica
MS-Excel, em sua versao do MS-Office 2013, para a organizacgao dos dados, e o pacote
estatistico IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences), em sua versao 24.0,
para a obtengdo dos resultados e verificagdo de possivel diferenca entre as duas

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

O Ggrafico 1 mostra a FI no grupo HPMC por 10 minutos e apos 2 horas com
a cornea saturada. Em ambas as curvas, a fluorescéncia emitida pela riboflavina
diminuiu com o aumento da profundidade da cornea e, também, houve maior
penetragdo da riboflavina com o aumento do tempo. A FI foi definida como “1”

unidade arbitraria (au).
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O Grafico 2 apresenta os resultados da FI no grupo dextran por microscopia
multifoton realizada aos 30 minutos e apds duas horas (cornea saturada). O

comportamento das curvas ¢ semelhante ao apresentado no grupo HPMC.
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Grafico 2 -  FI no grupo de dextran por 30 minutos e apds a saturagdo corneana
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O Grafico 3 mostra os valores de concentragao de riboflavina na cornea obtidos
por microscopia multiféton. A escala maxima do grafico de concentracdo foi
padronizada como 0,1% porque as solugdes de riboflavina tinham a mesma
concentragdo. Observe que os valores de concentracdo de ambas as curvas se cruzam
a uma profundidade de aproximadamente 340 um. Uma andlise direta do grafico
aponta que as curvas mostram concentra¢des semelhantes em todas as profundidades,
exceto entre 80 e 220 um (p = 0,012). Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos quando considerada toda a espessura corneana estudada
(p=0,528). A curva HPMC apresentou maior concentracao até¢ a profundidade de 340
um, porém sem diferenca estatisticamente significante
(p=0,146). A curva do grupo dextran em profundidades maiores que 340 um foi maior

que a do HPMC, mas também nao houve significancia estatistica (p= 0,248).
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Para simular a concentracao total de riboflavina nas corneas da superficie até a
profundidade de 500 um adotou-se o ajuste de curva linear (primeiro grau), cujas
equacdes sdo mostradas no Grafico 4, para estimar as duas areas. Os ajustes das curvas
lineares (R? = 0,9741 e 0,9997) sdo considerados bons porque os valores de R? sio

proximos de '1,0'.
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Grafico 4 -  Ajuste de curva linear: grupos HPMC (azul) e dextrano (laranja)
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As areas obtidas simulando a quantidade total de riboflavina na coérnea foram
muito semelhantes, como observado no Grafico 5. Nao hé diferenga significativa entre
essas areas. Portanto, as curvas sdo semelhantes indicando que os dois tipos de
solugdes estudadas penetraram em concentragdes totais semelhantes nas corneas

porcinas.

Concentragéo total de riboflavina dentro da cérnea (au)
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Grafico 5-  Area correspondente a concentragdo total de riboflavina da cornea
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A média das medidas de paquimetria ultrassonica central ¢ mostrada na
Tabelal. A paquimetria média no grupo dextran variou de 696 um para 606 um,
causando uma diminui¢do na espessura da cornea de 12,9% em 30 min. No grupo
HPMC, houve uma mudanca de 684 pum para 746 um em 10 min (um aumento de

9,1%).

Tabela 1 - Comparacdo da espessura média da cornea obtida por paquimetria
ultrassonica central apds a estabilizagao da cornea antes da aplicacao de
riboflavina (Antes) e apds o uso de riboflavina dextran por 30 min e
riboflavina HPMC por 10 min (Depois). (Média + Erro Padrao)

Grupo Antes (um ) Depois (um ) Variagao
DEXTRAN 30 min 696 £ 15 606 £ 13 -12.9%
HPMC 10 min 684 £ 17 746 £ 11 +9.1%

A tonometria realizada para estimar a pressdo na cadmara artificial estava dentro
dos pardmetros considerados fisiologicos 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 DISCUSSAO

A penetracdo da cérnea pela riboflavina ¢ um passo fundamental na protecao e
eficacia do CXL atuando como um fotossensibilizador para a inducgdo de reticulacao
além de proteger os tecidos subjacentes como um filtro da irradiagdo UVA. Uma
melhor compreensdo do comportamento de cada tipo de solugdo de riboflavina no
tecido da cornea ¢é essencial para maximizar a seguranga.

