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RESUMO

Esta revisdo tem como objetivo reunir informagfes sobre a utilizagdo do
Cross-Linking em cées. Tal técnica é amplamente utilizada na medicina humana,
porém apenas recentemente foi introduzida na medicina veterinaria. Seu proposito
envolve o fortalecimento da estrutura do colageno do estroma corneano através da
formacéo de cross-links entre tais moléculas, catalisado por uma reacgao oxidativa
induzida pela luz UVA. As estabilidades mecanica e quimica provenientes de tal
técnica podem ser benéficas para uma série de afec¢Bes oculares que afetam os
cdes. Edema causado por distrofia endotelial da cérnea, ceratopatia bolhosa,
ceratite ulcerativa e ceratomalacia infecciosa ou asséptica séo afecc¢des cuja técnica
pode ser indicada. Porém, questdes como varia¢gfes do protocolo e transitoriedade
nos resultados obtidos em relagdo a melhora na espessura e transparéncia da
cérnea precisam de maior elucidacgéo.

Palavras-chave: cornea; ceratomalacia; cross-linking; ceratite ulcerativa, estroma

corneano.



ABSTRACT

This review aims to gather information about the use of Cross-Linking in dogs.
This technique is widely used in human medicine, but only recently introduced in
veterinary medicine. Its purpose involves strengthening the collagen structure of the
corneal stroma through the formation of cross-links between such molecules,
catalyzed by an oxidative reaction induced by UVA light. The mechanical and
chemical stability resulting from such technique can be beneficial for several eye
diseases that affect dogs. Edema caused by corneal endothelial dystrophy, bullous
keratopathy, ulcerative Kkeratitis, and infectious or aseptic keratomalacia are
conditions to which the technique may be indicated. However, issues such as
divergence in protocols and temporary results obtained regarding the improvement
in corneal thickness and transparency need further elucidation.

Keywords: cornea; keratomalacia; cross-linking; ulcerative keratitis; corneal stroma.
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1. INTRODUCAO

O cross-linking € uma técnica muito versatil, com grande quantidade de
indicacdes, pois € baseada em um principio fisiolégico, que ocorre naturalmente
nos tecidos conjuntivos (RANDLEMAN et al., 2015). Tal técnica envolve a
ocorréncia de reag6es quimicas que levam a formacéo de ligacGes entre proteinas
ou outras moléculas (HOROVITZ et al., 2015) cujas aplicacdes sdo amplas na
medicina humana, para fixagdo tecidual e enrijecimento de préteses de valvas
cardiacas, por exemplo (SOMPURAM et al.,, 2004; BALGUID et al., 2007
MOHAMMADPOUR et al., 2017). Porém, foi apenas no final dos anos 90 que o
cross-linking comecou a ser estudado como uma alternativa para afec¢Bes
corneanas (RANDLEMAN et al.,, 2015). A ideia do cross-linking corneano foi
introduzida em 1998 na Alemanha por Spoerl et al., através de um trabalho com
olhos de suinos (SPOERL et al., 1998; MOHAMMADPOUR et al., 2017). A
observacéo de que cross-links proteicos formados naturalmente (e acelerados com
a idade) fortalecem e enrijecem o estroma corneano levou a ideia de que cross-
links induzidos artificialmente poderiam ter efeitos similares (MEEK & HAYES,
2013). O presente trabalho busca, de forma sucinta, reunir as principais
informacgfes sobre a aplicacao desta técnica em caes, abordando o procedimento,
indicacdes, seguranca e resultados descritos.

2. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA CORNEA

O bulbo ocular compreende trés tunicas, a fibrosa, a vascular e a nervosa,
ou tunica externa, média e interna, respectivamente. A cornea e a esclera compdem
a tunica fibrosa e, juntas, protegem as estruturas internas do olho e ddo formato ao
bulbo ocular (MAGGS, 2018).

A coOrnea, por sua vez, € uma estrutura transparente e avascular que
desempenha papéis como a refragdo e transmissdo da luz (para a formagao da
imagem na retina) além de suporte as estruturas oculares internas. Nos animais
domeésticos o diametro horizontal da cérnea é maior que o diametro vertical, dando
ao bulbo ocular um formato eliptico. Nos cées e gatos, porém, essa diferenca é

muito pequena e o olho tem um formato quase circular (SAMUELSON et al., 2013).
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A cornea é composta de quatro camadas, sendo o epitélio a mais externa,
seguido do estroma, membrana de Descemet e endotélio, internamente. Sua
espessura varia de acordo com a espécie e a regido da cornea (MAGGS, 2018).

A transparéncia é a caracteristica mais marcante da cérnea e fundamental
para a visdo, e resulta de uma superficie lisa, ndo queratinizada, avascular e ndo
pigmentada, com densidade celular relativamente baixa, estado de relativa
desidratacdo e das caracteristicas e organizacao das fibras de colageno (MAGGS,
2018).

2.1 Epitélio

O epitélio corneano é estratificado, escamoso, ndo queratinizado, cujo
processo de regeneragdo € bastante eficiente (MAGGS, 2018). H4 um ciclo
constante de descamacgao das células superficiais e proliferacdo das células basais,
cuja reposicéo ocorre por meio da migracao de células tronco do limbo corneano,
gue € a zona de transicdo entre a cornea anterior e a parte posterior da esclera
(CENEDELLA & FLESCHNER, 1990; LEDBETTER & GILGER, 2013).

