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RESUMO

Objetivo: Avaliar ataxade proliferacéo defibroblastosprovenientesde
pterigios recidivados e da capsula de Tenon normal, quando expostos
invitroaotacrolimus(FK 506). M étodos: Foi realizado estudo prospectivo,
controlado, avaliando-se 8 amostras de explantes de capsula de Tenon
de pterigios recidivados e 6 de cdpsula de Tenon normal, obtidas na
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. A céapsula de Tenon
normal foi colhida da regi&o temporal inferior, do mesmo portador de
pterigio. As amostras foram cultivadas em meio especifico e posterior-
mente expostas ao tacrolimus 1M (FK 506), em Gnica exposi¢ao, com
avaliagdodataxadeproliferacdocelular 1,5, 12 e 19 diasapdsaexposi¢ao.
Resultados: Avaliando-se aproliferacéo dos fibroblastos provenientes
de cépsula de Tenon de pterigios recidivados e da cdpsula de Tenon
normal, osfibrobl astosexpostosao tacrolimustiveramtaxade prolifera-
¢ao significativamente menor (p<0,05) do que quando ndo houve expo-
sicdoadroga, quandoaavaliacdofoi feital diaapdsaexposi¢cdo. Quando
aavaliacdo foi feita 19 dias apds a exposi¢do, ataxade proliferacdo foi
maior nos grupos expostos adroga. Concluséo: Os fibraoblastos prove-
nientes da capsulade Tenon de pterigios recidivados apresentaram taxa
de proliferagdo significativamente menor um dia apds a exposi¢ao ao
tacrolimus. Novos estudos devem ser realizados para definir dose e
tempo de exposi¢éo dosfibroblastos adroga, com o intuito de definir se
o tacrolimus pode ser Gtil como tratamento coadjuvante do pterigio.

Descritores: Pterigio/patologia; Fibroblastos/patologia; Técnicas de cultura de células;
Proliferacdo de células; Recidiva; Tracolimus/uso terapéutico

INTRODUGCAO

Na génese do pterigio, ainflamac&o crénica pode ser um fator que gera
crescimento da conjuntiva sobre a cornea, supondo-se que os linfocitos T
possam estar envolvidos®.

O tacrolimus € um antibi 6tico macrolideo, extraido dafermentacao de um
caldo do microrganismo Streptomyces tsukubaensis. Em animais, demons-
trou-se que o tacrolimus (FK-506) causa supresséo daimunidade humoral e
inibe aativacdo do linfécito T, apesar de seu exato mecanismo de acéo nédo
ser conhecido. Evidéncias experimentai s sugerem que o tacrolimus seligaa
uma proteina intracelular (proteina de ligagdo do FK-506), formando um
complexo que se liga a calcineurina e inibe a atividade da serina-treonina,
inibindo assim a expressao de linfocinas, a apoptose e a degranulagéo®@.

Arq Bras Oftalmol. 2007;70(2):235-8

@ 16/5/2007, 11:12



| NN T 1]

®

236 Exposicao de fibroblastos provenientes de pterigios recidivados e da capsula de Tenon normal ao tacrolimus (FK-506)

Apesar do FK-506 apresentar propriedades imunossupres-
soras muito similares a ciclosporina, com uma poténcia 100
vezes maior que aquela®, sdo escassos nha literatura os en-
saios utilizando o FK-506 em culturade célulasfibrobl asticas.

Desta forma, foi desenvolvido este estudo que teve por
objetivo avaliar o efeito do FK-506 sobre fibroblastos prove-
nientes de pterigios recidivados e da capsula de Tenon normal.

METODOS

Este € um estudo prospectivo, controlado, aprovado pela
Comiss#o de Eticaem Pesquisaem Seres Humanos e executa-
do na Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, tendo a
participacédo de 14 portadores de pterigio recidivado.

Todos os individuos foram operados, tendo sido removi-
dos o pterigio e fragmentos da capsula de Tenon daregido do
corpo do pterigio e fragmentos da capsula de Tenon normal,
localizadano férnicetemporal inferior, do mesmo olho acome-
tido. O primeiro espécime a ser removido foi o tecido séo.

Adotou-se como critério de exclusdo, os individuos porta-
dores de pterigio temporal ou nasal etemporal, no mesmo ol ho.

I mediatamente apds a remocéo, os fragmentos de capsula
de Tenon foram acondicionados em tubos Ependorff estéreis
e hermeticamente fechados, sendo estocados a temperatura
de 5°C para transporte em periodo inferior atrés horas ap6s a
exérese, parao |laboratorio de Imunologiado Departamento de
Microbiologiaelmunologia- Instituto de Biociéncias, Univer-
sidade Estadual Paulista— UNESP.