O modelo utilizado neste estudo pode ser extrapolavel para a cérnea humana.
Wollensak et al.* demonstraram que corneas humanas e porcinas apresentam
comportamento semelhante em termos de mudanca na estabilidade biomecanica apos
CXL corneano.

Este experimento difere de estudos anteriores porque simulamos condi¢des
fisiologicas usando mudangas metodologicas. Preenchemos a camara artificial com
solucdo salina balanceada (BSS), que apresenta caracteristicas semelhantes as do
humor aquoso, que ja ¢ amplamente utilizada em cirurgias oftalmoldgicas. O controle
de pressdo da camara artificial foi muito importante pois grandes variagdes pressoricas
poderiam influenciar o estado de hidratacdo da cornea e alterar a taxa de penetragao
de riboflavina no estroma. Além disso, pressoes elevadas podem alterar os efeitos
finais do CXL em cdrneas porcinas >°.

Nenhum reservatorio foi usado sobre cornea durante o embebimento para
simular as condi¢des usadas durante a cirurgia de CXL. Outro fator também levado

5

em consideragdo para ndo utilizar o reservatorio foi o estudo ! que descreveu a

formacao do filme sobre a cornea de riboflavina em dextran com 70 pm de espessura
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e “break up time” (BUT) de 22 minutos, enquanto a riboflavina HPMC apresentou
filme lacrimal de 300 um de espessura e BUT de 32 minutos.

O estudo da penetracdo de riboflavina no estroma corneano foi relatado por
varios grupos de pesquisas. Muitas variagdes técnicas recentes surgiram com base no

52

protocolo de Dresden, incluindo variagdes no tempo de irradiagdo °~, no tipo de

>3 ¢ tratamentos

riboflavina, sem desepitelizacdo da cérnea, uso de iontoforese
personalizados **. Os protocolos atuais sio promissores, mas é necessario estudar o
comportamento de cada solucdo de riboflavina no estroma corneano para padronizar
condutas e comparar resultados. Um estudo anterior 2 usou dextran 20% T500 dentro
de uma camara artificial durante o embebimento da cornea. No presente estudo apods o
estabelecimento da estabilidade de hidratagdo da cornea preencheu-se com BSS a
camara artificial procurando-se aproximar-se o maximo possivel das condi¢des
clinicas.

A concentracgao de riboflavina corneana no grupo dextran 20% por 30 minutos
foi considerada como efetiva no procedimento de CXL por ter sido extensivamente
estudada. Absor¢des menores podem afetar a seguranga.

A difusao da riboflavina segue a segunda lei de Fick. A difusdo da riboflavina
¢ independente do agente osmotico porque a pressdo parcial da riboflavina
provavelmente representa a forca motriz da difusao.

A curva FI formada pelo grupo dextran apresentou um comportamento
ligeiramente diferente das curvas de difusdo padrao, o que pode ser explicado pela

variacdo nas propriedades opticas do dextran > que pode ser causada pela variagio de

temperatura durante a realizacao do TPF.
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Os resultados deste estudo mostraram que as curvas de concentragdo dos
grupos dextran 30 minutos e HPMC 10 minutos. tiveram comportamentos semelhantes
ao longo da espessura da cornea estudada (p= 0,528). Estes dados mostram que o
embebimento com HPMC em 10 minutos tem a mesma eficacia que o dextran em 30
minutos. As curvas se cruzam aproximadamente na profundidade de 340 um. O grupo
HPMC apresentou maior concentracdo nas camadas superficiais, mas ao considerar a
faixa de 0 a 340 um nd3o houve diferenca estatistica entre os grupos (p= 0,146).
Observamos uma concentragdo maior de dextran de 340 pum a
500 pm, mas sem diferenga estatisticamente significante (p= 0,248).

