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RESUMO

Objetivo: Avaliar a taxa de proliferacdo de fibroblastos provenientes de pterigios
recidivados e da capsula de Tenon normal, quando expostos in vitro a triancinolona.
Métodos: Foram realizadas culturas primérias de explantes de pterigios recidivados
e da cépsula de Tenon normal do mesmo portador do pterigio. Os fibroblastos
foram cultivados e subcultivados até a terceira passagem e posteriormente ex-
postos a triancinolona, com avaliacdo da taxa de proliferagao celular apos trés,
seis, 12 e 18 dias.

Resultados: Os fibroblastos expostos a triancinolona apresentaram taxa de prolife-
racao significativamente menor (P<0,05) se comparados aos ndo expostos quando
a avaliagdo foi feita apos trés, seis e 12 dias. Na avaliacdo do 18° dia houve retomada
da taxa de proliferacéo, com significancia estatistica, somente nos fibroblastos pro-
venientes de pterigios.

Concluséo: Tanto os fibroblastos provenientes da capsulade Tenon normal, quanto
os de pterigios recidivados, apresentaram taxa de proliferacao significativamente
menor apds a exposicdo a triancinolona. Os fibroblastos de pterigio retomaram a
proliferacdo apds 18 dias da exposicdo. Os resultados apontaram que a triancinolona
pode ser Util como adjuvante no tratamento do pterigio.

Descritores: Pterigio/patologia; Fibroblastos/patologia; Fibroblastos/efeitos de
drogas; Técnicas de cultura de células; Proliferagdo de células/efeitos de drogas;
Recidiva; Triancinolona/farmacologia; In vitro

ABSTRACT

Purpose: To evaluate the proliferation rate of recurrent pterygium and normal Tenon’s
capsule fibroblasts after exposure to triamcinolone.

Methods: Explants of recurrent pterygia and normal Tenon’s capsule of the same carrier
were cultured. The fibroblasts were cultured and subcultured until the third passage and
subsequently exposed to triamcinolone. The cell proliferation rate was evaluated 3, 6, 12
and 18 days after the exposure.

Results: Fibroblasts exposed to triamcinolone had significantly lower proliferation rate
(P <0.05) compared to those not exposed, when the evaluation was performed 3, 6 and
12 days later. In the 18" day after exposure, there was a return in the proliferation rate,
with statistical significance, only in the pterigyum fibroblasts.

Conclusion: Both the fibroblasts from normal Tenon’s capsule as from recurrent pterygia
showed significantly lower proliferation rate after exposure to triamcinolone. After
18 days from the exposition, pterygium fibroblasts recovered the proliferation. The results
suggested the triamcinolone might be useful as adjuvant in pterygium treatment.

Keywords: Pterygium/pathology; Fibroblasts/pathology; Fibroblasts/drug effects; Cell
culture techniques; Cell proliferation/drug effects; Recurrence; Triamcinolone/pharma-
cology; In vitro

INTRODUGAO

O receio da recidiva do pterigio apds exérese, leva ao uso de
medicagdes adjuvantes. A triancinolona é um corticosteroide po-
tente, de depdsito, que atua inibindo a sintese de prostaglandinas e
leucotrienos, com consequente efeito anti-inflamatério. Utilizada ha
anos em varios campos da medicina, a triancinolona é um corticos-
teroide que vem sendo utilizado na Oftalmologia recentemente, no
tratamento de inflamagdes intraoculares, edema macular associado
a pseudofacia, retinopatia diabética, oclusao de veia central da re-
tina, vasculites retinianas e membrana neovascular sub-retiniana de
varias etiologias. Efeitos adversos significativos, tais como, catarata,
hipertensdo ocular, descolamento de retina e endoftalmite, ja foram
relatados.

