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RESUMO 

Foi estudada a epitelização de úlcera de córnea por queimadura por álcali, 
com o uso tópico de fibronectina purificada de plasma de coelho. 

Queimadura por álcali, utilizando-se disco de papel de filtro com diâmetro 
de 8,0 mm embebidos em NaOH lN, foi realizada em 30 olhos de 15 coelhos 
albinos. 

O olho direito foi tratado com fibronectina tópica e o esquerdo com tampão 
fosfato salina (PBS) instilados 5 vezes ao dia. 

Não houve diferença entre o grupo tratado com fibronectina e o controle nos 
12, 52 e 1 12 dia após a lesão. 

O tratamento com fibronectina promoveu, após 30 dias, epitelização 
completa em 5 de 6 animais tratados, estatisticamente significante (P < 0,05) 
quando comparado com o grupo controle. 

Palavras�hav.: Fibronectina, queimadura por álcal i ,  úlcera de córnea 

INTRODUÇÃO 

A palavra fibronectina origina-se do 
latim fibra-fibra e nectere-conectar, l i­
gar ( I ) .  

A fibronectina é uma glicoproteína 
fonnadapordois polipeptídeos de 220.000 
e 230 .000 daltons cada ( 1 .2) .  As duas ca­
deias de polipeptídeos são ligadas por 
pontes de sulfeto, sendo que uma cadeia de 
polipeptídeos consiste de 5 domínios e a 
outra de 6 domínios (2) (fig. 1 )  

A fibronectina está presente no orga­
nismo sob duas fonnas: como fibronectina 
plasmática, solúvel e fibronectina celu­
lar, insolúvel ( 1 ) .  

A concentração de fibronectina plas� 
mática em indivíduos nonnais é de 0,2 a 
0,4 mg/ml (3). 

A fibronectina tem como característi­
ca a propriedade de se ligar através de 
seus diferentes domínios ao colágeno, a 

fibrina, a heparina, a actina, ao Staphylo­
coccus aureus e a receptores específicos 
existentes na superfície de células (1). Por 
causa dessa propriedade, possui a capaci­
dade de mediar a adesão, o espraiamento 
e a migração celular, como demonstra­
ram Nishida et alo (4) e Watanabe, Naka­
gawa, Nishida (S) .  

O domínio, que se liga a receptores celu­
lares, possui o pentapeptídeo GRGDS 
(glicina-arginina-glicina-ácido-aspártico­
serina), responsável pela ligação (6) (fig. 1). 

Nishida desde 1 982 vem administran­
do, com sucesso, fibronectina, autóloga, 

Flgura l - Esquema gerai da moIéculade fibroneclina 
com seus domínios. G/y-Arg-G/y-Asp-Seréa seqüão­
cia de pentapeptídeos presente no domínio celular 
responsável pela ligação ao receptor celular. 
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purificada de sangue, topicamente em 
tratamento de pacientes com defeito 
epitelial de córnea persistente e erosão 
recorrente (6). McCluskey, Wakefield, Yorlc 
(7) também confirmaram a eficácia do tra­
tamento de úlcera de córnea persistente, 
resistente ao tratamento convencional, com 
o uso de fibronectina, autóloga, topicamente 
em casos de defeito epitelial pós-trans­
plante, penfigóide, ceratite herpética, 
síndrome de S jogren e úlcera trófica. 

Uma das causas de defeito epitelial 
persistente de córnea é a queimadura por 
álcali . Acredita-se que nesse caso a 
regulação do sistema de epitelização e 
cicatrização não funciona corretamente, 
levando a aumento da secreção e ati vida­
de do ativador de plasminogênio resul­
tando numa fraca e pequena adesão do 
epitélio a fibrina e fibronectina adjacente 
e consequentemente defeito epitelial (8). 

O objetivo desse trabalho é avaliar a 
eficácia da fibronectina quando usada 
topicamente, em úlceras de córnea de 
coelho após queimadura experimental por 
álcali. 

MATERIAL E MÉTODO 

Purificação de fibronectina 
Fibronectina foi purificada de plasma 

fresco de coelho obtido de sangue citratado 
centrifugado a 3 .000 rpm, por 30  minutos 
a4° C, por coluna de afinidade em Sepha­
rose-gelatina segundo o método descrito 
por Engvall e Ruoslahti (9) modificado. 

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

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

Produção da lesão de córnea 
Os animais foram anestesiados com 

associação de hidrocloridrato de ketamina 
(0,5 mllKglpeso) e solução aquosa a 2% 
de cloridrato de xilazina (0,5 ml/kglpeso) 
por via intramuscular e instilação tópica 
de cloridrato de proparacaína I % em 
cada olho. 
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Foram realizadas queimaduras cor­
neais com disco de papel de filtro, de 8,0 
mm de diâmetro, embebidos em NaOH 
lN que foram colocados em contato com 
as córneas por I minuto, na sua porção 
superior incluindo região limbal. Imedia­
tamente após os olhos foram lavados 
com solução de NaCI 0 ,9% durante 2 
minutos. 