A similaridade das curvas pode ser confirmada pela analise complementar
ajustando as curvas pelas linhas de tendéncia. As areas formadas pelas curvas também
evidenciadas pelo gradiente total de concentrag@o de riboflavina nas corneas estudadas
ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas.

A maioria dos estudos com HPMC tem uma concentracao de 1,1%. Este estudo
foi feito com riboflavina HPMC na concentragao de 1%.

Ehmke et al.?? ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas nas
concentracgoes de riboflavina (1% de HPMC e 20% de dextran) de zero a 350 um, mas
relataram uma maior concentragdo de riboflavina dextran nos primeiros 70 um. Esses
resultados diferem dos encontrados neste estudo, mas € possivel que essa diferenca
tenha resultado de diferencas na metodologia utilizada e na concentragao 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

tendéncia atual de diminuir o tempo total cirurgico do CXL corneano.
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Alguns autores demonstraram a influéncia de diferentes solugdes de
riboflavina na espessura da cornea durante o tempo de saturagdo 7. As medidas de
espessura da cornea variaram apos o uso da riboflavina, e o grupo dextran apresentou
diminuic¢ao de 12,9% na espessura apos 30 min. Esse resultado tem grande importancia
no uso clinico, pois corneas com espessura proxima a 400 pm podem comprometer a
seguranga do procedimento. A redugdo na espessura da coérnea pode ser explicada pelo
efeito oncoético da solugdo de dextran a 20%. O grupo HPMC apresentou um aumento
de 9,1% na espessura da cérnea apdés 10 min. Um estudo anterior relatou uma
diminui¢do na espessura da cornea 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)
36O tempo de saturag¢io da riboflavina na HPMC por 20 minutos no estudo citado
acima pode ser a causa do aumento mais significativo na espessura da coérnea quando

comparado ao nosso estudo. Kymionis et al.”’

relataram uma reducao de 20% na
espessura usando riboflavina dextran em 30 minutos.

Uma limitag¢do do presente estudo esta relacionada ao estado de hidratacao das
corneas mesmo utilizando cérneas com menos de 10 horas apds enucleacao e também
fazer a deturgescéncia delas. As medidas paquimétricas mostraram coérneas com
espessuras aumentadas, consequentemente, um menor conteudo de coldgeno por
volume pode influenciar o gradiente de difusdo. A hidratacdo da cornea tem grande
importancia na penetracao da riboflavina, pois quanto mais compactas as fibras, maior
a dificuldade de absor¢ao da riboflavina.

A concentragdo das duas solucdes ¢ semelhante até 500 pm. Avaliando a

profundidade de 340 um que as curvas se cruzam, observamos que a profundidade
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corresponde as condig¢des fisiologicas de hidratacdo em aproximadamente 310 pm no
grupo HPMC (aumento de 9,1%) e 395 um no grupo dextran (queda de 12,9%).

O controle da pressdo dentro de valores considerados normais na cdmara
artificial utilizando o tonometro Icare simulou condi¢des fisiologicas e reduziu

variaveis que poderiam interferir na penetracio da riboflavina.
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7 CONCLUSAO

e A pesquisa evidenciou que a concentracdo corneana de riboflavina foi
semelhante nos dois grupos (instilagdo 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 nivel de seguranga e eficacia
na saturacdo da cornea quando comparadas ao uso padronizado
recomendado pelo protocolo de Dresden, pois penetrou mais rapido e com
mais facilidade no estroma corneano.

e A afericdo da espessura central das corneas pela paquimetria ultrassonica
central durante o procedimento de CXL mostrou variacdo de -12,9% no
grupo riboflavina 0,1% em 20% dextran (de 696 um para 606 um) e de
+9,1% no grupo de riboflavina a 0,1% em HPMC a 1% (de 684 um a
756 um).