A medida gue as células da membrana basal sofrem mitose, vdo sendo
forcadas em dire¢do a camada mais externa, passando pela camada intermediaria.
Tais células passam por um processo de diferenciacdo celular até que se tornam
as células escamosas da superficie (MAGGS, 2018). O epitélio € completamente
renovado a cada duas semanas, aproximadamente (LEDBETTER & GILGER,
2013).

O epitélio é vastamente inervado, principalmente com receptores de dor, o
gue explica o fato das lesdes corneanas superficiais serem mais dolorosas do que
as lesdes mais profundas (SAMUELSON, 2013).

2.2 Estroma

O estroma corneano é composto, principalmente, por colageno, ceratécitos,
agua e glicosaminoglicanos, e representa 90% da espessura da cornea. A forma
como as fibras de colageno estédo organizadas é um fator de extrema importancia

para a transparéncia da coOrnea. LesGes que resultam em um processo de



14

reparacdo e mudanga dessa organizacdo acabam formando um tecido cicatricial
gue compromete tal caracteristica (MAGGS, 2018).

Ha pelo menos cinco tipos de colageno no estroma corneano, sendo o tipo |
0 mais comum. As fibras de colageno se organizam paralelamente em lamelas;
porém, entre elas, ha outras fibras de colageno em dire¢des variadas. Além disso,
também entre as lamelas ha a presenca de ceratécitos e leucécitos (SAMUELSON,
2013). A integracéo das fibras de colageno com a substancia fundamental da matriz
extracelular, formada por proteoglicanos, permite a manutencéo da organiza¢éo do
estroma corneano, de forma estratificada (HASSELL & BIRK, 2010; SAMUELSON,
2013).

O colageno da estrutura em questdo pode ser reposto por meio de dois
mecanismos diferentes, que podem ocorrer juntos ou em separado. Lesbes
denominadas simples, que s&o superficiais, ndo contaminadas e agudas,
comumente levam a um processo de reparagdo avascular, onde os ceratécitos sao
ativados e se tornam fibroblastos os quais, juntamente com a matriz extracelular,
sintetizam colageno. Porém, lesBes classificadas como complicadas por serem
profundas, infectadas e crdnicas, normalmente desencadeiam um processo
vascularizado de reparacdo, onde vasos adentram a cérnea e levam a uma
expressiva infiltragdo celular com posterior formacao de tecido de granulagdo. Este
ultimo geralmente resulta em cicatrizes mais significativas (MAGGS, 2018).

2.3 Membrana de Descemet e Endotélio

Situada imediatamente depois do estroma e antes do endotélio, a membrana
de Descemet é uma estrutura elastica secretada continuamente pelas células
endoteliais, e que se espessa com o passar do tempo (MAGGS, 2018)

O endotélio é formado por uma Unica camada celular e, juntamente com o
epitélio, é responsavel pelo estado de deturgescéncia da cérnea. A cérnea € uma
estrutura relativamente desidratada, quando comparada a outros tecidos. Esse
efluxo de agua ocorre, principalmente, devido ao fato de as células do endotélio e
epitélio ativamente bombearem ions do estroma corneano para o humor aquoso,
fazendo com que haja um movimento de agua de forma a seguir tais ions
(SAMUELSON, 2013; MAGGS, 2018).
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As células endoteliais da cornea canina, cujo formato é hexagonal, tendem
a diminuir em quantidade e aumentar em tamanho com o passar do tempo (GWIN
et al., 1982; LEDBETTER & GILGER, 2013). A irregularidade no tamanho e na
morfologia de tais células, denominados polimegatismo e pleomorfismo,
respectivamente (MELO, 2007), costumam aumentar a medida que o c&o
envelhece e consequentemente ocorre a diminuicdo da densidade das células
endoteliais (MCCAREY et al, 2008; DONALDSON & HARTLEY, 2021). Tais
alteracdes podem estar relacionadas também a doencas como a diabetes (YEE et
al., 1985; MATSUDA et al., 1990 NEUENSCHWANDER et al., 1995; LEE et al.,
2006; DONALDSON & HARTLEY, 2021) ou a injdrias ao endotélio corneano,
sugerindo uma limitada capacidade mitética (GWIN et al., 1983; LEDBETTER &
GILGER et al., 2013).

Frente a perda de células endoteliais, as células endoteliais vizinhas buscam
cobrir a area até certo limite e, quando ha uma diminuicdo muito grande da
densidade de tais células, o edema corneano pode ocorrer (MAGGS, 2018).

3. COLAGENO

A estrutura e organizacéo das fibras de coldgeno presentes no estroma
corneano sdo fundamentais para que a cornea desempenhe suas principais
funcdes pois sdo, em parte, responsaveis por caracteristicas como a resisténcia e
transparéncia da cornea. A forga biomecénica da cérnea resulta da organizacéo
das fibras e lamelas de colageno no estroma, pois tal organizacdo confere
resisténcia ao estroma corneano. Porém, as caracteristicas dessa complexa
integracdo ainda séo pouco compreendidas (LEONARD et al., 2019). Os cross-links
de colageno natural sdo ligag6es covalentes entre as cadeias laterais de amino das
fibras de colageno e sdo fundamentais para assegurar a estabilidade mecanica da
cornea (SPIESS et al.,, 2014). Tais cross-links desempenham um papel de
estabilizagdo mecéanica da cérnea e impedem que as fibrilas de coladgeno deslizem
na curvatura da mesma (BECKMAN et al., 2019).