Tratamento 
Após 3 horas, da queimadura por álca­

li, foi iniciado o tratamento no olho direi­
to de cada animal com I gota de fibro­
nectina (0,5mglml) e no olho esquerdo, 
usado como controle, com I gota de 
solução de PB_S, instilados ambos os olhos, 
5 vezes ao dia. 

A valiação clínica 
Os olhos foram examinados diaria­

mente utilizando-se fluoresceína 2% tó­
pica, microscópico cirúrgico e filtro azul. 
Entretanto, foram considerados para es­
tudo estatístico somente os exames cor­
respondentes aos I II ( 15  animais), 511 ( 1 2  
animais), 1 1 11 (9 animais) e 3011 (6 ani­
mais) dias após lesão por álcali. Foram 
considerados sem defeito epitelial os olhos 
que não coraram com fluoresceína. 

A valiação anátomo-patológica 
Os animais foram sacrificados em gru­

pos de 3 nos 1 11, 511, 1 1 11 dias e de 6 no 3011 
dia após a queimadura por álcali, com 
injeção intravenosa de pentobarbital 
sódico. Os olhos foram enucleados, fixa-

dos em solução de formalina a 1 0%. 
faixas de tecido corneal, de aproximada­
mente 3 mm de largura, nadireção das 1 2  
às 6 horas, incluindo área central da lesão 
e córnea normal, foram submetidas ao 
processamento histológico rotineiro para 
inclusão em parafina. Somente um corte 
de 5 J.Un de cada faixa foi realizado e 
depois corado pela técnica da hemato­
xilina-eosina. 

Análise estatística 
Os resultados da avaliação clínica fo­

ram analisados pelo teste exato de Fischer, 
utilizando o programa Epi 1nfo versão 3 
(ST ATCALC). Para rejeição da hipótese 
de nulidade , escolheu-se nível de 
significância (alfa) de 5%. 

RESULTADOS 

Nos 1 11, 50 e 1 I 0 dias após a queimadu­
ra por álcali tanto os olhos tratados com 
fibronectina como os olhos dos grupos 
controles apresentaram defeito epitelial 
de córnea (tabela I) .  

No 3 0° dia após lesão por álcali, 5 
(83 ,33%) dos olhos tratados com fibro­
nectina estavam totalmente cicatrizados 
e I dos olhos ainda apresentava lesão 
epitelial . Dos olhos tratados com PBS 
apenas I (1 6,67%) apresentava cicatriza­
ção da lesão epitelial e 5 apresentavam 
defeito epitelial (tabela I ) .  

Não houve diferença entre os  grupos 
tratados com fibronectina e os grupos 

TABELA I 
ResuHados da avaliação de epilellzaçãO de córnea de coelho, I ,  5, 11 e 30 dles após queimadura por álcali, de 

olhos Iralados com solução de fibroneclina (O,5mg/ml) e de olhos Iralados com PBS (ambos os olhos com 
1 gola, 5 vezes ao dia), com fluorescelna lóplca 2%. 

NV de dias após 00 Iralado com FN OE Iratado com PBS 
queimadura (%) (%) 

1 O O 
5 O O 

1 1  O O 
3 0  83 ,33 1 6 , 67  

Tolal 83,33 1 6 , 67 

Tesle Exalo de Fischer p = 0,04 

00 . olho OOe"o - OE - olho esqul!ldo - FN - Ibroneclina - PBS - tampão klslato 
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controle nos I I!, 51! e I I  I! dias após a lesão 
por álcali . Houve diferença estatistica­
mente significante (p = 0,04) entre o 
grupo tratado com fibronectina e o grupo 
controle no 3 01! dia após a lesão por 
álcali .  

O estudo histológico demonstrou ne­
crose profunda atingindo até camada de 
Descemet das córneas dos animais dos 
grupos tratados com fibronectina e dos 
grupos controles com exceção de I caso 
tratado com fibronectina até o I I  I! dia. 

Nas córneas dos grupos tratados com 
fibronectina, o processo inflamatório foi 
mais intenso do que nas dos grupos con­
troles até I I  I! dia, e menor a partir de 
então. Até o I I  I! dia após a lesão por 
álcali, o processo inflamatório observado 
nos dois tipos de grupos foram às custas 
de neutrófilos, enquanto que depois desse 
período havia maior presença de eosi­
nófilos e linfócitos. A presença de vascu­
larização da córnea ocorreu nos 2 grupos 
do 301! dia. 

COMENTÁRIOS 

Queimadura de córnea por álcali cos­
tuma ser de difícil tratamento principal­
mente pela ação progressiva que a base 
desempenha no tecido corneal e tecido 
adjacente ( 1 0) . 