e A aferi¢do da pressdo na camara 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%.

e O estudo refor¢ca a hipotese de que o embebimento da cornea com
riboflavina a 0,1% em HPMC 1% por 10 minutos é seguro e pode
contribuir para dimuir o tempo total do CXL corneano.

e Estudos clinicos devem ser feitos para comprovar essa hipotese.
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Anexo A. Aprovacio da Comissio de Etica no uso de animais da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo

i i Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
e Pacaembu — Sdo Paulo — SP
ISP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Analise comparativa com
Microscopia Multifoton da penetracio da riboflavina em coérneas
porcinas através de duas diferentes apresentacdes: Riboflavina em
dextran e Riboflavina em metilcelulose”, registrada com o n® 1120/2018, sob
a responsabilidade de Milton Ruiz Alves ¢ THALES ANTONIO ABRA DE
PAULA, apresentada pelo Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia -
que envolve a producdo, manutencio e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em reuniao de 18.07.18

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio Inicio: 06-08-2018 Término: 03-06-2019
Espécie/linhagem/raca suinos
N© de animais 20 corneas suinas de frigorifico
Peso/Idade Nao se aplica
Sexo Na3o se aplica
Origem Abatedouro Raja

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 18 de Julho de 2018

e

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissio de Etica no Uso de Animais

Comissao de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Purpose: This guly compared rbollavin penetration m poncine comess using twao & Terent
slutions dexdren and hydrosypropyl methyleallulose (HPMOC ).

Methods: Porcine comess were de-swollen and afler prepared m an artificizl anleror
chamber with balanced saline solution. The eI WA checked with & Iurlﬂie el
We wad 0.1% rboflavin in 209 dextram for 30 mn or 0.1% rballavin in 1% HPMC for 10
min. The fluarescence inemsity in multiphoton mi Py ws med o eval
Hon inle the ocornes, snd ulinstonie pechymetry was performed before and afler wsng
ribolevin.

Results: Ribollavin concentration up to 340 pm was higher in the HPMC groap (p 0.146)
From 340 microns o 500 pm, the concentration was higher i the dexiran goup (p 0.248).
There was no steiisdica lly sigmifican difference between the groups when comsidering =11 the
comesl thickness sidied {p 0.528). Pachymeins mesurements m the group with dexian
showed & 1299 corneal thickness decrese afler 30 mm, while the HPMC goup showead
2 9. 1% increse afler 10 min.

Condusion: We concluded thet 1% HPMC rbaoflavin for 10 min had the sme level af
safity when compared i the Dresden protocal with dextran ribodbavin for 30 mn. Ulrsonic
mechymetry during comesl orosslinkmg has fundsmenial mporiance in controllmg comeal
hydration due ko changss in thickness caused by different types of rbollavin, This sudy used
i fTerent methods then previous studies to betler simulste comesl physiologieal conditions
aned e 1% HPMC coneentration which differs from previous studies per formed with 1.1%
HPMC.

Beywords: crasslinking, Buorescence, rboflavin

Introduction

Comeal collagen crosslinking is used to treat the progression of comeal ectasia
dizeases (eg., keratoconus, pellucid marginal degeneration, and keratoglobus,
and after refractive surgery), infections, and cormeal edema.' Crosslinking con-
sizts of forming bonds between polymer chains to produce a more rigid three-
dimensional struecture. Comeal polymeric cmaslinking ocours in the presence of
WA (370 nm) radiation, and niboflavin, which acts as a photoinducer of the
reaction.” The minimum pachymetry for the procedure iz 400 pm,™* which

