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RESUMO

albinos.

12, 52 e 112 dia apoés a lesdo.

Foi estudada a epitelizagaio de tilcera de cérnea por queimadura por alcali,
com o0 uso topico de fibronectina purificada de plasma de coelho.

Queimadura por alcali, utilizando-se disco de papel de filtro com didmetro
de 8,0 mm embebidos em NaOH 1N, foi realizada em 30 olhos de 15 coelhos

O olho direito foi tratado com fibronectina tépica e 0 esquerdo com tampao
fosfato salina (PBS) instilados S vezes ao dia.
Naohouve diferengaentre ogrupo tratado com fibronectinae o controle nos

O tratamento com fibronectina promoveu, apés 30 dias, epiteliza¢io
completa em S de 6 animais tratados, estatisticamente significante (P < 0,05)
quando comparado com o grupo controle.
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INTRODUGAO

A palavra fibronectina origina-se¢ do
latim fibra-fibra e nectere-conectar, li-
gar O,

A fibronectina é uma glicoproteina
formadapordois polipeptideosde 220.000
e 230.000 daltons cada !?. As duas ca-
deias de polipeptideos sio ligadas por
pontes de sulfeto, sendo que umacadeiade
polipeptideos consiste de 5 dominios e a
outra de 6 dominios @ (fig. 1)

A fibronectina esta presente no orga-
nismo sob duas formas: como fibronectina
plasmatica, soluvel e fibronectina celu-
lar, insoltivel .

A concentragdo de fibronectina plas-
matica em individuosnormais é de 0,2 a
0,4 mg/ml @,

A fibronectinatem como caracteristi-
ca a propriedade de se ligar através de
seus diferentes dominios ao colageno, a
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fibrina, a heparina, a actina, ao Staphylo-
coccus aureus e a receptores especificos
existentes na superficie de células ®. Por
causa dessa propriedade, possui a capaci-
dade de mediar a adesdo, o espraiamento
e a migracgio celular, como demonstra-
ram Nishida et al. ®@e Watanabe, Naka-
gawa, Nishida ©®.

O dominio, que se liga areceptores celu-
lares, possui o pentapeptideo GRGDS
(glicina-arginina-glicina-acido-aspartico-
serina), responsavel pela ligagdo © (fig. 1).

Nishida desde 1982 vem administran-
do, com sucesso, fibronectina, autéloga,
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Figura 1 - Esquema geral da moléculade fibronectina
com seus dominios. Gly-Arg-Gly-Asp-Ser é a seqlién-
cia de pentapeptideos presente no dominio celular
responsavel pela ligagao ao receptor celular.
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purificada de sangue, topicamente em
tratamento de pacientes com defeito
epitelial de comea persistente e erosao
recorrente ©. McCluskey, Wakefield, York
™ também confirmaram a eficacia do tra-
tamento de tlcera de comea persistente,
resistente ao tratamento convencional, com
ousode fibronectina, autéloga, topicamente
em casos de defeito epitelial pds-trans-
plante, penfigdide, ceratite herpética,
sindrome de Sjogren e ulceratroéfica.

Uma das causas de defeito epitelial
persistente de comea é a queimadura por
alcali. Acredita-se que nesse caso a
regulagdo do sistema de epitelizagdo e
cicatrizagdo nio funciona corretamente,
levando a aumentoda secregdo e ativida-
de do ativador de plasminogénio resul-
tando numa fraca e pequena adesdo do
epitélio a fibrinae fibronectina adjacente
e consequentemente defeito epitelial ®.

O objetivo desse trabalho é avaliar a
eficacia da fibronectina quando usada
topicamente, em ulceras de cémea de
coelhoapds queimaduraexperimental por
alcali.

MATERIAL E METODO

Purificagdo de fibronectina

Fibronectina foi purificada de plasma
frescode coelho obtido de sangue citratado
centrifugadoa 3.000 rpm, por 30 minutos
a4°C, por coluna de afinidade em Sepha-
rose-gelatina segundo o método descrito
por Engvall e Ruoslahti © modificado.

A solugao de fibronectina foi esterili-
zada utilizando-se filtros 0,22 pm (Cor-
ning) e aliquotada em frascos estéreis de
colirio, e conservados a -70°C até o mo-
mento do uso.

Amostra do material foi submetido a
eletroforese em gel, mostrandoestar puro.

Produgdo dalesao de cornea

Os animais foram anestesiados com
associagaode hidrocloridratode ketamina
(0,5 ml/Kg/peso) e solugdo aquosa a 2%
de cloridratode xilazina (0,5 ml/kg/peso)
por via intramuscular e instilagio topica
de cloridrato de proparacaina 1% em
cada olho.
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Foram realizadas queimaduras cor-
neais com disco de papel de filtro, de 8,0
mm de diametro, embebidos em NaOH
IN que foram colocados em contato com
as cémeas por 1 minuto, na sua porgao
superiorincluindoregidolimbal. Imedia-
tamente apos os olhos foram lavados
com solugdo de NaCl 0,9% durante 2
minutos.

