ARTIGO ORIGINAL

Alteragdes biomecanicas da cOrnea
porcina com riboflavina fotossensibilizada
por luz nao-ultravioleta

Biomechanical changes on porcine corneas after riboflavin
induced crosslink technique with non-UV light

Gustavo Teixeira Grottone', Fabio Suga’, Daniela Matsuda’, Luciane Lopes Vaccaro’, Juliana de Franga Teixeira
Grottone’, Jodo Carlos Grottone®

Resumo

Objetivo: Demonstrar a possibilidade de alterar a plasticidade do estroma corneano
através da utilizacdo do agente fotossensivel riboflavina associado ao uso de ilumina-
¢do nao-ultravioleta. Métodos: Experimento prospectivo duplo cego. Vinte e cinco olhos
de porcos enucleados até 24 horas antes do experimento,foram divididos nos seguintes
grupos: Grupo RB01+L-Riboflavina 0,1 % com irradiagao de luz azul; Grupo RB01-
Riboflavina 0,1% sem irradiacdo de luz azul; Grupo RB0O5+L-Riboflavina 0,5% com
irradiagdo de luz azul; Grupo RB05-Riboflavina 0,5 % sem irradiacdo; Grupo L-Solu-
¢do salina balanceada e irradiacdo de luz azul. Resultados: Apds o tratamento das
informacdes dos grupos estudados, obtivemos diferengas estatisticamente significantes
no grupos RBO1+L e RBO5+L(p<0,05). Os grupos sem irradiagdo de luz azul e o grupo
somente com irradiagdo da luz azul sem riboflavina, ndo apresentaram diferengas esta-
tisticamente significantes. Conclusao: A utilizagao de riboflavina para efetuar o proces-
so de aumento de ligacdes covalentes entre as fibrilas coldgenas pode ser uma das
chaves para o controle de doencgas da cérnea como o ceratocone. Nas concentragoes
estudadas e doses de irradiancia concebidas, o processo de aumento das caracteristicas
biomecanicas da crnea foram obtidas com sucesso.

Descritores: Riboflavina/farmacologia; Agentes fotossensibilizantes/farmacologia;
Substancia propria/efeitos de drogas; Fotoquimica; Biomecanica; Fotodegradagao; Rai-
os ultravioleta; Porco
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INTRODUCAO

evido a ectasia corneana causada por doencas

como o ceratocone, ectasia pds-cirurgia

refrativa e outras doengas que levam a mu-
danga na estrutura e arquitetura corneana, muitos paci-
entes vem sendo submetidos a varios procedimentos ci-
rdrgicos. Dentre as tentativas para conter a progressao
ou pelo menos viabilizar uma melhora na acuidade vi-
sual, temos métodos como o implante de anel intra-
estromal e a cirurgia fotorrefrativa. Entretanto, tais mé-
todos se mostram insuficientes para conter a doenca e
em muitos casos podem inclusive agravar as caracteris-
ticas instdveis de tais corneas.

Desta maneira, fica claro que somente um proce-
dimento que cause mudangas biomecanicas na cérnea,
poderia causar um efeito mais duradouro nestes olhos. A
técnica de ligacdes covalentes das fibras de coldgeno
“cross-linking” no estroma corneano, pode ser uma solu-
cao eficiente no controle destes pacientes pelo periodo
de até 3 anos. Tal efeito transitdrio ocorre devido ao pro-
cesso de substituicdo das fibras coldgenas no organis-
mo .

Através da informacédo obtida em estudos preli-
minares, a riboflavina é uma substancia que pode ser
usada de maneira criteriosa para alcancar resultados
benéficos na estabilizac¢do corneana. O aumento de 70%
da estabilidade biomecanica da cornea ja foi verificado
em estudos experimentais, utilizando a riboflavina 0,1 %".

A riboflavina é uma substancia fotossensivel que
ao ser irradiada libera radicais livres, aumentando o
nimero de ligacdes covalentes entre as fibrilas
coldgenas, promovendo uma maior resisténcia mecani-
canacdrnea e por sua vez uma menor propensao a alte-
racdes de estrutura e curvatura, tanto em cdrneas
porcinas quanto humanas “ (Figura 1).

Segundo outro estudo, a 4rea mais afetada pelo
tratamento com a riboflavina e irradiagdo ultravioleta é
a porcdo anterior do estroma corneano. Cerca de 70%
da irradiacdo ultravioleta se confina nas primeiras 200
micras da cérnea”.

