Atividade da desferrioxamina sobre o sangue autdgeno injetado
experimentalmente no humor vitreo de coelhos'
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INTRODUGAO

A hemorragia é a causa mais importante das opacidades
do humor vitreo™.

Os efeitos da hemorragia no vitreo sobre a retina, se-
gundo alguns autores, sdo devidos ao contato da hemoglo-
bina com ela e dependem da duragao desta. Haveria, para
alguns, uma siderose ocular causada pelos d&tomos de ferro
liberados na degradagao da hemoglobina? &8 1°. H4 ainda
outras complicagées da hemorragia no humor vitreo, que
podem ocasionar perda visual permanente, como o glauco-
ma, as inflamagées, a formagdo de membranas e a prolife-
ragao de tecido fibroso que pode levar ao descolamento
de retina’ % 10,

A terapéutica mais utilizada hoje para a eliminagao do
sangue no humor vitreo é a vitrectomia™. No entanto, se
ele nao é abundante, nao hd descolamento de retina e ou
efeito téxico sobre ela, formagdao de membranas organi-
zadas ou outras complicagées, deve-se esperar a absorgao
espontanea por um periodo de quatro a oito meses, antes
de propor a vitrectomia® .

Vidrios agentes farmacolégicos j& foram utilizados para
a eliminagao do sangue coletado no vitreo® . Alguns deles
mostraram-se eficientes somente em trabalhos experimen-
tais. Entre eles, chamou-nos atengdo a desferrioxamina
(desferrioxamina B, deferoxamina, desferoxamina)’ ".

Desferrioxamina é um &cido triidroxaminico composto
de uma molécula de dcido acético, duas de 4cido succinico
e trés de 1 amino-5-hidroxilaminopentano. Foi isolado do
Streptomyces pilosus em 1960 por Bickel e cols.* ' '2. Possui
alta afinidade pelo ferro-férrico (ferro trivalente), formando
o quelato férrico (feroxamina)* . Sua agdo quelante sobre
o ferro € seletiva, ndo havendo efeito sobre o ferro da hemo-
globina; age, porém, prontamente com o ferro da ferritina
edahemossiderina, formas nas quais o ferro estd acumulado
patologicamente* . 2,

Em oftalmologia, a desferrioxamina tem sido testada
topica ou sistemicamente em casos de siderose ocular, pig-
mentagao hematogénica da c6rnea e em restos de pigmento
ferruginoso nacérnea ap6s retirada de corpo estranho meta-
lico 2.

Tanto os efeitos do sangue no vitreo (seus mecanismos
de absorgdo e suas complicagées) como o efeito da desfer-
rioxamina sobre ela ainda nao foram totalmente esclarecidos
e as opinides diferem em alguns trabalhos experimentais
e clinicos™ 58 1012,

Este estudo visou avaliar a possibilidade terapéutica da
droga sobre o sangue injetado experimentalmente no hu-
mor vitreo de coelhos.

MATERIAL E METODOS
Foi injetado sangue autégeno no humor vitreo de 16

coelhos albinos da raga Nova Zelandia, adultos. Foram eles

1 Trabalho vencedor do Prémio Varilux Categoria Junior de 1987

divididos em 2 grupos: 8 deles formaram o grupo controle,
sem tratamento posterior, e 8 foram tratados com desferrio-
xamina (grupo desferal). Os coelhos foram numerados de
C-1 a C-8 (grupo controle) e de D-1 a D-8 (grupo desferal).

® Injecdo de sangue no vitreo: ap6s contengao apropriada
dos coelhos, foi puncionada a veia marginal externa da ore-
lha e retirado 0,5 ml de sangue, com seringa de insulina
umidecida com heparina sédica a 8%. A seguir, ap6s anes-
tesia topica do olho direito com proparacaina 0,5%, uma
agulha foi introduzida através da pars plana e retirou-se
0,17 ml de humor vitreo. Por meio da mesma agulha, inje-
tou-se entio, 0,20 a 0,25 ml do sangue.