Tratamento

Apds 3 horas, daqueimadurapor alca-
1i, foi iniciado o tratamento no olho direi-
to de cada animal com 1 gota de fibro-
nectina (0,5mg/ml) e no o6lho esquerdo,
usado como controle, com 1 gota de
solucdode PBS, instilados ambosos olhos,
S vezes ao dia.

Avaliagdo clinica

Os olhos foram examinados diaria-
mente utilizando-se fluoresceina 2% t6-
pica, microscépico cinurgico e filtro azul.
Entretanto, foram considerados para es-
tudo estatistico somente os exames cor-
respondentes aos 12 (15 animais), 52 (12
animais), 112 (9 animais) e 302 (6 ani-
mais) dias ap6s lesao por dlcali. Foram
considerados sem def'eito epitelial os olhos
que n3o coraram com fluoresceina.

Avaliagdo andatomo-patologica

Os animais foram sacrificados em gru-
pos de 3 nos 12, 52, 112 dias e de 6 no 302
dia apds a queimadura por alcali, com
injecdo intravenosa de pentobarbital
sédico. Os olhos foram enucleados, fixa-

dos em solu¢do de formalina a 10%.
faixas de tecido corneal, de aproximada-
mente 3 mm de largura, nadiregdo das 12
as 6 horas, incluindo area central da lesdo
e comea normal, foram submetidas ao
processamento histolégico rotineiro para
inclusdo em parafina. Somente um corte
de 5 um de cada faixa foi realizado e
depois corado pela técnica da hemato-
xilina-eosina.

Andlise estatistica

Os resultados da avaliagio clinica fo-
ram analisados peloteste exato de Fischer,
utilizando o programa Epi Info versdo 3
(STATCALC). Pararejeigcao da hipétese
de nulidade, escolheu-se nivel de
significancia (alfa) de 5%.

RESULTADOS

Nos 12, 52¢ 112 dias ap6s a queimadu-
ra por alcali tanto os olhos tratados com
fibronectina como os olhos dos grupos
controles apresentaram defeito epitelial
de comea (tabela 1).

No 302 dia ap6s lesdo por alcali, 5
(83,33%) dos olhos tratados com fibro-
nectina estavam totalmente cicatrizados
e 1 dos olhos ainda apresentava lesdao
epitelial. Dos olhos tratados com PBS
apenas 1 (16,67%) apresentava cicatriza-
¢do da lesdo epitelial e 5 apresentavam
defeito epitelial (tabela 1).

N3o houve diferenga entre os grupos
tratados com fibronectina e os grupos

TABELA |

Resultados da avaliagdo de epitelizagdo de cérnea de coelho, 1, 5, 11 e 30 dias apés queimadura por dlcali, de
olhos tratados com solugdo de fibronectina (0,5mg/ml) e de olhos tratados com PBS (ambos os olhos com
1 gota, 5 vezes ao dia), com fluoresceina topica 2%.

N2 de dias apés 0D tratado com FN OE tratado com PBS
queimadura (%) (%)
1 0 0
5 0 0
1 0 0
30 83,33 16,67
Total 83,33 16,67

Teste Exato de Fischer p = 0,04
0D - olho direito — OE - olho esquerdo — FN - fibronectina — PBS - tampéo fosfalo
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controle nos 12, 5%2¢ 112dias ap6s alesido
por alcali. Houve diferenga estatistica-
mente significante (p = 0,04) entre o
grupotratado com fibronectina e o grupo
controle no 302 dia apds a lesio por
alcali.

O estudo histolégico demonstrou ne-
crose profunda atingindo até camada de
Descemet das coreas dos animais dos
grupos tratados com fibronectina e dos
grupos controles com excegio de 1 caso
tratado com fibronectina até o 11? dia.

Nas comeas dos grupos tratados com
fibronectina, o processo inflamatério foi
mais intenso do que nas dos grupos con-
troles até 112 dia, e menor a partir de
entdo. Até o 112 dia apds a lesdo por
alcali, o processo inflamatério observado
nos dois tipos de grupos foram as custas
de neutrdfilos, enquanto que depois desse
periodo havia maior presenga de eosi-
néfilose linfécitos. A presencade vascu-
larizagdo da cérnea ocorreu nos 2 grupos
do 302 dia.