Ernail thales mp@homal oom allows an acceptable level of zafety when conszidering the wavelength and the
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time of UVA exposure. Seiler et al® reported an experi-
mental study of pig eye corneas in 1997, marking the
beginning of cormeal crosslinking. Since that study, some
technical variations have resulted in greater safety and
effectiveness of the procedure, whose primary objective
of comeal crosslinking is to inhibit the progression of
corneal ectasias.*™

The first clinical study using corneal ectasia (Dresden
protocol) was published in 2003 by Wollensak et al.'® It
showed that crosslinking of corneal collagen was an effec-
tive procedure to stop the progression of keratoconus. The
Dresden protocol use of 0.1% riboflavin in 20% dextran in
de-epithelialized corneas for 30 min, with irradiation with
UVA (370 nm) at 3 mW/em® for 30 min, for a total dose of
5.4 Jem®. The results are effective in stopping the pro-
gression of corneal ectasias. Most studies and current
knowledge of comneal crosslinking involve this protocol.

Riboflavin (vitamin B2) is a photosensitive agent that
produces free radicals in the presence of light and oxygen.
Free radicals (reactive oxygen species) induce covalent
bonds between collagen fibers and/or proteoglycans.
Another essential function of riboflavin in this procedure
is its use as a filter, protecting structures such as crystalline
lens, the retina, and the corneal endothelium. Riboflavin
penetration is therefore a key step in corneal protection
during this procedure.

Many studies have been performed to reduce the total
time of crosslinking. Based on the Bumsen-Roscoe law
(the same amount of total energy at different times and
irradiation intensities), it is possible to accelerate the
crosslinking process.'! Recent studies have determined
a shorter procedure time, using different riboflavin solu-
tions requiring less time to penetrate the cormea.

Refinements of the technique have resulted in different
types of riboflavin, facilitating new protocols for the cross-
Imking procedure. However, a better understanding of the
behavior of each type of riboflavin in comeal tissue is
essential to increase safety. Riboflavin penetration in dif-
ferent solutions can affect the safety and saturation time
before the application of radiation because it can affect the
thickness of the cornea.

Two-photon fluorescence microscopy (TPF) makes it pos-
sible to evaluate riboflavin penetration in the cornea.™ ™ It is
a nonlinear optical microscopy technique, which uses a near-
infrared femtosecond pulsed source. It can be used for fluor-
escence Imaging (autofluorescence of tissues, cells expressing
fluorescent proteins, or with exogenous contrast agents) and

for imaging using a high order spreading phenomenon known
as Second Harmonic Generation.

In the present study, porcine comneas were evaluated
with multiphoton microscopy after the application of two
different types of riboflavin solutions: dextran and hydro-
xypropyl methyleellulose (HPMC). To compare the ribo-
flavin penetration in different solutions (dextran and
HPMC) m porcine corneas, this study used multiphoton
microscopy to improve the assessment of corneal soaking
in crosslinking.

Materials and Methods

The research started with the approval of the Animal Use
Ethics Committee of the University of Sio Paulo, Medical
School, Séo Paulo, Brazil, which approved the proper and
ethical use of laboratory animals using the guidelines of
the National Center for the Replacement, Refinement and
Reduction of Animals in Research (NC3Rs).

Two groups were created with 10 porcine comeas in
each group. The test was performed within 10 h of pig eye
enucleation to improve corneal conditions. The corneoscl-
eral discs were prepared in an artificial anterior chamber'
(Barron Precision Instruments, Grand Blane, MI, USA). An
8-mm area was marked with a corneal trephine and corneal
de-epithelialization was petformed with a number 15 scal-
pel blade. The dextran group had the corneas de-swollen
with Dextran T 500 20% (T500 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) applied mside the anterior chamber and m
a reservoir on the comea. Ultrasonic pachymetry (SP-100
Tomey, Nagoya, Japan) was performed after assembly and
de-epithelialization, until corneal thickness stability was
achieved (the maximum allowable variation was 5% in 3
consecutive measurements every 5 minutes). HPMC group
underwent the same steps but the de-swollen was made with
1% HPMC (Dow Portugal Chemicals, Estarreja, Portugal)
solution. After the de-swollen, the artificial chamber was
filled with balanced saline solution (BSS) inside the artifi-
cial chamber.