® Preparo da desferrioxamina: utilizou-se o metanossulfato
(mesilato) de desferrioxamina B liofilizado e estéril, em am-
polas de 500 mg. Preparou-se solugdo a 10% por adigao
de 5 ml de dgua destilada estéril.

o Tratamento com desferrioxamina: a droga foi injetada, por
via intramuscular, em dias alternados, durante 20 dias, nos
coelhos do grupo desferal. A primeira injecdo foi aplicada
24 horas apds a injegao do sangue no vitreo. A dosagem
utilizada foi de 0,2 ml de solugdo em cada aplicagao. Para
os coelhos que ndo exibiam absorgao do sangue do vitreo
ap6s um e dois meses da primeira injecao, repetia-se o
mesmo esquema.

e Oftalmoscopias e retinografias: foram realizadas oftalmos-
copias indiretas em todos os coelhos, semanalmente, duran-
te dezesseis semanas. O quadro oftalmoscépico foi padro-
nizado da seguinte maneira:

Zero cruz : visibilidade clara e total do segmento posterior.
+ : discreta opacificagdo do segmento posterior.
++ : opacificacdo mais acentuada, vendo-se com di-
ficuldade os vasos da retina.

++ + : ndo se véem os vasos da retina, mas a opacifi-
cagao nao é total.
++ + + : segmento posterior invisivel.

Em ocasiées diferentes, foram realizadas retinografias
de 4 coelhos de cada grupo.
o Estudo histoldgico: 16 semanas ap6s a injegao do sangue,
os animais foram sacrificados, exceto 3 coelhos do grupo
desferal que morreram antes disso. Os olhos destes nao
foram estudados histologicamente. Dois animais do grupo
controle foram sacrificados apés 12 semanas devido a pro-
cesso inflamatério ocular e opacificagao do cristalino. Fixa-
dos os olhos em paraformaldeido, foram eles seccionados
verticalmente no eixo pupila-nervo 6ptico, incluidos em pa-
rafina e seccionados com micr6tomo. Os cortes foram cora-
dos com hematoxilina-eosina, PAS e pelo método de Perls
(para ferro férrico).
o Anilise estatistica: Foi utilizado o teste t Student para com-
paragdo de médias de 2 amostras independentes e o teste
de Fisher para comparagao de proporgées.
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RESULTADOS

1 — Observagoes oftalmoscopicas e retinogrificas

Os resultados das oftalmoscopias estio expostos nos
quadros 1 e 2.

A tabela exp6e o tempo que os 4 coelhos do grupo
controle e os 6 do grupo desferal levaram para atingir o
estdgio zero + e o respectivo estudo estatistico. O teste
tde Student nao demonstra diferenca estatisticamente signi-
ficante entre os grupos.

Otestetde Student também ndao demonstrou diferenca
significativa entre os grupos em relagdo ao tempo que os
coelhos levaram para atingir o estddio +. (t, 1.55;
t, = 2.26 (5%)).

Comparando os 2 grupos através do teste de Fisher,
em relagdo ao nimero de coelhos que tardaram mais ou
menos de 10 semanas para atingir o estddio zero +, nao
foi evidenciada diferenca significativa. Todos os do grupo
controle tardaram mais de 10 semanas, enquanto do grupo
desferal 2 coelhos levaram menos que esse tempo (33,3%).

Quanto ao nimero de coelhos que atingiram o estadio
+ em mais ou menos de 7 semanas, o teste de Fisher tam-
bém ndo demonstrou diferenga significativa entre os gru-
pos. Nenhum dos do grupo controle levou menos de 7
semanas, enquanto do grupo desferal 3 deles o fizeram
(50%) (@ = 5%; p = 12%).

O emprego do teste de Fisher para o estudo do nimero
de animais que atingiram o estddio zero + em ambos os

grupos nao evidenciou diferenga significativa (a
p = 5.67%).

O teste de Fisher também nao demonstrou diferenca
significativa em relagao ao nimero de coelhos de cada grupo
que sofreram complicagées oculares (& = 5%; p = 5,67%).

5%;

2 — Histopatologia: A maioria dos olhos estudados apre-
sentou humor vitreo liquefeito ao exame microscépico.

Dos 13 olhos enviados para exame, seis mostraram pig-
mento férrico pela coloragao de Perls (quadros 1 e 2). Des-
tes, 2 eram do grupo desferal, os quais apresentavam pig-
mento numa prega da retina (fig.) e fraca positividade na
regido dos processos ciliares (camara posterior). Os outros
4, do grupo controle, exibiam positividade para pigmento
férrico nas seguintes dreas: regido posterior do vitreo, cor6i-
de, retina posterior, endotélio da cérnea e numa drea da
retina descolada retrolenticular (coelho C-7).