Ainda em relacéo a rigidez da cérnea, o estroma anterior € mais rigido que
o posterior, provavelmente porque ha uma diferenca na intensidade em que as
fibras de coldgeno se entrelacam nessas duas camadas. O estroma anterior é

altamente entrelagado, enquanto ha uma organizagdo mais paralela das fibras no
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estroma posterior. Um maior entrelagamento esta relacionado a uma maior rigidez,
fator fundamental para a manutencdo de duas importantes caracteristicas da
cornea: protecdio e refracdo da luz. E necessario que a curvatura da cornea seja
mantida para que haja essa ultima (LEONARD et al., 2019).

A microscopia eletrbnica ndo conseguiu delimitar o final das fibras de
colageno presentes no estroma, o que sugere que tais fibras, cujo diametro é
altamente uniforme, atravessam toda a cérnea antes de fundirem-se com as fibras
de colageno do limbo corneano ou continuar pela esclera. A organizagdo do
colageno no estroma corneano é altamente precisa e, provavelmente, advém de
uma complexa interagdo entre os proteoglicanos e as fibras de colageno tipo |, VI
e Xl (MEEK & BOOTE, 2014).

Como dito anteriormente, as fibras de colageno tipo | sdo as que estdo
presentes em maior quantidade no estroma, formando fibrilas pequena, estriadas e
de tamanho uniforme. Quanto aos outros tipos, o VI esta associado com a matriz
interfibrilar e junto dos ceratécitos, formando uma espécie de rede ao redor das
fibrilas. Evidéncia em ratos sugere que tal tipo estd conectado ao tipo | através de
glicosaminoglicanos. O tipo VI parece desempenhar alguma funcdo em relacdo a
interacéo das células com a matriz, o que pode ser importante para o processo de
desenvolvimento e reparacdo dessa complexa organizacéo do estroma (DOANE et
al., 1992; SAMUELSON, 2013). Os tipos Il e XII parecem ser formas em
desenvolvimento, cuja importancia no reparo de feridas ainda é desconhecida
(SAMUELSON, 2013), enquanto o V esta junto das fibrilas de colageno tipo | e
parece ser um fator que contribui para o didmetro pequeno e uniforme das fibrilas
estriadas (LINSENMAYER et al., 1993; SAMUELSON, 2013).

4. CROSS-LINKING (CXL) CORNEANO

4.1 Definicao

O termo “cross-linking”, por definicdo, descreve reagdes quimicas que

formam ligagcdes covalentes entre duas ou mais moléculas (RUBINFELD et al.,

2019). Usada amplamente na medicina humana com varias aplicagdes, inclusive
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para fixagao de tecidos e enrijecimento de protese valvar cardiaca (SOMPURAM et
al., 2004; BALGUID et al., 2007; MOHAMMADPOUR et al., 2017), tal técnica visa
a formagcdo de ligagcdes cruzadas (cross-links) intermoleculares entre o0s
mondmeros de colageno da cérnea, para que haja um fortalecimento da estrutura
do mesmo (MOHAMMADPOUR et al., 2017). Em humanos, o cross-linking (CXL)
pode ocorrer naturalmente com o envelhecimento da cérnea ou frente a
determinadas doencas, como a diabetes ou cicatrizes (MOHAMMADPOUR et al.,
2017; BECKMAN et al., 2019). O CXL visa aumentar a estabilidade mecénica e
guimica da cornea, aumentando a densidade do colageno presente no estroma e a
resisténcia a digestdo enzimatica e reduzindo o inchago da fragéo hidrofilica rica
em glicosaminoglicanos da matriz corneana (WOLLENSAK et al., 2003; SPOERL
et al., 2004; SPOERL et al., 2007; SONDERGAARD et al., 2013; KIM et al., 2019).

Tais ligagGes podem ocorrer de trés formas diferentes: através de reacdes
enzimaticas, oxidativas ou glicacdo. No caso do CXL utiliza-se uma reagéo
oxidativa, onde a luz UVA forma espécies reativas de oxigénio (ERO) que, por sua
vez, transformam os mondmeros de colageno em polimeros interligados
(MOHAMMADPOUR et al., 2017). Portanto, a reacéo fotoquimica induzida em tal
técnica leva a formagdo de espécies reativas de oxigénio, que sdo capazes de
modificar moléculas com as quais tem contato (DA SILVA & GONCALVES, 2010)
e formar, assim, ligagGes covalentes entre as fibras de colageno por desaminagéo
oxidativa (FRANZCO, 2010).