The pressure was measured using a portable tonometer
(leare TAOLli Finland Oy, Vantaa, Finland). Only cases
with pressures throughout the procedure between 10-21
mmHg were included in the study.

Riboflavin monophosphate (0.1%) in 20% dextran and
0.1% riboflavin monophosphate in 1% HPMC were used
the following protocols: riboflavin drops (according to the
test group) were instilled every 3 min. Soaking time was
30 min in the dextran group and 10 min in the HPMC
group. During soaking the reservoir was not used on the

Dove!
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cornea. Pachymetry was also performed after the total time
of riboflavin application.

TPF were captured using a 20x objective lens by a multi-
(LSM
Oberkochen, Germany) which operates pulsed infrared laser

photon  microscope 780  microscope;  Zeiss,
light generating images through the excitation of photons.
Each image was recorded on z-stacks ranging from 20 um
over a depth of 500 pm with image arca 425.10 x 425.10 pm.

Multiphoton microscopy has the advantage of third-
dimensional image capture and enables better sample ana-
lysis. Laser emission was set to 900 nm to avoid
cornea second harmonic generation. The images were
captured before riboflavin use to calibrate the baseline
values, after 10 min in the HPMC group and 30 min in
the dextran group and after 2 hours in each group to
determine the value of the saturated corneas. The ribofia-
vin film on the top of the cornea was removed with
Merocel sponge before images were obtained. Riboflavin
penetration was evaluated by the fluorescence intensity
(FI) detected by the multiphoton microscope (Figure 1).

The riboflavin concentration was determined by divid-
ing FI in each group by the saturated corneal values of the
correspondent group and multiplied by the riboflavin con-
centration (0.1%). The saturation process is very important
to correct absorption and scattering data because fluores-
cence undergoes scattering and interference by extracellu-
lar matrix, keratocytes and by riboflavin itself.'*

Numerical data were extracted from the images using
the Fiji image processing package (https:/fiji.sc/).

Figure | Corneal 3D image after soaking. Multiphoton microscopy processing with
Fiji image package. Fluorescence intensity is characterized by the green color. The
riboflavin decreased with increasing corneal depth.

Statistical analysis was performed using the Mann
Whitney test with statistical package IBM SPSS (Statistical
Package for Social Sciences). A value of P < 0.05 was
considered statistically significant.

Results

Figure 2 shows FI in the HPMC group for 10 minutes and
after corneal saturation. In both curves, the riboflavin
concentration decreased with increasing corneal depths
and increased riboflavin penetration with increasing time.
FI was defined as “1” arbitrary unit (au).

Figure 3 presents the Dextran group results by multi-
photon microscopy performed at 30 minutes and two hours
(saturated). The curves' behavior is similar to that pre-
sented in the HPMC group.

Figure 4 shows riboflavin concentration in the cornea
obtained from multiphoton microscopy. The maximum
scale of the concentration graph was standardized as
0.1% because the riboflavin solutions had the same con-
centration. Note that the concentration values of both
curves cross at a depth of approximately 340 pm.
A direct analysis of the graph shows that the curves have
similar concentrations at all depths except in the range
between 80 and 220 pm (p 0.012). The HPMC curve
showed higher surface concentration up to 340 um (p
0.146). The dextran curve at depths greater than 340 um
was higher (p 0.248). There was no statistically significant
difference between the groups when considering all the
corneal thickness studied (p 0.528),

To simulate the total concentration up to 500 microns
we adopted the linear (first degree) curve fitting, whose
equations are shown in Figure 5, to estimate both areas.
The adjustments of the linear curves (R2 = 0.9741 and
0.9907) are considered good because the R2 values are
quite close to “1.0™.