Quanto as complicagées observadas, destacamos as se-
guintes: 1 — processo inflamatério crénico retrolenticular
com rotura da cdpsula posterior do cristalino, além de necro-
se e presenca de linfécitos, macréfagos, células plasmadticas
e polimorfonucleares, com predominio de eosiné6filos e ma-
créfagos (C-3, C-5, C-7 e D-5). 2 — descolamento de retina
devido a prega de retina com projegdo para o vitreo e pre-
senca de linfécitos (D-4), aderéncia da superficie posterior
do cristalino com a retina (C-7) e descolamento anterior
da retina (C-4).

Quadro | — Resultados do grupo desferal
= . Histopatologia
Observagées Oftalmoscépicas (Pig. Férrico)
SEM. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
D-1 4+ 4+ 3+ 3+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+ —
D-2 4+ 4+ 3+ 3+ 1+ 14+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ O+ 0+ =
D-3 4+ 4+ 1+ 1+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ o+ 0+ 0+
D-4 4+ 44 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
D-5 44 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ —
D-6 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 24+ 2+ 2+ 2+ 1+ 14+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ =
D-7 4+ 4+ 3+ 3+ 34+ 2+ 2+ 2+ 14+ 14 1+ 0+ 0+ 0+ 0+ —
D-8 4+ 4+ 4+ 4+ 34 34 34+ 3+ 3+ 14+ 1+ 1+ 1+ 0+ 0+ —
Quadro Il — Resultados do grupo controle
Observagées Oftalmoscépicas Histopatologia
(Pig. Férrico)
SEM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16
C1 4+ 4+ 2+ 24 2+ 24 1+ 1+ 14+ 1+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ —
Cc2 4+ 4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ —
c3 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 44+ 4+ 4+ 4+ 4+ +
C-4 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 34+ 3+ 3+ 34+ 1+ 1+ =
C5 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ +
C-6 4+ 4+ 2+ 2+ 2+ 24 2+ 1+ 14+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0+ +
C7 4+ 4+ 44+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ +
C-8 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 24 2+ 1+ 1+ 0+ 0+ 0+ 0+ 0O+ 0+ O+ -
COMENTARIOS

TABELA — Tempo de Clareamento do Vitreo em Semanas

Grupo controle Grupo desferal

C1 - n D-1 —» 10
C2 > 14 D2 - 7
C-6 - 10 D-3 - 7
C-8 - 10 D-6 - 14
D-7 - 12
D8 —» 14
md = 10,5 md = 11,0
X =11,25 + 1,89 X = 10,67 = 3,20
t, = 0,32; t, = 2,31 (5%) — nao significativo, md = mediana,
X = média

ARQ. BRAS. OFTAL.
52(3), 1989

Nossos resultados sio compativeis com os da maioria
dos autores que estudaram a patologia das hemorragias no
humor vitreo™ > & 8 10 Alguns pesquisadores estudaram
a acdo da desferrioxamina B'- ' ? experimental e clinica-
mente, e chegaram a conclusao de que ela tem pouca agao
na remogido do sangue do humor vitreo e ndo atua nas
complicagées, principalmente sobre a retinite proliferante.

H4 grande controvérsia na literatura sobre o papel do
ferro, os mecanismos da hemdlise, a fibrindlise, e as compli-
cag6es da presenga de sangue no humor vitreo™3. 53 1,
A teoria mais aceita sobre a toxicidade do ferro é a da agao
direta do ion ferro, liberado pela hemoglobina nos tecidos
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Fig. 1 — Projecdo no vitreo de uma prega de retina com linfécitos,
apresentando drea de positividade para o pigmento férrico (flecha).
(método de Perls, 79X). Coelho D-4.

oculares, principalmente sobre a retina, o humor vitreo e
o corpo ciliar® 2 58 1012,

A desferrioxamina atuaria ligando-se ao ferro liberado
pela hemoglobina, convertendo-se assim num quelante,
nao toxico (ferrioxamina), que seria metabolizado e remo-
vido pela corrente sanguinea e provavelmente excretado
pelos rins™.

