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GVHD cronica: il lisato piastrinico nella terapia della superficie oculare

La cheratocongiuntivite secca (KCS) € la maniféstaz oculare piu frequente della Graft versus Hisease
(GVvHD) cronica. La terapia convenzionale della K&e®prende diversi trattamenti medici e chirurgigssuno
dei quali e tuttavia terapeutico. | fattori di aita piastrinici vengono utilizzati in vari campelth medicina per
adiuvare e potenziare i normali processi ripardtgsutali. Su questa base si € sviluppata I'ideangdiegare i
suddetti fattori di crescita nella terapia dellpesticie oculare. Nel presente studio abbiamo aatut’effetto
dell’'applicazione topica di gel e collirio a basdisiato piastrinico nel trattamento dell’'occhioccee secondario
a GvHD cronica. Sono stati trattati 9 pazientiaghri alla terapia convenzionale (lacrime art#fice siero auto-
logo); tutti i pazienti sono stati valutati primeldrattamento e a 3, 7, 15 e 30 giorni attrave@@metri sogget-
tivi (questionario di autovalutazione) e oggetividagini diagnostiche strumentali). | risultatiechbbiamo otte-
nuto sono eccellenti: la metodica € di semplice@sene, sicura, efficace ed economica.

Cronic GvHD: platelet lysate for treatment of ocular surface
Keratoconjunctivitis sicca (KCS) is the most frequecular manifestation of chronic Graft versus Hosease

(GvHD). Conventional therapy of KCS includes mangdmal and surgical treatments, however none i

therapeutic. Platelet growth factors are usedvatius areas of modern medicine to aid and tomgthen regen-
eration and repair of damaged tissues. On this lolasieloped the idea of using these growth fanttire treatment
of ocular surface. In this study we evaluated ffexeof topical application of autologous platdigtate in its gel's
form and collyrium to treat dry eye secondary toooic GvHD. We treated 9 patients who didn't resptm con-

ventional treatments (topical artificial tears @utiologous serum): they were evaluated beforedlagntent and after
3, 7, 15 and 30 days through subjective ( selfssssent questionnaire) and objective (instrumentadstigations)

parameters. The results obtained are excellentétieod is simple, safe, effective and cheap.

Introduzione

La Graft versus Host Disease (GvHD) rappresentaeiine alle infezioni, la piu importante compli-

canza del trapianto allogenico di midollo ossel® tamplicanza insorge quando il sistema immunita-
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rio del donatore riconosce come estranei (non-s&fsuti del ricevente e attacca le cellule ¢loeA
stituiscono [1-3]. La GvHD €& una patologia sisteami viene suddivisa in due forme: una acuta (a-
GvHD) che insorge entro i primi cento giorni dalgianto, e una cronica (c-GvHD) che compare suc-
cessivamente. L'occhio viene coinvolto nel 60-908bahsi di GvHD e le complicanze oculari si ma-
nifestano piu frequentemente ed in modo piu gral&afiorma cronica rispetto quella acuta [4-6]. La
cheratocongiuntivite secca e la manifestazioneaveupiu frequente della GvHD cronica [7-11]. Il
quadro clinico € molto simile a quello che si ogaarella sindrome di Sjogren con una secchezza ocu-
lare piu 0 meno pronunciata. Si osservano altemazmngiuntivali e corneali e sintomi quali bru@or
sensazione di corpo estraneo, fotofobia, dolostuidii del visus. Le alterazioni congiuntivali sigsono
manifestare con una semplice sofferenza epitetiale retrazioni cicatriziali e simblefaron sincaathe-
ratinizzazione della superficie nei casi piu gr&@é. manifestazioni corneali possono variare, arsgeo
della gravita, dall’epiteliopatia puntata ai difegpiteliali recidivanti, sino ai quadri piu gragi ulcera-
zione e neovascolarizzazione corneale. | quadrgui possono, in alcuni casi, complicarsi copda
forazine [12]. Nella forma cronica di GvHD, il pdema da risolvere € la secchezza oculare caudéda da
riduzione della produzione lacrimale per infilt@ze infiammatoria della ghiandola lacrimale [13-14]