Sob condi¢des de assepsiae em camarade fluxo laminar, as
amostras foram colocadas em placas de Petri de 35 mm e
lavadas com meio DMEM/F12 (Gibco -USA, suplementado
com: 5ml/l devitaminas TC minimal Eagle 100X, 0,01 U/ml de
insulina, 1,4 g/l de bicarbonato de sddio, 400.000 U/ml de
penicilina, 40 mg/ml degentamicina, 5 mg/ml de anfotericina-B,
15 pg/l de glutationa, com pH final de 7,0), paraaremocéo do
excesso de células sanguineas e, entdo, cortadas em fragmen-
tos de aproximadamente 1 mm? com pinga e tesouracirdrgicas
delicadas e estéreis. Estes fragmentos foram colocados em
frascos poliestireno estéreis paraculturade células, de 25 mm?2
(TPP), com 1 ml demeio DMEM/F12, suplementado com 15%
de soro fetal bovino (SFB) e mantidos em estufa a 37°C com
5% de CO,,

A adicdo de meio DMEM/F12 com SFB a 15% foi feitaa
cada 3 dias, com acompanhamento e exames das culturas sob
microscopio de inversdo, para a observacdo da morfologia e
comportamento dos fibroblastos (aderéncia, migragéo e proli-
feracdo) até que se obtivesse um niimero satisfatério de célu-
las em cultura (Figura 1), definido pela observagéo de células
com alta atividade mitética e ndo confluentes, ocupando apro-
ximadamente 2/3 da capacidade do frasco, quando entdo,
prosseguiu-se com a repicagem das células.

Para o subcultivo (ou repicagem) das células, retirou-se o
meio DMEM/F12 com SFB utilizando pipetade Pasteur ereali-
zou-se 0 enxdgue cuidadoso dos frascos com solucdo PBS
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(Phosphate buffered saline), a seguir os mesmos foram incu-
bados com uma solugéo de EDTA (Gibco - USA) e tripsina
Vercese 0,2% (Instituto Adolfo Lutz), durante trés minutos,
emestufaa37°C.

Com o microscopio de inversdo, observou-se o desprendi-
mento das células e entdo inativou-se a tripsina com a adi¢do
de2ml demeio DMEM/F12, acrescido com 20% de SFB. Esta
suspensdo celular foi, entdo, dividida em duas partes iguais,
ficando uma no mesmo frasco e outra em um novo frasco
estéril. Ambos foram col ocados novamente em estufa até che-
garem a semiconfluéncia, quando entdo foram novamente
subcultivadas até se chegar ao terceiro subcultivo.

Método para exposicdo das culturas ao tacrolimus

Foram sel ecionadas para exposi ¢ao ao tacrolimus as amos-
tras que alcangaram contagem suficiente para a distribuicao
igualitédriaem 16 do total de 24 pogos dos Multiwells.

Foram distribuidos 5.000 fibroblastos em cada pogo, sendo
gue o método para retirada dessas células em subcultivo foi
semelhante aos subcultivos anteriores.

Através da contagem das células, distribuiu-se cada amos-
tra em 16 quantidades iguais de fibroblastos, para que, em
cada momento de contagem, fossem utilizados 4 pogos dos
Multiwells.

Vinte e quatro horas ap6s a distribui¢do das células nos
Multiwells, foi feita a exposicéo dos fibroblastos ao tacroli-
mus 1M em 3 de cada 4 pocos que continham os fibroblastos,
num total de 12 compartimentos contendo tacrolimus 1M e 4
sem ter sido expostos (utilizados como controles de ndo expo-
sicdo a droga). Todos os 16 pogos de cada amostra foram
completadoscom 0,5 ml do meio de cultura(DMEM/F12 acres-
cido com 20% de SFB).

Portanto, apesquisaem cadaum dosindividuosfoi realiza-
da em triplicata para que a contagem dos fibroblastos fosse
maisconfiavel, tendo sido aexposi¢ao ao tacrolimusfeitauma
Unicavez.

Figura 1 - Fibroblastos em crescimento nos frascos de Multiwell
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I mediatamente antes da exposi¢éo, o pH da solucéo erade
7.66, ou seja, asolucdo eradiscretamente alcalina.

Apbs a exposicao das células ao tacrolimus, foram feitas as
contagens em quatro momentos: 1) a primeira contagem foi rea-
lizada 1 diaap0ds exposi¢ao; 2) asegundacontagem foi realizada
5 dias apds exposicao; 3) aterceira contagem foi realizada 12
dias apds exposicao; 4) aquarta contagem foi realizada 19 dias
apods exposicao.

Em cada momento, foram contados os fibroblastos dos 4
compartimentos, sempre 3 de expostos e 1 de controle.