Nossos resultados reforcam as teorias de que a desfer-
rioxamina ndo consegue atingir o ferro ligado a hemoglo-
bina* e que, ap6és a hemdlise, o ferro seria rapidamente
fagocitado por macréfagos e depositado nos tecidos ocula-
res, de onde a desferrioxamina também nao poderia remo-
vé-lo™.

A hemodlise teria importante papel na hemorragia no
humor vitreo. Segundo Forrester e cols.?, a opacificagdo
difusa do humor vitreo, vista através da oftalmoscopia, esta-
ria relacionada com a duragao da hemoélise. O tempo de
clareamento do vitreo, encontrado por eles, ap6s injegao
intravitrea em coelhos de 0,2 ml de sangue total, foi de
12 a 16 semanas, valor aproximadamente igual ao do nosso
grupo controle, que foi de 10 a 14 semanas.

Baseados neste resultado e porque a hemélise comega
aocorrer em 24 horas e dura em média 10 semanas, fixamos
o tempo de 10 semanas para comparar os dois grupos.

Para compararmos os dois grupos em relagao ao tempo
que levaram para chegar ao estddio + (humor vitreo pratica-
mente claro), resolvemos fixar o tempo de 7 semanas, pois
nenhum coelho do grupo controle chegou a este resultado
antes dessa época.

Regnault, em um de seus estudos®, demonstrou que
a degradagao da hemoglobina libera, além do ferro, outros
produtos que seriam a globina e a porfirina. Esta ainda se
transformaria num produto semelhante a bilirrubina. A ek-
minagao destas duas moléculas seria mais rdpida que a do
ferro no humor vitreo.

Regnault® e outros autores* & ™ afirmaram, também,
que a injegao de sangue total ou de hemoglobina livre no
humor vitreo de coelhos induz a liquefagao deste, fato con-
firmado por n6s no presente estudo.

A presenca da hemoglobina estimula a proliferagao de
células, formando membranas no humor vitreo e epirret(-
nicas, que levam ao descolamento de retina por tragio™
2.7.9.10 As complicagées encontradas em nosso estudo
sdo compativeis com essas afirmagées e a positividade para
o pigmento férrico encontrada parece confirmar a agdo do
ferro nessas complicagées. Além disso, os locais onde houve
essa positividade estiveram de acordo com os principais
locais de depésitos do ferro no globo ocular, citados ante-
riorménte.
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O processo inflamatério crénico encontrado em quatro
olhos nos faz pensar em duas hipéteses: a primeira, de
que possa ter ocorrido ruptura traumdtica do cristalino, cau-
sando reagdo alérgica, e, a segunda, de que a proliferagao
celular e a resposta inflamatéria nesses olhos tenha sido
grande, causando uma endoftalmite; esta, por ter locali-
zagao principalmente retrolenticular, que, segundo Forres-
ter e cols.?, é a maior ocorréncia de restos celulares da
remogao do sangue, poderia ter provocado a ruptura da
cépsula posterior do cristalino, causando reagéo alérgica™.

CONCLUSOES

1 — Na nossa experiéncia, o nimero de olhos que chega-
ram a ter o humor vitreo claro e o tempo que levaram
para atingir esse estadio, ap6s injegao de sangue, inde-
pendem do tratamento com desferrioxamina.

2 — As complicag6es da injegao de sangue no interior do
vitreonao foram evitadas pelo uso da desferrioxamina.

RESUMO

Os autores injetaram sangue total no humor vitreo de 16 coelhos.
Dezesseis destes foram entao tratados com metanossulfato de desfer-
rioxamina B intramuscularmente. O seu escopo foi avaliar o efeito
dessa substancia sobre o retorno do vitreo a sua transparéncia ori-
ginal.

Os animais foram acompanhados por 16 semanas através de oftal-
moscopia e retinografia, ap6s o que os olhos foram encaminhados
a exame histopatolégico para investigagao da presenga de pigmento
férrico.

Os resultados nio demonstraram diferengas significativas entre
os coelhos tratados e o grupo controle.

SUMMARY

The authors injected whole blood in vitreous humor of 16 rabbits.
Eight of them were then treated with methanesulphate of defero-
xamine B intramuscularly. Their surpose was to evaluate the effect
of this substance on the return of the vitreous to its original transpa-
rency.