A riboflavina, também conhecida como vitamina B12, é o fotoindutor
comumente utilizado em tal técnica, pois é fotossensivel (sensivel a um amplo
intervalo do espectro de luz) e termoestavel. Além disso, sua eventual absor¢ao
sistémica € segura. A riboflavina absorve a luz UVA e passa para um estado
excitado, onde dois tipos de reagdo podem ocorrer: a reacdo aerébica tipo Il e
anaerdbica tipo I. Ambas as reagdes irdo produzir as ERO, formando ligacdes
covalentes entre as moléculas de colageno (RANDLEMAN et al., 2015). O tipo |
ocorre em condi¢Oes de baixo oxigénio, onde o perdxido de hidrogénio téxico é
gerado como produto final, enquanto o tipo Il ocorre em condi¢bes aerdbicas e
forma oxigénio singlete, menos toxico. Esse papel fundamental do oxigénio foi
proposto, inicialmente, por MCCALL et al. (2010), onde teorizaram que o CXL
efetivo estava diretamente relacionado a presencga do oxigénio singlete (MCCALL
et al., 2010; RUBINFELD et al., 2019). Portanto, é fundamental a presenca de
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oxigénio para que tal processo ocorra (FRANZCO, 2010; RANDLEMAN et al.,
2015). O aumento na concentracéo de riboflavina ndo necessariamente aumenta a
guantidade de radicais livres produzidos, visto que ha um estado de saturagéo a
ser alcancado (BECKMAN et al., 2019).

4.2 Indicagdes

Desenvolvida inicialmente para impedir ou retardar a progresséo de ectasias
corneanas em humanos, como o0 ceratocone (RANDLEMAN et al., 2015;
MOHAMMADPOUR et al., 2017), o CXL tem o intuito de aumentar a estabilidade e
diminuir a biodegradacdo da matriz de colageno da cornea frente a afeccoes
ectasicas primdrias ou secundarias que acometem tal estrutura, principalmente o
ceratocone em humanos (WOLLENSAK et al., 2003; POT et al., 2014). Porém,
determinados efeitos do CXL - como o aumento da rigidez corneana, diminuigédo da
susceptibilidade a colagenase e a toxicidade induzida pelas ERO aos
microrganismos — levaram a expanséo da aplicagéo de tal técnica, como nos casos
de ceratomalacia (POT et al., 2015; KIM et al., 2019).

Edema causado por distrofia endotelial da cérnea, ceratopatia bolhosa,
ceratite ulcerativa e ceratomalacia infecciosa ou asséptica sdo afec¢des relatadas
em aplicacdo da técnica em animais (SPIESS et al., 2014; POT et al., 2015;
FAMOSE, 2016; EDMAN et al., 2019; KIM et al., 2019). Tal procedimento foi
descrito principalmente como um possivel adjuvante aos tratamentos comumente
utilizados para tais afeccdes, de forma a tentar evitar, inclusive, cirurgias mais
invasivas (SPIESS et al., 2014; POT et al., 2014; FAMOSE et al., 2016; EDMAN et
al., 2019).

A distrofia da cérnea é qualquer afeccao primaria, bilateral e hereditaria sem
carater inflamatorio ou de doenca sistémica (CRISPIN, 1988; COOLEY & DICE,
1990; LEDBETTER & GILGER, 2013), que pode afetar o epitélio, endotélio ou
estroma (LEDBETTER & GILGER, 2013). A distrofia endotelial da cérnea envolve
a presenca de células endoteliais anormais que levam a um edema corneano
espontaneo e progressivo, manifestando-se por espessamento e opacidade da
cornea, ceratopatia bolhosa e cicatriz subepitelial (LEDBETTER & GILGER, 2013).

A ceratopatia bolhosa caracteriza-se pela presenca de bolsas preenchidas por
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liquido no epitélio ou abaixo dele, podendo romper espontaneamente e levar a uma
erosdo ou ulceracao corneana (KIM et al., 2019).

A ceratite ulcerativa, ou ulceragdo da cornea, € uma das afec¢Bes oculares
mais comum em cdaes. Ocorre quando h& a ruptura do epitélio corneano com
consequente exposi¢do do estroma. Tais lesdes podem ser classificadas de acordo
com sua profundidade e causa (LEDBETTER & GILGER, 2013). Em animais, ela
esta associada com uma maior atividade proteolitica no filme lacrimal, atividade
esta que diminui & medida que ha regressao da Ulcera (OLLIVIER et al., 2007).

A ceratomalacia é resultado da colagendlise causada pela liberacdo da
enzima colagenase por microrganismos, leucdcitos e/ou células do epitélio
corneano. Tal afeccdo leva a uma perda da rigidez e da estrutura do colageno
corneano, levando a uma flacidez que pode resultar no extravasamento e perda do
estroma pela regido ventral da cérnea, podendo evoluir para uma ulceragdo
profunda ou descemetocele (MAGGS, 2018). Ha inibidores naturais da proteinase
presentes no filme lacrimal pré-corneano e cornea, que previnem a degradacéo
excessiva de tecido saudavel. As desordens acontecem quando h& um
desequilibrio entre as enzimas proteoliticas e os inibidores de proteinase, fazendo
com que haja maior atividade proteolitica, levando a degradagéo patoldgica do
colageno e proteoglicanos presentes no estroma corneano. Na ceratomalacia, a
quantidade de proteinases se mantém elevada, levando a rapida progresséo da
Ulcera (OLLIVIER et al., 2007).