O método para contagem de fibroblastos foi através de
hemocitémetro (camarade Neubauer).

Primeiramentetripsinou-se as células, de modo aobter uma
suspensdo homogénea de fibroblastos, sem grumos. Com uma
pipeta Pasteur de ponta fina, homogeneizou-se a suspensdo
pi petando-se algumas vezes paracimae parabaixo. Retirou-se
50 pl da suspens&o e diluiu-se com 50 pl de azul de Tripan,
pois o corante marca os fibroblastos inviaveis, para que estes
ndo fossem contados.

Retirou-se umaamostra com pipeta e aplicou-se noslocais
indicados na camara de Neubauer, de forma que o liquido
escorreu por capilaridade entrealéaminaealaminula. Esperou-
se alguns segundos, focalizou-se e contou-se todas as células
do quadrado delimitado grande central (16 quadrados meno-
res), com aumento de 100 vezes.

Como o nimero de fibroblastos em cada quadrado grande
eramenor de 100, contou-se 5 quadrados. A concentrag&o foi
dada por:

n°® de células contadas x 1002 x 2
n® de quadrados grandes contados
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utili-
zando a técnica de Andlise de variancia para 0 modelo de

medidas repetidas para grupos independentes, segundo o
esguemafatorial 2x2.

=n® de fibroblastos/ml

RESULTADOS

Apesar de ter sido colhido material de 14 individuos, o
subcultivo celular foi possivel no material proveniente de 8
fibroblastos de capsula de Tenon de pterigios e 6 de capsulas
de Tenon normais, devido a serem estas as amostras que
apresentaram numero de fibroblastos suficientes pararealizar

a exposi¢cdo em triplicata, controle e contagem, nos quatro
diferentes momentos experimentais estabel ecidos.

As culturas de fibroblastos de Tenon normal, expostas ou
nao expostas adroga, apresentaram crescimento celular seme-
Ihante em todos os momentos de observagéo (Gréfico 1).

Avaliando-se os fibroblastos provenientes de capsula de
Tenon de pterigios, houve menor proliferagdo dos fibroblastos
expostos, comparados aos ndo expostos, quando a avaliagéo
foi feita um dia ap6s a exposicdo (p<0,05). Depois disso, as
culturas expostas retomaram seu crescimento, com taxa de re-
plicacdo menor do que o grupo ndo exposto, sem diferenca
estatistica nas avaliagbes de 5 e 12 dias. No dltimo dia de
avaliagdo (19 dias), as culturas expostas ultrapassaram o cresci-
mento celular observado nas ndo expostas (p<0,05) (Grafico 1).

Comparando-se o crescimento de fibroblastos de pteri-
gios, assim como de cépsula de Tenon normal, observou-se
que, tanto nas culturas de fibroblastos de pterigios, quanto
nas de Tenon normal, com ou sem exposi¢éo a droga, a quan-
tidade de células que proliferaram foi menor no primeiro diade
observagdo, com diferenca significativa em relacéo aos de-
mais momentosexperimentais(Tabelal).

DISCUSSAO

A técnicade cultivo celular permite que se estude o efeito
da droga em questdo, o tacrolimus, sem a interferéncia de
fatores exdgenos, ou seja, a tendéncia das células de interes-
se, sem que fatores ambientai s possam impedir que se conhe-
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Gréfico 1 - Resposta dos fibroblastos da capsula de Tenon normal e
de pterigios a exposi¢do ao tacrolimus

Tabela 1. Mediana e semi-amplitude do nimero de células segundo grupo, exposicdo e momento de avaliagdo

Momento de avaliagao

Grupo Exposicéo 1 dia
Pterigio Sim 3500 + 2167 aAa

Néo 4000 £ 16667 bAo
Normal Sim 4517 + 2667 aAo
Né&o 6000 + 21334 aAa

5 dias 12 dias 19 dias
17000 + 2500 aAP
23000 + 16500 aAP
17500 £ 8000 aAP
17000 + 14500 aAB

Parainterpretacdo da tabela: letras minlsculas comparam grupo exposto ao ndo exposto, fixado grupo e momento de avaliagéo; letras mailsculas comparam os grupos
nos diferentes momentos de avaliagéo; letras gregas comparam momento de avaliagao, fixados grupo e exposicdo. Letras diferentes indicam diferencga estatistica.

15500 + 15834 aAPB
20500 + 34500 aApB
18667 = 14000 aAB
18000 + 29334 aAB

34167 + 18500 bAB
18000 + 20250 aAB
37000 + 11000 aAB
32500 + 40000 aAB
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caoreal efeito de umamedicagdo que pode ser interessante no
tratamento desta afeccéo que é tdo comum em Nosso Meio.