O processo de “cross-linking” ja é conhecido dos
bioquimicos através da glicolizacdo das fibrilas de
coldgeno, fato este que corrobora a auséncia de casos de
ceratocone em pacientes previamente diabéticos. Devi-
do aos altos niveis de glicose, ocorre a glicolizacao das
fibrilas de coldgeno .

Experimentalmente, observou-se um aumento do
diametro das fibras coldgenas corneanas. Ao exame de
microscopia eletronica com aumento de 98.000 vezes
foi possivel visualizar um aumento de 11% no didmetro
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Figura 1: Processo de hidroxilacdo por radicais livres e ligagdes
covalentes entre fibrilas colégenas

Fonte: Ahmad |, Fasihullah Q, Vaid FH. A study of simultaneous
photolysis and photoaddition reactions of riboflavin in agqueous
solution. J Photochem Photobiol B. 2004; 75(1-2):13-20

Figura 2: Variagdo da absor¢é@o de luz pela riboflavina de acordo com
0 espectro e concentragdo. A - Em solugdo tampéo-fosfato 2,00 M;
B - Em solugéo tampéo-fosfato 0,05 M
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Figura 3: Classificag@o do teste biomecanico. A - Resultado insuficiente;
B - Resultado fraco; C - Resultado razoavel e D - Resultado forte

das fibras coldgenas. Apesar da fibrilas ndo serem
visualizdveis nem com microscopia eletronica, uma das
evidéncias indiretas foi o aumento da resisténcia
biomecanica do estroma anterior das cdrneas examina-
das’. Outro efeito demonstrado neste tipo de tratamento
foi 0 aumento da resisténcia a digestdo enzimatica"”.

O tratamento proposto até o momento na litera-
tura utiliza radiagdo ultravioleta para propiciar os me-
canismos de fotodegradacdo da riboflavina *. Entretan-
to, a toxicidade da luz ultravioleta para a cérnea e mais
especificamente para o endotélio corneano e cristalino,
tem um limiar muito baixo, sendo inseguro o controle
efetivo desta irradiacio pelo protétipos atuais .

Conforme outros estudos encontrados na literatu-
ra, a excitacdo da riboflavina por luz de espectro dife-
rente da ultravioleta € possivel. A riboflavina apresenta
dois picos maximos de absor¢do luminosa. Um deles é o
ultravioleta no comprimento de onda de 365 nm
(Figura 2). O outro encontra-se no espectro azul entre
435 nm e 450 nm de comprimento de onda "

A) Em solucdo tampao-fosfato 2,00 M;

B) Em solug¢io tampao-fosfato 0,05 M.

Devido ao cardter menos agressivo para a cérnea
do comprimento de onda da luz azul, este vem a ser uma
nova opcao de tratamento para esta modalidade de te-
rapia fotodinamica.

Conforme a literatura nacional é possivel utilizar
olhos de origem porcina para avaliar resultados de tra-
tamentos baseados em remodelacdo da cérnea "’

Este trabalho tem como objetivo demonstrar a
possibilidade de alterar a plasticidade do estroma
corneano através da utilizacdo do agente fotossensivel
riboflavina associado ao uso de iluminag¢ido nao-
ultravioleta.

METoDOS

Vinte e cinco olhos de porcos enucleados até 24
horas antes do experimento foram divididos aleatoriamen-
te e igualmente nos seguintes grupos: Grupo RBO1+L-
Riboflavina 0,1 % comirradiacdo de luz azul; Grupo RB01-
Riboflavina 0,1% sem irradiag¢do de luz azul;Grupo
RBO05+L-Riboflavina 0,5% com irradiacdo de luz azul;
Grupo RB05-Riboflavina 0,5% sem irradiacdo; Grupo L-
Solucdo salina balanceada e irradiagao de luz azul.

Para a irradiacdo dos olhos em estudo foi desen-
volvido protétipo em nosso setor de bioengenharia utili-
zando iluminacdo por LED. As caracteristicas da luz azul
(Luxeon-Philips/USA) seguirdo os pardmetros pré-es-
tudados, sendo eles os seguintes: comprimento de onda
da luz visivel de 450nm, com irradiancia de 3 mW/cm?2,
area de tratamento de 7 mm, com distincia do dpice
corneano de 10 mm.