Em relacé@o a ceratomaldcia infecciosa, varios relatérios de estudos in vitro
confirmaram o efeito antibacteriano do CXL em diferentes patdgenos, incluindo
bactérias com resisténcia a antibiéticos (MARTINS et al., 2008; SCHRIER et al.,
2009; MAKDOUMI et al., 2010; MAKDOUMI et al., 2016; EDMAN et al., 2019).
Estudos clinicos em humanos demonstraram que ceratites infecciosas e ulcerativas
podem ser tratadas com sucesso por tal técnica, sem o complemento da
antibioticoterapia (MAKDOUMI et al., 2012; EDMAN et al., 2019).

Para melhor distincdo do uso do CXL para o tratamento de ceratites
infecciosas em relagdo ao uso para combater o desenvolvimento de ectasias
corneanas, passou a utilizar-se, para o primeiro caso, o termo “PACK-CXL”
(photoactivated chromophore for infectious keratitis). Tal termo foi criado no 9°
congresso de cross-linking em Dublin, Irlanda, em 2013 (DALIA et al., 2014). O
PACK-CXL detém o derretimento da cérnea e melhora a ceratite infecciosa por pelo
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menos dois mecanismos que provavelmente funcionam em sinergismo: através da
resisténcia enzimatica fornecida por tal técnica, visto que o0s patdgenos
relacionados a ceratomalacia podem agir através da digestéo enzimatica da cornea
(HOBDEN, 2002; SPOERL et al., 2004; MATSUMOTO, 2004; SAID et al., 2014); e
devido a maior rigidez conferida ao estroma, que também pode impedir a
penetracdo de toxinas liberadas pelos microrganismos patogénicos. Além disso, a
apoptose induzida pelo PACK-CXL nao apenas elimina os ceratdcitos mas também,
provavelmente, 0s microrganismos patogénicos, o0 que retarda 0 processo
infeccioso, tendo um efeito bactericida (SALOMAO et al., 2011; SAID et al., 2014).
Mais recentemente, IOMDINA et al. (2019) relatam o uso do CXL modificado
para o tratamento de estafiloma corneano e ceratoconjuntivite seca e autoimune.

4.3 Técnica

4.3.1 Anestesia e preparo

E recomendado que tal procedimento seja realizado com o animal sob
anestesia geral, assim como anestesia topica. O olho é mantido aberto com o
auxilio de um blefarostato (SPIES et al., 2014; FAMOSE, 2016; KIM et al., 2019).
IOMDINA et al. (2019) relataram a realizacdo do CXL modificado sem necessidade

de sedacéao e imobilizacdo do animal, apenas com colirio anestésico.

4.3.2 Ceratectomia superficial

E necessaria uma adequada concentracéo de riboflavina na cérnea para que
0 CXL seja efetivo. Como o epitélio da cornea ndo permite a passagem de
moléculas maiores, protocolos padrdes requerem o debridamento do epitélio, a fim
de favorecer a absorcdo de tal substancia (RANDLEMAN et al., 2015). Segundo
AYTEKIN & PEHLIVAN (2021), a riboflavina ndo passa pelo epitélio corneano
saudavel - devido ao seu alto peso molecular e propriedades fisico-quimicas e, para
isso, 0 epitélio necessita ser removido para que haja um aumento na passagem de

tais moléculas.
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A ceratectomia superficial (CS) é comumente realizada com instrumentos
microcirargicos tradicionais, porém, pode-se utilizar laser de didéxido de carbono
(LEDBETTER & GILGER, 2013). Parte do estroma lesionado também pode ser
retirado. KIM et al. (2019), determinaram a quantidade de estroma a ser removido
juntamente com o epitélio, por meio da tomografia de coeréncia o6ptica (OCT),
preconizando remover a regido edematosa mantendo uma espessura corneana de
pelo menos 600 um, com auxilio de bisturi de diamante e pinc¢a colibri (KIM et al.,
2019).

FAMOSE (2016), por sua vez, debridou a superficie corneana utilizando uma
esponja de microcirurgia. Esse debridamento comedido, chamado de “window
technique”, permite que haja uma adequada absorgao da riboflavina sem atrasar a
cicatrizacao epitelial (ROSETTA et al., 2013; FAMOSE, 2016). POT et al. (2014)
realizaram a remocéo do epitélio com um swab com ponta de algodao, e utilizaram
a mesma ferramenta para avaliar de forma tatil a estabilidade do estroma.

E importante garantir que, mesmo apds a ceratectomia superficial, haja uma
espessura corneana de pelo menos 400 um para que o endotélio corneano, células
do limbo corneano, lente e retina ndo sejam prejudicados pela luz UVA. Ha,
inclusive, a possibilidade de utilizar solugdo de riboflavina hiposmolar para
entumecer a cérnea apos o debridamento do epitélio (RANDLEMAN et al., 2015;
HOROVITZ et al., 2015). KIM et al. (2019) também cita a remocéo de parte do
estroma anteriormente a realizagdo da técnica, cuja quantidade a ser retirada é
determinada através da tomografia de coeréncia 6ptica, buscando remover a maior

parte da porgéo afetada de tal camada.