The areas obtained simulating the total amount of
riboflavin in the cornea were very similar as we observed
in Figure 6. There is no significant difference between
these areas. Therefore, the curves are similar.

The average of the central ultrasound pachymetric
measurements is shown in Table 1. The mean pachymetry
in the dextran group ranged from 696 pm to 606 pm,
causing a decrease in corneal thickness of 12.9% in 30
min. In the HPMC group, there was a change from 684 pm
to 746 pm in 10 min (an increase of 9.1%).

The tonometry performed in the artificial chamber was
within parameters considered physiological in all cases for
the two groups, ranging from 11 to 16 mmHg. The mean
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tonometry obtained in the dextran group was 15 mmHg
and 13 in the HPMC group.

Discussion
Riboflavin penetration is a key step in the protection and

efficacy of corneal collagen crosslinking. It works as
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a photosensitizer for the induction of crosslinking and pro-
tects the underlying tissues as a filter from UVA irradiation.
A better understanding of the behavior of each type of ribo-
flavin in corneal tissue is essential to maximize safety,

Our study differs from previous studies because we
simulated physiological conditions using methodological
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change. After corneal hydration control, we filled the
artificial chamber with a BSS, which had characteristics
similar to aqueous humor, and which is already widely
used in ophthalmic surgeries aiming test conditions as
close as possible to clinical conditions. Pressure control
was very important because it could influence the state of
hydration of the cornea and change the rate of riboflavin
penetration into the stroma. Moreover, elevated pressures
may alter the final effects of crosslinking on porcine
comneas.'® No reservoir was used on the cornea during
soaking to simulate the exact conditions used during cor-
neal crosslinking. Another factor also taken into account
not to use the reservoir was the study'® that described the
formation of the dextran riboflavin film with 70 pm and
breakup time of 22 min, while HPMC riboflavin showed
tear film of 300 um and breakup time of 32 min.

The study of riboflavin penetration in the corneal
stroma has been reported by several research groups.
Many recent technical variations have emerged based on

Table | Comparison of the Average Corneal Thickness
Obtained After Corneal Stabili Prior to Application of
Riboflavin (Before) and After the Use of Dextran Riboflavin for
30 min and HPMC Riboflavin for 10 min (After). Central
Ultrasound Pachymetry (Mean #* Standard Error)

Total riboflavin concentration inside the comea (au)

310

DEXTRAN

the Dresden protocol,'® including variations in irradiation
time,'” in the type of riboflavin, without corneal de-
epithelialization, the use of iontophoresis,'
the use of personalized treatments.'” The current protocols
are promising, but it is necessary to study the behavior of
each riboflavin in the corneal stroma to standardize beha-
viors and compare results.

The comneal riboflavin concentration in the dextran

as well as

20% for 30 minutes was considered effective in the cross-
linking procedure because it has been extensively studied.
Lower absorption could affect safety. Fick’s second law of
diffusion describes the diffusion of riboflavin solution into
the cornea.”” The partial pressure of solved riboflavin most
likely represents the driving force for diffusion, indepen-
dent of the osmotic agent. The riboflavin diffusion is
independent of the osmotic agent because partial pressure
of solved riboflavin generates force for diffusion.

FI curve formed by the dextran group presented
a behavior slightly different from standard diffusion curves,
which can be explained by the variation in the optical proper-
ties of the dextran®' that can be caused by the temperature
variation during the accomplishment of TPF.

Our results showed that the concentration curves of the
groups dextran 30 min. and HPMC 10 min, have similar
behavior throughout the corneal thickness studied. These
data show that soaking with HPMC in 10 minutes has the
same effectiveness as dextran in 30 minutes. The curves
cross approximately at the depth of 340 pm. HPMC group
showed higher concentration in the superficial layers, but

Group Before (nm) | Final (nm) | Variation
DEXTRAN 30 min | 696 +\-15 606 +\-13 ~12.9%
HPMC 10 min 684 +\-17 746 H\-11 +9.1%

'3 submit your manuseript

Dove

Clinical Ophthalmology 2020:14

240

260

265



Apéndices

270

285

290

295

300

305

310

Dove,

de Paula et al

when considering the range of 0 to 340 microns there was no
statistical difference between the groups (p 0.146). We
observed a higher dextran concentration of 340 to 500
microns, but with no statistically significant difference
(p 0.248).