A instilacdo de riboflavina foi iniciada 5 minu-
tos antes da irradiagdo (assim como a solucdo de soro
fisiolégico para os grupos sem irradia¢do). Apoés inicia-
da airradiacdo, pausas entre cada 5 minutos de aplica-
¢ao foram feitas para nova instilagdo da substancia es-
tudada até que se completasse 30 minutos do inicio da
irradiacdo.

Ap6s o término dos experimentos, os olhos foram
removidos da solugdo salina balanceada e submetidos a
ceratectomia penetrante para avaliagdo biomecanica.
As corneas removidas foram submetidas ao teste
biomecéanico de inspecgdo apds o mascaramento e dis-
tribuicdo randomica das amostras por pesquisador do
grupo nio envolvido no processo da ceratectomia. Tal
teste consiste em fixar com uma pinca no quartil exter-
no,a cérnea em posi¢do horizontal com o dpice voltado
inferiormente, durante o periodo de 120 segundos. Apds
esse periodo, foi verificada a manutencdo ou ndo do
posicionamento corneano na posicao inicial horizontal.

O resultado do teste biomecanico de inspeg¢ao foi
regido pela seguinte classificacdo: A - Resultado insufi-
ciente (o angulo entre a pinga e a cornea € maior que 45
graus); B - Resultado fraco (o 4ngulo entre a pinga e a
cérnea é maior que 15 graus e menor que 45 graus);
C - Resultado razodvel (o angulo entre a pinga e a cérnea
é menor que 15 graus, mas a cérnea nio mantém sua
concavidade para cima); D - Resultado forte (o angulo
entre a pinca e a cornea € menor que 15 graus e a cérnea
mantém sua concavidade para cima) (Figura 3).

Os resultados foram agrupados e tratados com o
programa de estatistica NCSS. Foram utilizados o teste
de Kruskal-Wallis (com p<0,05) e teste de Bonferroni
para avaliar a significincia estatistica dos resultados.
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REsULTADOS

Ap6s o tratamento das informacdes dos grupos
estudados (Tabela 1), obtivemos diferencas estatistica-
mente significantes no grupos RBO1+L e
RBO05+L(p<0,05) (Tabela 2). No grupo RBO1+L, a me-
diana dos resultados foi igual a classificagdo C (resulta-
do razoavel). O grupo RB05+L obteve os melhores re-
sultados com mediana igual a classificagao D (resultado
forte). Os grupos RBO1le RB05 obtiveram mediana igual
a classificacdo B. J4 no grupo L em que néo se utilizou
riboflavina, o resultado obtido em todas as amostras foi
igual a classificagdo A. Ainda foi constatado que os gru-
pos RBO1+L e RBO5+L apresentaram diferencgas esta-
tisticamente significantes com p<0,05. Os grupos RB01
e RBO5(sem irradiagdo de luz azul) e o grupo L, ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes.

DiscussAo

Conforme previsto em trabalhos anteriores, a
irradiacdo da riboflavina por fonte luminosa foi
capaz de causar alteracdes biomecanicas no estroma
corneano “”. De acordo com trabalhos relacionados
com a bioquimica de alimentos, a luz visivel nao
ultravioleta é capaz de degradar a riboflavina e
subprodutos com a geracdo de radicais livres oxidantes
®1% 0 espectro de luz azul demonstrou-se capaz de
afetar com suficiente absorg¢do a riboflavina, causan-
do o provavel aumento de ligagdes entre proteinas
corneanas como o coldgeno.

O grupo em que somente a luz azul foi irradia-
da, ndo demonstrou qualquer alteragio nas caracteristi-
cas da cornea. Desta maneira, a possivel agdo isolada
deste grupo quanto aos efeitos fotoquimicos ndo pode
ser demonstrada. Em contrapartida, os dois grupos onde

Tabela 1

Classificacao das amostras estudadas apds
exposicao das cérneas porcinas apos
experimentacao

RBO5+L L RBOI+L RBO0I RBO05

Amostra 1 D A C B B
Amostra 2 D A C B B
Amostra 3 C A C A B
Amostra 4 D A C A A
Amostra 5 D A C B B

RBO0,5 = Riboflavina 0,5%; RB0,1 = Riboflavina 0,1%; L = LUZ.

foi empregado o uso de riboflavina irradiada, teve resul-
tado positivo em nosso experimento, indo de encontro
aos resultados ja obtidos com os experimentos com luz
ultravioleta.