4.3.3 CXL

O CXL é realizado imediatamente ap0s a ceratectomia superficial. O
protocolo padrdo do CXL envolve a administracdo de gotas da solugdo de
riboflavina isosmolar 0,1% a cada dois a cinco minutos durante 30 minutos, com
posterior confirmacgdo de sua penetracdo através da visualizacdo dela na camara
anterior, pela lampada de fenda. Depois, realiza-se irradiacdo de luz UVA de
comprimento de 365 nm e irradiancia de 3 mW/cm?2 durante 30 minutos. Durante tal
irradiac@o, mantem-se a aplicag&o da riboflavina isosmolar 0,1% a cada dois a cinco
minutos. (SPIESS et al., 2014; POT et al., 2014; HOROVITZ et al., 2015; AYTEKIN
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& PEHLIVAN, 2021). E possivel regular o didmetro do feixe da luz UVA, utilizando
feixes de 9, 10 ou 11 mm, dependendo da area afetada e com cuidado para que
ndo haja incidéncia da luz UVA sobre o limbo corneano, visto que ele contém as
células-tronco fundamentais para a reconstituicdo da camada epitelial da cornea
(SPIESS et al., 2014; POT et al., 2014; KIM et al., 2019). Apesar de estudos clinicos
prospectivos em humanos n&o identificarem dano ao limbo corneano, ha a
possibilidade, demonstrada por estudo in vitro, de que a exposi¢éo de tal estrutura
a riboflavina e luz UVA possa ocasionar citotoxicidade e reducdo da expanséo
celular. Portanto, no homem, recomenda-se inclusive a utilizagdo de anéis de
polimetacrilato ou outras formas de protecéo do limbo corneano durante a técnica
(MAZZOTA et al., 2008; THORSRUD et al., 2012; MEEK & HAYES, 2013). O
procedimento convencional de CXL também é conhecido como “Dresden CXL”
(HOROVITZ et al., 2015; AYTEKIN & PEHLIVAN, 2021).

Tal protocolo pode apresentar algumas variacdes. FAMOSE et al. (2016) -
apos limpeza das margens das lesdes, remoc¢éo de debris da superficie corneal,
realizacdo da ceratectomia superficial e aplicacdo da solucdo de riboflavina
isosmolar 0,1%, de forma semelhante ao processo do protocolo padréo - utilizaram
a luz UVA em um comprimento de 370 nm com uma irradiancia de 30 mW/cm?
durante trés minutos, sendo que apés dois minutos do inicio da radiagdo administra-
se uma gota da riboflavina isosmolar. Tal variagéo da técnica € denominada “cross-
linking acelerado” (FAMOSE et al., 2016). No final obtém-se a mesma quantidade
de energia total, de 5.4 J/cm2 (HOROVITZ et al., 2015). O CXL padrédo e o acelerado
parecem promover resultados comparaveis, porém mais estudos, com maior tempo
de acompanhamento, sdo necessarios para avaliar o resultado dos diferentes
protocolos do CXL acelerado em relag@o ao CXL padréo (SHAJARI et al., 2019)

H& também algumas variacbes da técnica onde ndo € realizada a
ceratectomia superficial, sdo elas: CXL transepitelial e “stromal pocket’. Tais
técnicas buscam diminuir o desconforto do paciente e possiveis complicagbes
causadas pela retirada da camada epitelial central da cornea (HOROVITZ et al.,
2015). A abordagem transepitelial consiste na utilizacdo de métodos que
enfraquecem a barreira do epitélio corneano, aumentando a penetragdo da
riboflavina no estroma, por exemplo, 0 uso de substancias como a tetracaina ou o
acido benzalconio-etilenodiaminotetracético (BKC-EDTA) (ARMSTRONG et al.,

2013; HOROVITZ et al., 2015). Nao se sabe ao certo se tal técnica apresenta uma
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eficacia a longo termo, mas estudos reportam que ela aparentemente interrompe o
progresso do ceratocone em humanos, porém de maneira mais discreta que o CXL
convencional (HOROVITZ et al., 2015). H4 também a técnica do “stromal pocket”,
também chamada de “aplicacdo direta”, que consiste na criagdo de um “bolso” no
estroma, seguido da aplicac@o de riboflavina diretamente no mesmo. Atualmente,
tal técnica tem sido feita de forma bastante precisa com a utilizacdo do lazer
femtosecond, sendo uma técnica promissora que necessita de mais investigagéo
para adentrar a rotina do CXL (HOROVITZ et al., 2015).

A fluoresceina pode competir com a riboflavina pela absor¢éo da luz UVA
durante o procedimento, por isso é importante que haja um intervalo de pelo menos
24 horas entre a realizac¢éo do teste da fluoresceina e o CXL (FAMOSE et al., 2016).
ApOs a técnica, ha o relato principalmente da utilizagdo de colirios antibiéticos e/ou
antibioticos orais (FAMOSE, 2016; KIM et al., 2018).