Terapia convenzionale della GvHd cronica

| principali obiettivi del trattamento dei paziewtin occhio secco sono quelli di migliorare il conf
oculare del paziente e la qualita di vita, e dabire il normale equilibrio omeostatico dellgpsuficie
oculare e del film lacrimale. La terapia convenalendell’occhio secco da GvHD cronica comprende
diversi trattamenti sia medici che chirurgici, ogouei quali presenta pero dei limiti e nessunoquuro
siderarsi terapeutico. | trattamenti medici comgoo: i sostituti lacrimali artificiali, che condeno
uno scarso controllo dei sintomi [15-17]; la chi@sdei puntini lacrimali [18-19], dimostrata essefi
cace in altre forme di occhio secco, ma non nellmé infiammatorie come la GvHD poiché determina
ristagno dei fattori inflammatori ed i sostitutctamali biologici come il siero autologo. Il sieeouna
componete fluida del sangue che rimane dopo lautazigne, contiene molti fattori epitelio-trofiao-

me i fattori di crescita, neurotrofine, vitamineamunoglobuline, e proteine di matrice extracelkilar
coinvolte nel mantenimento del benessere dellarfcipeoculare. Inoltre quando ha origine autogena,
manca di antigenicita. Il siero autologo €& statodaditrato essere efficace nel controllo dei sintona,
non sul danno corneale in atto, richiede inoltr&altan frequenza di instillazioni [20-24]. | trattamti
chirurgici comprendono: la cheratoplastica, indicailo nei casi di perforazione a causa della hzesa
centuale di successo e dei rischi elevati [25inadisto di membrana amniotica, metodica sceltaso c
di gravi ulcere con rischio di perforazione, mavgta da un’alta frequenza di reinterventi e comenqu
non risolutiva [26]. L'uso topico dei fattori diescita piastrinici € noto promuovere ed acceldearpa-
razione tissutale. Questi sono infatti utilizzatidiversi campi della medicina: in odontoiatriahérargia
maxillo-facciale, in chirurgia ortopedica, nelladpia riparativa delle lesioni cutanee. Acquisizia
centi in termini di fisiopatologia di base hannotpto a considerare I'impiego del siero ricco dica di
crescita piastrinici, in forma liquida di colliri@ di gel, in ambito oftalmologico, per il trattanterdelle
lesioni della superficie oculare, quali quelle danti da GvHD cronica [27]. Questa rappresenta
un’opzione terapeutica alternativa valida poiché bn si limita ad essere un sostituto lacrimaleridi
gine biologica, ma una vera e propria terapia egioa. In analogia con quanto avviene per gli &t
suti dell’organismo, infatti, i meccanismi di ripaione della superficie oculare coinvolgono le tige
componenti cellulari mediante il rilascio di citaah e fattori di crescita, come I'Interleuchinalll1,
I'alfa Tumor Necrosis Factor (TNFalfa), I'epiderngabwth factor (EGF), il platelet derived growtltfa
tor (PDGF), cosi come con il rilascio di collagenawetalloproteinasi ed altri enzimi. L'uso topiditali
elementi cellulari adiuvanti e potenzianti i norim@locessi riparativi tissutali permette quindi ysia
rapida ed efficace guarigione del tessuto correatengiuntivale danneggiato.
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Scopo dello studio

Il presente studio si € posto come obiettivi clinic

» la valutazione della fattibilita della procedurapdeparazione del collirio e del gel piastrinico
e della sicurezza nell'impiego topico oculare @eidri di crescita di origine piastrinica in pa-
zZienti affetti da patologie oculistiche caratteatezz da danno dell’epitelio corneale;

« la valutazione dell’efficacia dell’utilizzo dei fairi di crescita piastrinici, nel contesto del-
la terapia del danno corneale, attraverso la vailote della riepitelizzazione corneale e la
riduzione dei tempi di guarigione;

« la verifica dell'impatto di tale approccio terapieotsulla spesa sanitaria pubblica, in base alla
riduzione dei giorni di degenza e dei farmaci ingpi

Materiale e metodi:

Criteri di inclusione ed esclusione

| soggetti arruolati nello studio devono rispettarecisi criteri di inclusione e di esclusione.tTiupazienti
devono avere un’eta uguale o superiore a 18 aarg;itlconsenso informato scritto alla terapia; tnane
segni e sintomi legati a sindrome da occhio seecorglario a GvHD oculare refrattario alle convemaiio
terapie con lacrime artificiali o siero autologev@ essere inoltre documentata I'assenza di imfiegio
stemiche in atto al momento della preparazionéedaticomponente e della sua applicazione e 'assiinza
infezioni oculari in atto al momento del trattangerfono stati esclusi dall'arruolamento i paziefitti

da piastrinopatie e/o piastrinopenie, congenitequiaite e comorbilita in terapia con farmaci chbiano
effetti sulla funzionalita piastrinica (es. FANSido acetilsalicilico).