Os grupos onde somente a riboflavina foi em-
pregada demonstraram leve atividade do composto. Uma
vez que a riboflavina pode sofrer decomposi¢do, mesmo
com luz branca, € esperado que uma reagio fotoquimica
frustrada possa ocorrer mesmo nessas condigdes. Outro
fator que pode estar relacionado as alteracdes encontra-
das neste grupo, € o uso de dextran como veiculo da solu-
¢do de riboflavina. Sendo o dextran um agente
hiperosmético, uma pequena desidratacdo do estroma
corneano poderia alterar as mudancas encontradas. De-
vemos ressaltar que essas diferencas ndo foram estatis-
ticamente significantes.

Segundo os gréficos relativos a absorgao
da energia luminosa que foram anteriormente ci-
tados (Figura 2), existe uma relagdo da concentraciao
de riboflavina e a absor¢do da energia luminosa. Este
aumento na absor¢do da energia luminosa aumenta a
degradacdo de riboflavina originando mais
subprodutos oxidativos .

Tabela 2

Resultados estatisticos das amostras utilizando teste de Kruskal-Wallis(comparacao
da diferenca entre grupos utilizando teste de Bonferroni)

Riboflavina Luz Riboflavina Riboflavina Riboflavina
0,5% + LUZ somente 0,1% + LUZ 0,1% 0,5%
RBO05 +LL - 4,01%* 0,89 3,01* 2,67
L 4,01* - 3,12% 1 1,33
RBO01 +L 0,89 3,12% - 2,12 1,78
RBO01 3,01* 1 2,12 - 0,33
RBO05 2,67 1,33 1,78 0,33 -

RBO05 = Riboflavina 0,5%; RB01 = Riboflavina 0,1%;

L=LUZ

*Resultados baseados em valores de Z maiores que 2,81 com significAncia estatistica (p<0,05)
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O teste biomecénico aplicado em nosso traba-
lho, apesar de simples, corrobora os dados obtidos em
outros trabalhos utilizando material nao humano'. Por se
tratar de um teste qualitativo, ¢ recomendado que novos
testes com utilizacdo de dinandmetros seja aplicado a
fim de comparar nossos resultados com trabalhos ja pu-
blicados que utilizaram luz ultravioleta no processo
fotoquimico “.

Possivelmente a presenca de oxigénio atmosféri-
co na experimentagdo diminuiu o efeito das reagoes
covalentes que poderia ser potencializado com a expe-
rimentag¢do em ambiente pobre em oxigénio .

CONCLUSAO

A utilizacdo de riboflavina para efetuar o proces-
so de aumento de ligacdes covalentes entre as fibrilas
coldgenas pode ser uma das chaves para o controle de
doengas da cornea como o ceratocone. Nas concentra-
coes estudadas e doses de irradidncia concebidas, o pro-
cesso de aumento das caracteristicas biomecanicas da
cérnea foram obtidas com sucesso. Como era esperado,
a concentracdo de riboflavina parece ter efeito sobre o
resultado final nas ligacdes covalentes.

Novas pesquisas devem ser desenhadas para de-
monstrar a seguranca, eficicia e doses maximas da me-
dicacdo e irradiagdo. Mecanismos para minimizar a en-
trada de luz azul que atinge a retina, devem ser desen-
volvidos para o sucesso desta op¢ao terapéutica.

ABSTRACT

Purpose: Demonstrate the possibility of changing the
biomechanical behaviour of cornea stroma by usage of
riboflavin associated with non-ultraviolet light. Methods:
Double blind prospective study. Twenty five porcine eyes
enucleated 24 hours before the experiment, have been
divided on the following groups : Riboflavin 0,1% with
irradiation of blue light, Riboflavin 0,1 % without
irradiation of light, Riboflavin 0,5 % with irradiation of
blue light, Riboflavin 0,5% without irradiation of light
and BSS with irradiation of light. Results: Differences
where noticed in groups 1 and 3(p<0,05). The groups
without irradiation and the group with only irradiation,
had no significant difference on their results. Conclusion:
The usage of riboflavin appears to increase the crosslink
connections among collagen fibrills. On the studied
concentrations studied and radiant parameters the
increase of biomechanical characteristics of cornea have
been obtained successfully.

Keywords: Riboflavin/pharmacologia ; Photo-
sensitizing agents/pharmacology; Corneal stroma/drug
effects; Photochemistry; Biomechanics; Photobleaching;
Ultraviolet rays; Swine
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