4.4 Resultados

Em seu estudo clinico sobre a utilizagdo da ceratectomia superficial e CXL
no tratamento da distrofia corneana em caes, KIM et al. (2019) relataram redugao
significativa da espessura corneana e aumento da transparéncia imediatamente
apos o procedimento, em todos os casos (quatro olhos de quatro cédes). Porém, a
medida que a espessura aumentou no periodo pos-operatério, houve também um
aumento da opacidade corneana. Ao final, dois casos obtiveram uma melhora na
transparéncia quando comparados os valores da Ultima avaliagdo em relacdo aos
valores pré-operatorios, enquanto outros dois retornaram ao mesmo nivel de
transparéncia anterior ao procedimento. KIM et al. (2019) concluiram que tal
procedimento reduz a espessura corneana, porém com resultados transitorios em
relagdo a transparéncia da cornea (fig. 1). Quanto a espessura, apesar de voltar a
aumentar depois da reducdo imediata apdés a técnica, ela se manteve
significativamente abaixo dos valores iniciais em todos os casos, até a ultima
avaliacdo (cujo intervalo de tempo varia de 3 semanas até 2 meses do pos-

operatorio, dependendo do animal).
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FIGURA 1 — Fotos dos olhos antes e apés a SK e CXL. (KIM et al., 2019). A: caso 1 antes
do procedimento; B: caso 1 apds seis meses do procedimento; C: caso 2 antes do
procedimento; D: caso 2 apés 17 dias do procedimento; E: caso 3 antes do procedimento;
F: caso 3 com 14 dias ap6s o procedimento; G: caso 4; H: caso 4 com 57 dias apds o

procedimento.

POT et al. (2014) identificaram a mesma caracteristica transitdria dos efeitos
do CXL em seu relato de caso, em que tal técnica foi utilizada para tratar dois cées
com ceratopatia bolhosa. O CXL resultou em um aumento subjetivo da
transparéncia corneana no primeiro caso e em um afinamento objetivo (porém
clinicamente insignificante) da cérnea no segundo caso. Ambos os efeitos foram
temporarios e, no segundo caso, os valores da espessura corneana obtidos no 4°
més pos-procedimento estavam maiores do que os valores obtidos imediatamente
antes da realizacdo da técnica, apesar da queda apds o procedimento, mostrando
seu carater transitério. Nenhuma explicagdo comprovada em relagdo a
temporariedade do afinamento da cornea apés o CXL foi proposta na literatura
cientifica (POT et al., 2014).

FAMOSE et al. (2016) utilizaram o CXL acelerado no tratamento de
ceratopatia bolhosa em oito caes (dez olhos). Todos 0s animais apresentavam
ulceragdes epiteliais superficiais crénicas na cornea, além de edema no estroma, e
apresentaram cicatrizacdo epitelial total no sétimo dia em todos os casos, sem
recorréncia durante seis meses de avaliagao, havendo também a resolucao da dor.
Houve reducdo do edema corneano durante os primeiros trés meses apos a
técnica, sendo que voltou a aumentar e retornou a valores bem préximos do pré-
operatdrio no sexto més. Além disso, a reducao clinicamente significativa do edema
foi obtida em apenas seis dos dez olhos envolvidos, sendo que nenhum alcangou
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o resultado de uma cérnea normal. Nos homens, o achatamento observado pelo
ceratdmetro foi mantido durante um periodo de acompanhamento de dois anos
apos o procedimento (WOLLENSAK et al., 2003)

Verificou-se que o CXL foi capaz de melhorar significativamente a
transparéncia e espessura corneana e a dor ocular, porém tais efeitos néo
pareceram ser duradouros (GHANEM et al., 2010; GHARAEE et al., 2011; EHLERS
& HJORTDAL, 2008; KIM et al., 2019). Tais achados indicam que as liga¢gBes
covalentes formadas ndo sao suficientes para impedir o acumulo de liquido no
estroma (KIM et al., 2019).

LUKASHINA et al. (2021) realizaram um estudo clinico com caes e gatos
acometidos de Ulcera corneana séptica grave. Onde foi utilizado o CXL modificado
e observou-se aumento na densidade das fibras de colageno nas camadas
anteriores do estroma, sem sinal de edema. Concluiu-se que tal método apresentou
uma alta eficiéncia. Em comparagao com o CXL convencional, concluiu-se que o
método modificado minimiza o risco de complica¢des e permite a redugdo do tempo
de regeneracao e periodo de tratamento do paciente.

IOMDINA et al. (2019), em um estudo com caes, gatos e cavalos que
apresentavam Ulcera, estafiloma corneano e ceratoconjuntivite seca e autoimune,
relataram que o CXL demonstrou excelente efeito terapéutico. Nas lesdes
ulcerativas da cérnea observou-se interrupgao no processo inflamatério, promogéo
de epitelizacdo corneana, reducéo significativa do didmetro das lesGes com
suavizagdo de suas bordas, reducédo de descarga purulenta e produgdo lacrimal
normal. Nos casos de estafiloma e ceratoconjuntivite foi possivel restaurar a
transparéncia, brilho e esfericidade da cérnea, melhorando a fungéo visual dos
animais em questdo. Ainda sobre este relato, € importante ressaltar que as
melhoras foram observadas através da utilizagdo de CXL modificado, onde néo foi
realizada a ceratectomia superficial, visto que a integridade do epitélio ja estava
comprometida e foram realizadas mais de uma sessdo de CXL acelerado, com
maior exposic¢ao a luz UVA por um menor periodo. Além disso, antibidticos foram
utilizados concomitantemente.

JABBARVAND et al. (2021) utilizaram um método denominado “Corneal
Visualization Scheimpflug Technology” (Corvis ST) para avaliagdo do resultado do
CXL em pacientes humanos com ceratocone. Esse aparelho usa imagens em ultra-
alta-velocidade para monitorar a resposta da cornea frente a deformacéo por um
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jato de ar. A avaliagdo biomecanica da coérnea com tal aparelho indicou mudancas
estatisticas significativas seis meses ap6s o procedimento, indicando uma cérnea
mais rigida.