Preparazione del gel piastrinico e del collirio a base di lisato piastrinico

Per la preparazione del gel piastrinico, vengombepati dal paziente 27 ml di sangue intero, median
te siringa da 30 ml, preventivamente caricata com @i anticoagulante (ACD-A). Il sangue anticoa-
gulato viene trasferito nel separatore di piastrihguale viene centrifugato, consentendo la separ
zione del plasma a basso contenuto di piastrinB)EBRlel plasma ricco di piastrine (PRP) e ricagand
circa 3-4 ml di PRP (componente A). Inoltre, dascim paziente, vengono prelevati altri 10 ml di
sangue intero, per il recupero del crioprecipitatd, ml in provetta con EDTA (Vacutest Emo Plast)
per 'esame emocromocitometrico. La provetta caenéz 10 ml di sangue intero viene centrifugata in
modo da ottenere circa 2 ml di crioprecipitato, dealta essere ricco di fibrinogeno, fibronectath
altri fattori procoagulanti, alla base della fornaeee della colla di fibrina. Al crioprecipitato vie ag-
giunto il 20% di calcio cloruro (1g/10ml), ottenenil componente B. Il PRP (componente A) e il crio-
precipitato ricalcificato (componente B), contemgile due siringhe, vengono inoculati in una p#ast
petri sterile, ove le due parti vengono misceldtenendo la formazione del gel piastrinico. Il giglstri-
nico puod essere suddiviso in piccoli frammentisciao dei quali viene dispensato in una piastma pet
da 35 mm sterile dando origine ad aliguote monaotis® vengono conservate in congelatore dedicato tra
-40° e -80°C. Per la preparazione del collirio aebdi siero autologo arricchito di piastrine, iipati
vengono sottoposti ad un prelievo di sangue ingitewda sangue intero (Vacutesd ml), cui & stato
preventivamente aggiunto anticoagulante (ACD-Anisura pari a 1 ml per provetta. Le provette ven-
gono successivamente centrifugate e da ciascuesdrae il plasma ricco di piastrine che viene conce
trato in un’unica falcon da 50 ml. La falcon viesigillata con parafilm, posta all'interno di un eado
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involucro in plastica e viene eseguito un passadgicongelamento-scongelamento, che determina la
rottura delle piastrine e permette la fuoriusciafdttori di crescita, contenuti all'interno deaguli pia-
strinici (lisato piastrinico). Al termine dello sogelamento, si procede alla diluizione (al 30%-40%)
mediante I'aggiunta di sodio cloruro 0.9% (Diadb)isato piastrinico diluito viene suddiviso inyo-
vials ottenendo aliqguote monouso sterili da 1 imk devono essere conservate in congelatore.

Trattamento e valutazione del pazienti

Al momento dell'arruclamento nello studio, il cadaio paziente viene sottoposto ad una valutazione
iniziale mediante I'esecuzione dei seguenti teagmidstici: esami ematochimici completi, acutezza
visiva, biomicroscopia del segmento anteriore calutazione della cute palpebrale, ciglia, menischi
lacrimali, muco sulla superficie oculare; test dhidmer | e Il in millimetri (patologici se inferiba