Porém, pouco ainda se sabe sobre o uso da triancinolona como
medicamento adjuvante no tratamento do pterigio, 0 que motivou
o presente estudo, realizado com o objetivo de avaliar a atividade
proliferativa dos fibroblastos da capsula de Tenon, provenientes de
explantes de pterigios recidivados, em cultura de células, compa-
rando-os com a atividade proliferativa dos fibroblastos da capsula
de Tenon normal, quando expostos a triancinolona.
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de 14 portadores de pterigio recidivado, todos localizados no setor
nasal. Os pterigios foram removidos cirurgicamente, sendo retirados
fragmentos da cdpsula de Tenon da regido do corpo do pterigio e
fragmentos da capsula de Tenon normal, localizada no férnice tem-
poral inferior, do mesmo olho acometido. Por este motivo, a existén-
cia de pterigio temporal foi considerada critério de exclusdo.

O primeiro espécime a ser removido foi o tecido séo, seguin-
do-se da cirurgia para exérese da lesdo. Em seguida, procedeu-se a
remocao de um fragmento da Tenon normal, obtida do fundo-de-
saco inferior do mesmo olho. Imediatamente apds a remogao, 0s
fragmentos de cdpsula de Tenon foram acondicionados em tubos
Ependorff estéreis e hermeticamente fechados e estocados a tem-
peratura de 5°C, para transporte em periodo inferior a 3 horas apds
a coleta, para o Laboratério de Imunologia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia - Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista - UNESP.

Sob condicdes de assepsia e em camara de fluxo laminar, as
amostras foram colocadas em placas de Petri de 35 mm e lavadas
com meio DMEM/F12 (Gibco - USA, suplementado com: 5 ml/I de
vitaminas TC minimal Eagle 100X, 0,01 U/ml de insulina, 1,4 g/l de
bicarbonato de sédio, 400.000 U/ml de penicilina, 40 mg/ml de
gentamicina, 5 mg/ml de anfotericina-B, 15 pg/I de glutationa, com
pH final de 7,0), para a remocao do excesso de células sanguineas e,
entao, cortadas em fragmentos de aproximadamente 1 mm? com
pinca e tesoura cirdrgicas delicadas e estéreis. Estes fragmentos
foram colocados em frascos de poliestireno estéreis para cultura de
células (TPP), com 1 ml de meio 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 feita a cada 3
dias, com acompanhamento e exames das culturas sob microscopio
de inversdo, para a observa¢do da morfologia e comportamento dos
fibroblastos (aderéncia, migracéao e proliferacao) até que se obtivesse
um numero satisfatério de células em cultura (Figura 1), definido pela
observacao de células com alta atividade mitética e ndo confluentes,
ocupando aproximadamente 2/3 da capacidade do frasco, quando
entdo, prosseguiu-se com a repicagem das células. Para o subcultivo
das células, retirou-se o meio DMEM/F12 com SFB utilizando pipeta
de Pasteur e realizou-se o enxague cuidadoso dos frascos com solu-
¢ao PBS (Phosphate buffered saline) e a seguir os mesmos foram in-
cubados com uma solugao de EDTA (Gibco - USA) e tripsina (Instituto
Adolfo Lutz), em estufa a 37°C.

Com o microscopio de inversdo, observou-se o desprendimento
das células e entdo inativou-se a tripsina com a adicdo de meio

blastos em semiconfluéncia (aumento de 40x).

Figura 1. Fibr

236 Arq Bras Oftalmol. 2012;75(4):235-8

DMEM/F12, acrescido com 20% de SFB. Esta suspensao celular foi
entdo dividida em duas partes iguais, ficando uma no mesmo frasco e
outraem um novo frasco estéril. Ambos foram colocados novamente
em estufa até chegarem a semiconfluéncia, quando entdo foram
novamente subcultivadas até se chegar ao terceiro subcultivo.

EXPOSICAO DAS CULTURAS A TRIANCINOLONA

Foram selecionadas para exposicdo a triancinolona as amostras
que alcancaram contagem suficiente para a distribuicdo igualitaria
em 16 do total de 24 pogos dos multiwells, uma vez que o experimen-
to foi realizado em triplicata com mais um controle para cada dia de
contagem posterior a exposi¢do a droga. Foram distribuidos 5.000
fibroblastos em cada poco da placa de cultivo.