The animals were followed ophthalmoscopicaly and retinogra-
phicaly during 16 weeks after the injection of the blood, after which
the eyes were examined histopathologicaly for the detection of ferric
pigment.

The results showed no statistically significant differences bet-
ween the treated animals and the control group.
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Ulcera de cornea infecciosa em ceratoplastia penetrante

JOSE AUGUSTO ALVES OTTAIANO'; H. KAZ SOONG?; ROGER F. MEYER? ALAN SUGAR?; NEIL D. GROSS?

INTRODUGCAO

Infecgdo microbiana em cérneas transplantadas normal-
mente leva a sequelas importantes, incluindo cicatrizes en-
volvendo o eixo visual, inflamagao intra-ocular severa, rejei-
¢do imunoldgica, faléncia do enxerto, perfuragdo e deis-
céncia da ferida, todas habitualmente resultando em compro-
metimento da acuidade visual?. O uso tépico de esteréides,
antibiéticos profildticos, instabilidade do filme lacrimal,
comprometimento inervacional dos enxertos, problemas de
sutura e uso de lentes de contato sao fatores que compro-
metem a integridade superficial das cérneas transplantadas
predispondo-as a infecgio secundaria® 7. Como a ceratite
microbiana pode se desenvolver a qualquer tempo apés
a ceratoplastia® °, o conhecimento desses fatores é impor-
tante para que possamos identificar olhos com alto risco
de desenvolver ulceragées na cérnea transplantada. Preten-
de-se, nesse estudo, investigar a frequiiéncia de ceratite mi-
crobiana apés ceratoplastia penetrante e os fatores que es-
tdo potencialmente associados com essas ulceragées, num
esforgo de procurar antecipar ou evitar infecgao microbiana
em olhos susceptiveis.

OBSERVACOES E METODOS

Foram revisados todos os casos de pacientes admitidos
com diagnéstico de tlcera de cérnea no Kellogg Eye Center,
durante o periodo de julho/1975 4 dezembro/1983. Nos casos
envolvendo cérneas transplantadas, foram incluidos os se-
guintes fatores: 1) a idade e sexo dos pacientes; 2) a indica-
Gdo para a ceratoplastia penetrante; 3) o intervalo de tempo
entre a ceratoplastia e a ulceragdo; 4) os possiveis fatores
predisponentes para ulceragio; 5) o uso de esterdides t6pi-
cos e/ou antibiético profilticos e 6) o agente etiol6gico
envolvido.

Os pacientes com tlceras infecciosas do mesmo olho
prévias a ceratoplastia penetrante nao entraram no estudo.
O critério paradiagndstico de tlcerade cérnea nesse estudo
consistiu de defeito epitelial com infiltrado inflamatério ce-

lular estromal subjacente ou necrose do enxerto. Em cada
caso, raspados da ulcera foram obtidos tanto com espétula
de Kimura, como com laminas de Bard-Parker. O material
foi corado com Gram e Giemsa, e examinado a microscopia
optica. Espécimes foram também inoculados em Agar San-
gue, chocolate, Sabouraud e em meio de tioglicolato para
cultura microbiana. Antibiograma foi realizado para todos
os organismos isolados.

RESULTADOS

181 casos de tlceras de cérnea foram admitidos ao Ke-
llogg Eye Center entre julho/1975 e dezembro/1983. Cultura
para bactérias, fungos ou virus, foram positivas em 115
(63,5%) casos. Ceratite microbiana seguindo ceratoplastia
penetrante foi observada em 26 casos (25 pacientes), o que
representa 3,6% do total de ceratoplastias penetrantes (721)
realizadas no Kellogg Eye Center, e 14,4% das dlceras de
cérnea admitidas nesse periodo. 8 pacientes eram do sexo
masculino e 17 feminino. A média de idade foi de 66 anos,
sendo que 80% dos pacientes tinham mais de 60 anos. A
média de idade do grupo de pacientes transplantados como
um todo foi de 60,2 anos.
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TABELA 1
Indicag6es para ceratoplastia penetrante
Diagnéstico Nimero

Ceratopatia bolhosa 15

Afdcico/pseudofacico (09)

Distrofia Endotelial de Fucks (06)
Virus: Herpes simples 03
Faléncia do enxerto 03
Perfuragao 02
Cicatriz corneana (Traumdtica) 01
Ceratocone 01
Queimadura quimica 01
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