10 mm), Tear Film Break Up Time in secondi (TFBUBtologico se inferiore a 5 secondi), colora-
zione vitale delle superficie oculare con fluorésaee verde di lissamina quantificata con I'Oxford
Scale con scala 0-4 (patologico se maggiore dAd)ogni paziente viene somministrato inoltre un
questionario di autovalutazione, in cui vengonaspie considerazione i seguenti sintomi: bruciore,
dolore, iperemia, prurito, secchezza persistentefdbia, lacrimazione, senso di corpo estrane, pr
senza di filamenti o secrezione, secondo la segusmatia: scomparsa; migliorata; lievemente miglio-
rata; invariata; peggiorata. Durante il periodaiddvero il gel piastrinico viene applicato sullapgr-
ficie corneale, tramite I'utilizzo di una pinza ceale sterile e posizionamento di bendaggio compres
sivo ed occlusivo, in misura pari a tre aliquotenowso al di per tre giorni. Concluso il periodaidi
covero ospedaliero, della durata di tre giornpakiente viene rivalutato, mediante questionariaudi
tovalutazione e test diagnostici. Successivament@alutazione viene ripetuta a 7, 15 e 30 giorfiada
dimissione, periodo durante il quale viene esedliitatillazione di siero autologo arricchito digpi
strine per 4 volte al giorno. In pratica viene vata I'efficacia del trattamento con gel piastronie
collirio, sulla base sia di parametri fisici soggetsecondo le informazioni fornite dal paziestesso
mediante il questionario di autovalutazione) sipatiametri oggettivi (secondo la valutazione specia
listica ottenuta mediante le indagini diagnostistramentali).

Analis statistica

| dati quantitativi sono stati sintetizzati con rized deviazione standard in quanto normalmente-dist
buiti. Le variazioni nel tempo dei vari parametine state analizzate con I'analisi della varianzarpi-
sure ripetute. | confronto tra due sono stati &fégt con un test t di student corretto. Tuttistteono a
due code e il limite di significativita scelto atst quello usuale del 5% (P-value <0.05); Le ahstiso
effettuate con il software STATA (vers: 9; Statajitwation, College Station, 2008, Texas, USA).

Risultati

Sono stati arruolati nello studio 9 pazienti tatfietti da GvHD cronica associata a Sindrome Sicca
Oculare, secondaria a trapianto allogenico di nidadseo. L'eta dei 9 pazienti arruolati, 6 mascBi
femmine, € compresa trai 16 e i 61 anni, con uediama di 41 anni. Dagli esami emocromocitome-
trici effettuati per ogni paziente, il valore medielle piastrine & risultato pari a 170%]4 con un
range compreso tra 110X14@ e 530x1&/ul, mentre la media dell’ematocrito & stata paB@ds, con

un range del 32-46%. In particolare, nessuno geienti ha presentato, al momento dell'inclusione
dello studio e per tutta la durata del follow-upjori di emoglobina e piastrine su sangue periferic
tali da controindicare I'esecuzione del prelievdagpreparazione del lisato piastrinico. Inoltrenno
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sono stati documentati pazienti che, a seguit@ltirvnormali di emoglobina e piastrine al momento
dell'arruolamento nel protocollo, abbiano presemtaiemia e/o piastrinopenia iatrogene da attribuirs
alla preparazione del lisato piastrinico e/o ailipve ad essa associati. Per ciascun pazientete sta
quindi sempre possibile allestire sia il gel cheoilirio a base di lisato piastrinico autologor Reti i 9
pazienti inclusi nello studio, non vi & stata doeatazione di alcuna reazione avversa grave, daipors
relazione con il trattamento. In particolare, nost&to registrato alcun episodio infettivo sisteamne
alcun tipo di infezione oftalmica, sia di tipo leaito che virale, a seguito dell'instillazione get¢parato.
Per quanto riguarda i test diagnostici strumentanfrontando i rispettivi valori a TO vs T3, T7,
T15 e T30 (Tabella 1), € stato riscontrato un miglinento statisticamente significativo del TFBUT
(Figura 1), delle colorazioni vitali con fluoresoaie verde di lissamina (Figura 2) e dell’acuitsi-vi
va (Figura 3) (P<0.001 per tutti i valori presiesame). La medesima valutazione della secrezione
lacrimale mediante test di Shirmer non ha evideénziariazioni statisticamente significative
(P=0.592 per tutti i valori presi in esame). |l tmmto dei parametri a T3 vs T30 (periodo di som-
ministrazione del lisato piastrinico) ha dimostrato differenza statisticamente significativa nel
TFBUT (P<0.0001) e nell’acuita visiva (P<0.0002xl4 significativitd non €& stata riscontrata nel
test di Shirmer (P<0.701) e per le colorazionilvitan fluoresceina (P<0.518) e verde di lissamina
(P<0.313). Per quanto riguarda la sintomatologiscdta (non sottoposta ad indagine statistica) il
100% dei casi ha mostrato un netto miglioramentadecchezza oculare soprattutto nella fase ini-
ziale dell’applicazione del gel, ma anche duraatwotil follow-up.