COMENTARIOS

Queimadura de cdmea por alcali cos-
tuma ser de dificil tratamento principal-
mente pela agdo progressiva que a base
desempenha no tecido corneal e tecido
adjacente (9,

Chungetal. "V observaram, em estudo
preliminar, que variando o tamanho do
diametro de papel de filtro e o tempo de
exposi¢ao da cémea ao alcali, poderiam
obter lesGes de cornea que nio cicatriza-
vam espontaneamente nem evoluiam para
perfuragao. Eles escolheram entio, papel
de filtro de 5,5 mm de diametro embebi-
dos em NaOH 1IN, colocados em contato
com a cdrnea por 60 segundos seguido de
lavagem com NaCl 0,9% por 2 minutos.

Varios outros modelos sdo descritos
utilizando-se diametros de papel de filtro,
concentragdes de NaOH e tempo de ex-
posicdo diferentes.

Em nosso estudo o modelo escolhido
foi obtidoutilizando-se papel de filtro de
8,0 mm de diametro, embebido em NaOH
IN, colocado em contato com a cémea
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durante 60 segundos, incluindo parte do
limbo, para se aproximar ao maximo de
uma situagdo clinica comum nos casos de
queimadura por alcali ou seja o defeito
epitelial persistente.

Objetivando avaliar a eficacia do uso
de fibronectina tdpica como medida te-
rapéutica no defeito epitelial de cérmea
apoés queimadura por alcali, somente nos
interessava saber, nos diferentes tempos,
se havia cicatrizagdo completa ou ndo e
para isso o teste simples através da colo-
ragao com fluoresceina 2% e observagao
com filtro de azul cobalto foram sufi-
cientes.

No presente estudo ndo foram obser-
vados casos de perfuragdo comeal, infec-
¢do secundaria, descemetocele ou calci-
ficagbes como descrevem Matsuda &
Smelser (2, Pfister & Burstein '¥e Chung
etal. UV,

Quanto ao estudo histolégico, pude-
mos observar necrose profunda (até ca-
mada de Descement), na maioria dos
casos, nos dois grupos. A partir do 59 dia
apds a lesdo quimica, havia presenca de
camada de epitélio cobrindo parcialmen-
te a area de necrose.

O uso de fibronectina em defeito
epitelial persistentes de cornea é relatado
com sucesso por varios autores €719,

Nishida ©@relata tempo médio de cica-
trizagdo de 17 dias. Newton etal. ', com
modelo experimental diferente, provoca-
ram queimadura quimica de cémea de
coelho com 4cido e demonstraram que o
uso de fibronectina tépica nado promove
epitelizacio.

No presente estudo, até o 112 dia apos
a lesdo por 4lcali nio foi observado cica-
trizagdo em nenhum dos casos. Somente
30 diasapds aqueimadura, o grupo trata-
do com fibronectina apresentava 5 olhos
epitelizados e o grupo tratado com PBS
apenas 1.

Segundo Phan et al. 15" quando a
lesdo de cérnea € mais superficial, com a
manuten¢io de membrana basal, a cica-
trizagao ocorre com ou sem 0 uso tépico
de fibronectina, jaque as células adjacen-
tes a lesao teriam capacidade de produzir
fibronectina. Assim, seu uso € indicado

em lesGes graves onde nao ha presengade
membrana basal, ou onde as células adja-
centes a lesdo ndo conseguem produzir
fibronectina.

Acreditamos que a gravidade da lesdo
por alcali provocada, no presente estudo,
pode ter tido influéncia no tempo de
cicatrizagdo e na agao da fibronectina
utilizada topicamente. A diferenca de
epiteliza¢do ocorreu somente no 302 dia
apos a lesdo, talvez pela dificuldade da
fibronectina usada topicamente, atuar na
lesdo. Sabemos que nessas condigdes a
quantidade de plasmina no local da lesdo
é grande e ela poderia degradar parcial-
mente a molécula de fibronectina ina-
tivando-a ®. Além disso, fragmentos de
fibronectina com o dominio responsavel
pela liggagdo celular, em concentragdes
altas podem saturar os receptores celula-
res impedindo a adesdo e migragao do
epitélio *-®,

Consideramos necessario estudos pos-
teriores, associando métodos terapéu-
ticos como por exemplo o uso de aproti-
nina com fibronectina em tlceras apds
queimaduras por alcali.

SUMMARY

Bilateral alkali burns of the cornea
were produced in 15 albino rabbits
using the disc of filter paper, 8,0 mm in
diameter that was soaked in 1N NaOH.

The right eyes were treated with a
drop of purified fibronectin and the left
eyes with a drop of phosphate-buffered
saline (PBS), 5 times a day.

No difference was found between the
group treated with fibronectin and PBS
on the 1%, 5" and 11" day after the
wound. On the 30" day after the wound
83.33% of fibronectin-treated eyes and
16.67% of PBS-treated eyes were
completely healed. This is significant at
p = 0.04.
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