Porém, o detalhamento da técnica de cultivo precisa ser
rigorosamente seguido para que Se consiga ter sucesso na
proliferagdo celular, sendo necess&rio o fornecimento dos
meios de cultivo em quantidade e freqtiéncia corretas. Mesmo
assim, no presente estudo, a proliferacdo com crescimento
celular para que os espécimes fossem replicados em, no mini-
mo, trés vezes, ndo foi possivel em 100% das amostras.

No presente estudo foram utilizados apenas fibroblastos
provenientes de portadores de pterigios recidivados, embora
estudo anterior tenha mostrado n&o haver diferenca significa-
tiva entre a migracdo e confluéncia entre pterigios primarios
ou recidivados®.

Entretanto, a quantidade de espécimes foi maior que o que
se observa em outros estudos“®, provavelmente por causa
dos altos custos para a realizacdo das culturas celulares e
também por causa da dificuldade que as células fibrobl &sticas
provenientes da conjuntiva possuem em se replicar.

A reducéo naproliferac&o celular sob efeito do tacrolimus
ocorreu na observagdo feita 1 dia apds a exposi¢do. Depois
disso, houve retomadada proliferacdo celular. Este comporta-
mento pode estar relacionado a dois fatores: o tempo de acdo
dadrogae aconcentracdo utilizada. Valelembrar que o tempo
de acdo desta droga, quando administrada via oral no pos-
operatorio de transplante renal, é de 12 horas. Nao existem
estudos a respeito do uso topico na superficie ocular. Sendo
assim, como houvereducao daproliferacdo celular no primeiro
dia apos a exposicdo, esta deve ser uma droga que necessita
de exposi¢des mais frequientes para que seja mantido o efeito
antiproliferativo quefoi inicialmente observado.

Estudos em cultura de fibroblastos serdo muito importantes
paraque se conhega, além do efeito da droga sobre areplicacao
celular, afrequiéncia com que a droga deve ser usada.

Outro ponto a ser estabelecido seriaaconcentracéo ideal da
droga parauso tpico. A dose aqui utilizada (1 molar) foi esco-
Ihidatendo por base um estudo realizado com culturade explan-
tes de tecido retiniano de fetos de ratos, onde avaliou-se ataxa
de crescimento dos explantes apds sua exposi¢do ao tacroli-
mus”. Desta forma, concentragdes superiores a esta precisam
ser testadas para que se conhega a dose inibitéria minima ne-
cessaria parainibicdo do crescimento dos fibroblastos conjun-
tivais, os responsaveis pelo crescimento da lesdo conjuntival.

Interessante notar que, tanto as células do pterigio, como
asnormais, tiveram amesma resposta a droga.

E por ultimo, a observacdo de que as células se replicam
mai s rapidamente no inicio do experimento, pode ser um indi-
cio de que entre o primeiro e o quinto dia apds a exérese da
lesdo, o potencial para crescimento seja maior. Este fato tem
confirmac&o clinica, quando muitasvezes, jano primeiro retor-
no do paciente, pode-se ver a tendéncia a recidiva da lesdo
conjuntival.
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CONCLUSAO

Os fibroblastos provenientes da capsula de Tenon de pte-
rigiosrecidivados apresentaram taxade proliferacéo significa-
tivamente menor no primeiro dia apds a exposi¢do ao tacroli-
mus. Novos estudos devem ser realizados no sentido de se
definir dose e tempo de exposicao dos fibroblastos a droga,
com o intuito de definir se o tacrolimus pode ser Gtil como
tratamento coadjuvante do pterigio.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate fibroblast proliferation activity of nor-
mal Tenon’'s capsule and of recurrent pterygia exposed in
vitrototacrolimus (FK506). M ethods: A randomized prospec-
tive study was performed with 8 samples of recurrent pterygia
and 6 samples of normal Tenon’s capsule from the same pa-
tient with pterygium at the Faculdade de M edicina de Botuca-
tu- UNESP. The sampleswere cultivated and exposed onceto
1M tacrolimus (FK 506) and the proliferation rate was eval ua-
ted 1, 5, 12 and 19 days after the exposure. The data were
statistically analyzed. Results: The fibroblasts from pterygia
exposed in vitro to tacrolimus had a significantly lower proli-
feration rate than controls after one day of exposure (p<0.05).
Nineteen days after exposure to tacrolimus, exposed cells
proliferated more than the non-exposed. Conclusion: Tacroli-
mus is effective to inhibit proliferation of Tenon's capsule
fibroblasts from pterygia one day after exposure. Further stu-
dies are needed to define the role of tacrolimus in pterygium
treatment.

Keywor ds: Pterygium/pathol ogy; Fibroblasts/pathol ogy; Cell
culture techniques; Cell proliferation; Recurrence; Tacroli-
mus/therapeutic use
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