Discussione

Lo studio é stato condotto utilizzando il sierocdmgjo arricchito di piastrine, rispettivamente sdtrma

di gel e di collirio. La differenza tra queste daamulazioni & data dal fatto che il siero arri¢otdi pia-
strine sotto forma di gel possiede una maggiore@umnazione di fattori di crescita rispetto al icale
che la sua forma gelificata, non essendo soggédtal@arance lacrimale, permette la dismissiordi€o
nuativa dei fattori di crescita. In questo momeihtgel e il lisato piastrinico rappresentano le ana
formulazioni disponibili che contengono tutti itfat di crescita piastrinici. Il mercato offre solante
singoli fattori di crescita di origine ricombinantdn’ulteriore peculiarita e il corretto rapportaercor-
rente tra i fattori di crescita, condizione, qualtitha, indispensabile per un’efficace processarafvo.

| risultati ottenuti trattando i 9 pazienti arrutblaello studio hanno dimostrato la fattibilita & dicu-
rezza dell'impiego del lisato piastrinico autologoambito oftalmologico. In particolare, I'attento
monitoraggio emocromocitometrico di ciascun pazdema consentito sia di confermare di volta in
volta I'eleggibilita all’esecuzione del prelievo afla preparazione del gel piastrinico autologa, dii
escludere che, come effetto del trattamento, ssgmassero anemia o piastrinopenia iatrogene. E
sempre stato possibile ottenere entrambe le preEparama € necessario menzionare che, rispettando
i criteri di esclusione, non sono stati ammesdiongtludio pazienti che, per concomitanti comorjlit
assumevano farmaci con effetti sulla funzionalit@spinica, in particolar modo antiaggreganti. Di
grande importanza e I'aver dimostrato che, lavavandcondizioni di sterilita sotto cappa a flusae |
minare ed istruendo attentamente il paziente ¢intidizzo del siero autologo arricchito di piaste a
domicilio, non si sono verificati episodi di conta@zione microbica del prodotto o del paziente in
vivo, nonostante nessuno dei due preparati (gelligi@) contenesse alcun tipo di antibiotico oidis
fettante. A cio si aggiunga I'assenza di qualdigsi di reazioni avversa. Vi € stata una nettazioie
dei giorni di degenza (3 giorni) rispetto alle cenxionali terapie (10 giorni) permettendo al pa&en
un piu rapido ritorno alla vita sociale e lavoratie potendo effettuare la seconda parte dellaitesap
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domicilio. Nessuno dei pazienti & stato eliminaatialstudio per scarsa adesione al trattamento o al
follow-up, questo probabilmente e da ascriverestiltacia delle terapia che pud essere riscontrata,
sin dall'inizio del trattamento, in prima persora gaziente come una riduzione della sintomatologia
dolorosa ed un aumento dell'acuita visiva. Dopor axmnfermato la fattibilita e la sicurezza del gel
piastrinico e del collirio a base di lisato piasitd autologo, il nostro studio ne ha anche dinabstr
I'efficacia. E stato evidenziato un significativaraento del TFBUT il quale riflette una ritrovatalsit

lita del film lacrimale in quanto la terapia con géstrinico va ad agire sia interrompendo il alec
vizioso inflammazione instabilita del film lacrimale iperosmolarita lacrimale, sia ricostituendo
I'integrita dell’epitelio corneale. Questo € dimagb anche dalle colorazioni vitali con lissamina e
fluoresceina (colorano rispettivamente le areeoffesenza e necrosi congiuntivale e le discontanuit
dell’epitelio corneale), le qual gia dopo i tre gibdi trattamento con gel hanno mostrato un neiito
glioramento passando da un grado severo a uno atod@ve della Oxford Scale, stabilizzandosi
ulteriormente durante il trattamento domiciliarex@ero autologo arricchito di piastrine. Nessua mi
glioramento, come atteso, e stato riscontrato r&glurmer test dato che la ridotta secrezioneregti

le e causata dalla fibrosi della ghiandola lacren@bvuta alla presenza di T-linfociti periduttalil§4