The similarity of the curves can be confirmed by com-
plementary analysis adjusting the curves by the trend lines.
The areas formed by the curves also showed by the total
gradient of riboflavin concentration in the corneas studied
did not present significant differences.

The majority of studies with HPMC have a concentration
of 1.1%. Our study was done with HPMC riboflavin at 1%
concentration.

Ehmke et al'? did not find statistically significant dif-
ferences in riboflavin concentrations (1,1% HPMC and
20% dextran) from zero to 350 pm, but they reported
a higher concentration of dextran riboflavin in the first
70 pm. These results differ from those found in our
study, but it is possible that this difference resulted in
differences in the methodology used and HPMC different
concentration. Thorsrud et al demonstrated that HPMC
riboflavin has faster diffusion than dextran riboflavin.”®

HPMC riboflavin allows a shorter procedure time than
the Dresden protocol; thus, our study favors the current
tendency to decrease the total procedural time of corneal
crosslinking.

Some authors have demonstrated the influence of dif-
ferent riboflavin solutions on corneal thickness during the
soaking time. The pachymetric measurements varied after
the use of riboflavin, and the group with dextran showed
a decrease of 12.9% in thickness after 30 min. This result
has great importance in clinical use because corneas with
a thickness close to 400 pm can compromise the safety of
the procedure. The reduction in corneal thickness can be
explained by the oncotic effect of the 20% dextran solu-
tion. The HPMC group showed 9.1% corneal thickness
increase after 10 min. A previous study reported
a decrease in corneal thickness of 12.1% with dextran
riboflavin (30 min) and a 26.1% increase pachymetry
using 1.1% HPMC riboflavin (for 20 min).”* The satura-
tion time of riboflavin in HPMC for 20 min in the study
cited above may be the cause of the most significant
increase in comeal thickness when compared to our
study. Kymionis et al* reported a 20% thickness reduction
using dextran riboflavin within 30 min.

Pachymetric measurements showed comeas with
increased thicknesses, consequently, lower collagen content
per volume may influence the diffusion gradient. Corneal

hydration has great importance in the penetration of ribofla-
vin because the more compact the fibers are, the greater the
difficulty of absorption of riboflavin.

The concentration of the 2 solutions is similar up to
500 pm. Evaluating the depth of 340 microns that the
curves intersect, we observed that depth corresponds to
physiological conditions of hydration at approximately
310 microns in the HPMC group (increase 9.1%) and
395 in the dextran group (fall 12.9%).

A limitation of our research is the variation of the state
of corneal hydration during the procedure.

The control of pressure within values considered not-
mal in the artificial chamber using the l[care tonometer
simulated physiological conditions, and reduced variables
that could interfere the riboflavin penetration.

Conclusion

This study used different methods than previous studies to
better simulate corneal physiological conditions, and used
different HPMC riboflavin concentration. We concluded
that 1% HPMC riboflavin for 10 min showed comeal
concentration similar dextran riboflavin for 30 min there-
fore had the same level of safety and effectiveness m
soaking when compared to the standardized use of the
Dresden protocol. Ultrasonic pachymetry during the cross-
linking procedure has fundamental importance corneal
hydration control, due to changes in thickness caused by
different types of riboflavin. Finally, our study strengthens
the hypothesis that soaking with 1% HPMC riboflavin for
10 minutes is safe and promotes greater effectiveness in
the total crosslinking time of corneal collagen. Clinical
studies should be done to prove this hypothesis.
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The authors repott no conflicts of interest in this work.
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