Essa transitoriedade dos efeitos parece ndo ser tdo evidente no homem.
Uma enorme quantidade de ensaios clinicos foi realizada em humanos, e quase
todos demonstraram que o CXL é um método eficaz para impedir a progressao e
até mesmo auxiliar na regresséo do ceratocone (MEEK & HAYES, 2013)

Embora a transitoriedade dos efeitos ndo seja evidente em humanos,
pacientes pediatricos curiosamente tendem a apresentar uma retomada na
progressao do ceratocone com o passar do tempo, ap6s o procedimento. Em um
estudo retrospectivo realizado por CHATZIS et al (2012) e citado por
MOHAMMADPOUR et al. (2017), observou-se esse efeito transitério do CXL em
pacientes pediatricos. O mesmo foi observado por RANDLEMAN et al. (2015).

Segundo BECKMAN et al. (2019), em humanos, a recuperacdo completa
apos o procedimento pode levar até um ano. Muitos pacientes podem experimentar,
inicialmente, piora na visdo até um més apds o procedimento, seguido da
recuperacdo gradual. Essa recuperagdo prolongada é devido a resolugdo da
opacidade da cérnea e pelo tempo necessario para a remodelagdo epitelial
compensatéria da superficie corneana (ap6s a ceratectomia). Ainda segundo
BECKMAN et al., (2019), o evento adverso mais comum apos a realizagdo do
procedimento é a opacidade corneana, que atinge seu pico no periodo de um més
apos o procedimento e depois tende a se resolver gradualmente. Ceratite infecciosa
também ¢é relatada em uma taxa de 0,3%. Essa baixa incidéncia pode estar
relacionada com a capacidade antimicrobiana da técnica.

Alguns casos de sequestro de cérnea apos a realizacdo do CXL em gatos
com ceratomalatia foram relatados. Tal complicacdo pode ser devido a um maior
volume de apoptose em ceratdcitos, causada pela técnica em questéo ou associada
afeccdo em questdo (SPIESS et al., 2013, POT et al., 2014)

O CXL convencional é, atualmente, o método mais confiavel e utilizado,
porém, devido as complicacdes que a ceratectomia pode causar e a longa duracéo
do procedimento, um novo e confiavel método é necessario. Para tanto, evoluges
deste estdo sendo estudadas, como as que ndo envolvem a retirada do epitélio
corneano, o CXL acelerado e o CXL feito por iontoforese (AYTEIN & PEHLIVAN,
2021).
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O relativo baixo custo do tratamento e a facilidade de desempenhar o
procedimento sdo fatores que o deixa mais acessivel ao mercado veterinario.
Porém, o CXL pode causar prejuizos quando utilizado em situagcdes e formas
inadequadas e, por isso, mais estudos comparando as taxas de eficacia e
complicacdes deste em relacdo as terapias medicamentosas tradicionais sdo
necessarias (SPIESS et al., 2014). De acordo com KIM et al. (2019), a eficacia da
técnica para a ceratopatia bolhosa em cdes pode aumentar no futuro, com a
otimizacdo dos protocolos para se adequar as diferentes indicacdes e espécies.
Ainda seguindo o exemplo da ceratopatia bolhosa, POT et al. (2015) dizem que os
protocolos provavelmente necessitardo de adaptagfes em relagdo a intensidade do
CXL e a concentracao de riboflavina, para que seja mais adequada a cornea canina

e o tratamento seja otimizado.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do propdsito inicial de impedir ou retardar a progressao de ectasias
corneanas em humanos, alguns efeitos benéficos do CXL, como o aumento da
rigidez corneana, diminuicdo dos efeitos da colagenase e agdo antimicrobiana,
fizeram com que a técnica incorporasse maior quantidade de indicacGes. Afeccbes
oculares comuns em cées, como a ceratopatia bolhosa, distrofias endoteliais da
cérnea, ceratomalacia infecciosa ou asséptica e a ceratite ulcerativa sédo doengas
para as quais ha relatos e indicacdo do CXL em animais.

Em humanos adultos, a presente técnica parece ter um efeito positivo e
duradouro, sendo capaz de retardar a progresséo do ceratocone. Em contrapartida,
parece ter um efeito transitério e/ou pouco significativo nos cédes, sendo indicado
como uma terapia coadjuvante ou simplesmente ndo indicada. O efeito temporario
relatado nos cédes também é relatado em pacientes pediatricos submetidos a
técnica na medicina humana.

Apesar de ser um procedimento com uma relativa facilidade de implantacéo
na medicina veterinaria, pela maior acessibilidade técnica e financeira, ainda ha
necessidade de mais estudos e ensaios clinicos que relatem as complicagdes e

beneficios da técnica.
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Presume-se que a adaptacdo do protocolo, inicialmente desenvolvido para
o0 ceratocone em humanos, para as novas indicagdes e demais espécies otimize 0s
beneficios trazidos por ela. Portanto, a implantagdo recente do CXL na veterinaria
limita sua utilizagdo, dependendo de maiores estudos para que o potencial total de

tal técnica consiga ser obtido.
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