Chung et aI . ( 1 1 ) observaram, em estudo 
preliminar, que variando o tamanho do 
diâmetro de papel de filtro e o tempo de 
exposição da córnea ao álcali, poderiam 
obter lesões de córnea que não cicatriza­
vam espontaneamente nem evoluíam para 
perfuração. Eles escolheram então, papel 
de filtro de 5,5 mm de diâmetro embebi­
dos em NaOH lN, colocados em contato 
com a córnea por 60 segundos seguido de 
lavagem com NaCI 0,9% por 2 minutos. 

Vários outros modelos são descritos 
utilizando-se diâmetros de papel de filtro, 
concentrações de NaOH e tempo de ex­
posição diferentes. 

Em nosso estudo o modelo escolhido 
foi obtido utilizando-se papel de filtro de 
8,0 mm de diâmetro, embebido em NaOH 
lN, colocado em contato com a córnea 
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durante 60 segundos, incluindo parte do 
limbo, para se aproximar ao máximo de 
uma situação clínica comum nos casos de 
queimadura por álcali ou seja o defeito 
epitelial persistente. 

Objetivando avaliar a eficácia do uso 
de fibronectina tópica como medida te­
rapêutica no defeito epitelial de córnea 
após queimadura por álcali, somente nos 
interessava saber, nos diferentes tempos, 
se havia cicatrização completa ou não e 
para isso o teste simples através da colo­
ração com fluoresceína 2% e observação 
com filtro de azul cobalto foram sufi­
cientes. 

No presente estudo não foram obser­
vados casos de perfuração corneal, infec­
ção secundária, descemetocele ou calci­
ficações como descrevem Matsuda & 
Smelser ( 12) , Pfister & Burstein ( 1 3) e Chung 
et al o ( 1 1 ). 

Quanto ao estudo histológico, pude­
mos observar necrose profunda (até ca­
mada de Descement), na maioria dos 
casos, nos dois grupos. A partir do 51! dia 
após a lesão química, havia presença de 
camada de epitélio cobrindo parcialmen­
te a área de necrose . 

O uso de fibronectina em defeito 
epitelial persistentes de córnea é relatado 
com sucesso por vários autores (6. 7. 14) . 

Nishida (6) relata tempo médio de cica­
trização de 1 7  dias. Newton et aI. ( IS), com 
modelo experimental diferente, provoca­
ram queimadura química de córnea de 
coelho com ácido e demonstraram que o 
uso de fibronectina tópica não promove 
epitelização. 

No presente estudo, até o 1 1  I! dia após 
a lesão por álcali não foi observado cica­
trização em nenhum dos casos. Somente 
30 dias após a queimadura, o grupo trata­
do com fibronectina apresentava 5 olhos 
epitelizados e o grupo tratado com PBS 
apenas 1 .  

Segundo Phan et alo ( 16. 17) quando a 
lesão de córnea é mais superficial, com a 
manutenção de membrana basal, a cica­
trização ocorre com ou sem o uso tópico 
de fibronectina,já que as células adjacen­
tes à lesão teriam capacidade de produzir 
fibronectina. Assim, seu uso é indicado 

em lesões graves onde não há presença de 
membrana basal, ou onde as células adja­
centes à lesão não conseguem produzir 
fibronectina. 

Acreditamos que a gravidade da lesão 
por álcali provocada, no presente estudo, 
pode ter tido influência no tempo de 
cicatrização e na ação da fibronectina 
utilizada topicamente. A diferença de 
epitelização ocorreu somente no 301! dia 
após a lesão, talvez pela dificuldade da 
fibronectina usada topicamente, atuar na 
lesão. Sabemos que nessas condições a 
quantidade de plasmina no local da lesão 
é grande e ela poderia degradar parcial­
mente a molécula de fibronectina ina­
tivando-a (8). Além disso, fragmentos de 
fibronectina com o domínio responsável 
pela liggação celular, em concentrações 
altas podem saturar os receptores celula­
res impedindo a adesão e migração do 
epitélio (3 . 8). 

Consideramos necessário estudos pos­
teriores, associando métodos terapêu­
ticos como por exemplo o uso de aproti­
nina com fibronectina em úlceras após 
queimaduras por álcali. 

SUMMARY 

Bilateral alkali burns ofthe comea 
were produced in 15 albino rabbits 
using the disc offilter paper, 8, 0 mm in 
diameter that was soaked in lN NaOH 

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

No difJerence was found between the 
group treated withfibronectin and PBS 
on the 1" , 5'1r and 11 '1r day after the 
wound. On the 30'1r day after the wound 
83. 33% offibronectin-treated eyes and 
1 6. 67% of PBS-treated eyes were 
completely healed. This is significant at 
p = 0. 04. 
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