e CD8) e fibroblasti contenenti antigeni, ed & duirreversibile, anche se un blando aumento della
secrezione lacrimale € stato evidenziato grazéefatbchemioterapia sistemica. | pazienti hanne- rif
rito sin dall'inizio della terapia una netta ridaae della sintomatologia dolorosa, con attenuazitehe
bruciore, della sensazione di corpo estraneo a @ietibfobia. L'impatto sulla funzione visiva e stat
altrettanto importante ed e stato rilevabile ndio some un aumento dell’acuita visiva ad alto cantr
sto, misurata in modo standard, ma é stata anfdgvtaidal paziente come un’aumentata abilita ad
adempiere compiti richiedenti un’intensa concemtraz visiva,come la lettura, I'uso del computer, il
lavoro professionale, la guida notturna o la visigiella televisione, con un miglioramento della vit
sociale. La breve durata della terapia e la stuieagffi hanno portato ad una diminuzione della spesa
sanitaria, non solo per la riduzione del periodaetjenza ospedaliera, ma anche per la diminuzione
degli accessi spontanei in pronto soccorso octtistielle visite effettuate presso diversi spestiali
oftalmologi e per una piu efficace prevenzionealettmplicanze, che spesso richiedono un approccio
chirurgico, il quale & gravato da maggiore invdaivcosti sanitari elevati e piu lento reinserinsent
nella vita lavorativa e sociale oltre a non rapenégre una soluzione terapeutica definitiva.

| risultati del presente studio ci consentono diadodere che I'uso topico dei fattori di cresciia-p
strinici, in forma di gel e collirio, per il tratt@ento delle lesioni della superficie oculare seanieda
GvHd cronica € una metodica di semplice esecuziioera, efficace ed economica.
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Tabelle e figure

Tabella 1. Valutazione del Tear Film Break Up Time,test di Schirmer I, colorazione vitale delle su-
perficie oculare con fluoresceina e verde di lissaima (Oxford Scale) ed acuita visiva al momento
dell’arruolamento e a 3, 7, 15 e 30 giorni di follav-up.

TFBUT SHIRMER | FLUORESCEINA | LISSAMINA | ACUITAVISIVA
ID (secondi) (millimetri) (Oxford Scale 0-4)| (Oxford Scale 0-4) (decimi)
Pz EYE follow-up follow-up follow-up follow-up follow-up
03| 7/1530/0| 3| 7/1930/0| 3| 7/1930/0|3| 7/1930/0|3| 7|19
1 OD| 24|/ 4/ 55 2 3 2 3 83 B 011|112 (3|0|1|2|1| 2| 28|09
Os| 0/ 34 5 7 1 1 2 3 2 4 |1 2|1 |12(4|1|2|1|12]| 0 6 8gap
9 Ob|2|5/ 6/ 8 8 14 2 2 2 1 B 0D (O]l |1 (3|0|0|1(1]| 1] 5 98
os|1/ 7/ 6/ 7 7 1 2 2 83 B 4 |1 |1 |1 |2(4|1|1|1|2]| 0] 5 767
3 oOb|2| 6|5 6 7 14 1 2 2 383 a4 1 1|02 (4|12]1|0|1| 1| 6] 8|89
Os |3/ 5 6/ 7 7 2 2 2 1 04 B 1|2 |1|2(3|1]1|1f1]| 2] 9 8§ 84
4 ob|2|7|, 6/ 88 2 3 2 3 2 3 0D (0] i1|1(3|0|0|1(1]|3/%999 g
OS| 0/ 35 5 5 3 3 3 3 R 40 |12|0|0(4|0|2|0|0]| 0] 7 999
5 OD |1/ 4|5/ 6/ 6 3 2 2 3 83 # 1 0|1 |2 (4|1]012(0]| 1] 4| 6|87
OS| 3/ 5 5 5 5 4 4 %5 4 4 B30 |1]0|0[3|0|2|/0(0]| 1] 5 799
6 ob|2|6|7 886 3 3 4 3 2 4 1 |01(011(4|2/0|0|1| 1| 6|/1010
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Figura 1. Valutazione del Tear Film Break Up Time &4 momento dell’arruolamento e a 3, 7, 15 e 30
giorni di follow-up.
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Figura 2. Valutazione della colorazione vitale dedl superficie oculare con fluoresceina e verde dsamina
(Oxford Scale) al momento dell’arruolamento e a 37, 15 e 30 giorni di follow-up.
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Figura 3. Valutazione dell’acuita visiva al momentadell’arruolamento e a 3, 7, 15 e 30 giorni di fodlw-up.
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