Vinte e quatro horas apés a distribuicdo das células nos multiwells,
foi feita a exposicao dos fibroblastos ao hexacetonido de triancinolo-
na - 20 mg/mL (Triancil®, Apsen), em triplicata, sendo mantido sem-
pre um controle ndo exposto por dia de contagem. Todos 0s pogos
de cada amostra foram completados com 0,5 ml do meio de cultura
DMEM/F12 acrescido com 20% de SFB.

Imediatamente antes da exposicao, o pH da solucao de triancino-
lona era de 7,66, ou seja, a solugao era discretamente alcalina.

Apos a exposicao das células a droga, foram feitas as contagens
em quatro momentos: 3,6, 12 e 18 dias apods.

O método para contagem de fibroblastos foi através de hemoci-
tometro (camara de Neubauer). Em cada momento, foram contados
os fibroblastos dos quatro pocos, sendo 3 de culturas expostase 1 de
cultura controle ndo exposta.

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando a
técnica de andlise de Variancia para o modelo de medidas repetidas
para grupos independentes, segundo o esquema fatorial 2x2.

RESULTADOS

Apesar de ter sido colhido material de 14 individuos, o subcultivo
celular foi possivel em 8 capsulas de Tenon de pterigios e em 6 cép-
sulas de Tenon normais, pois somente estas amostras apresentaram
numero de células suficientes para que o procedimento pudesse ser
realizado em triplicata, além de se ter uma cultura controle para cada
dia de contagem.

A tabela 1 mostra os valores da proliferacdo de fibroblastos de
pterigios e da Tenon normal, com e sem a exposicéo a triancinolona.
Foram feitas trés comparagdes, todas representadas nesta mesma
tabela por meio de letras, de forma que duas letras diferentes indicam
significancia:

1) Comparacgéao das culturas de fibroblastos de pterigios ou da
capsula de Tenon quando expostas ou nao expostas a droga,
sendo a notagdo de significadncia estatistica feita por meio
de letras minuUsculas (a e b). Tanto as culturas de fibroblastos
de pterigio, quanto as da Tenon normal, quando expostas a
triancinolona, apresentaram crescimento celular significati-
vamente menor (representado pela letra a minuscula) que as
ndo expostas (representado pela letra b mindscula), em todos
0s momentos de observacao.

2) Comparacao da proliferagéo celular de fibroblastos de pterigio
com os da capsula de Tenon normal, representada por letras
maiusculas (A e B). Comparando-se a proliferacdo de fibro-
blastos de pterigio e da capsula de Tenon normal, quando
expostos e ndo expostos a triancinolona, os resultados foram
semelhantes, ou seja, a triancinolona agiu sobre fibroblastos
de pterigios e da capsula de Tenon normal, reduzindo a pro-
liferacdo celular. A Unica diferenca significativa neste tipo de
comparacao foi observada aos 18 dias, quando os fibroblastos
de pterigios ndo expostos a droga apresentaram taxa de pro-
liferagdo maior que os fibroblastos da Tenon normal (observar
que a letra B maiuscula se contrapde a A mailscula, apontando
esta diferenca aos 18 dias).
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Tabela 1. Mediana e semiamplitude do numero de células segundo grupo, exposicao e momento de avaliagao

Momento avaliacao

Grupo Exposicao 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias

Pterigio Sim 3333 + 2000 aAoB 2000 + 1333 aAoB 667 + 667 aAd. 6000 + 4000 aAR
Nao 16000 + 2000 bAo 38000 + 13000 bAB 28000 + 18000 bAB 90000 + 43000 bBy

Normal Sim 5333 £4333 aAo 2000 + 1667 aAou 4833 + 3333 aAa 2333 £3232 aAo
Nao 14000 + 4000 bAo 29000 + 15000 bAB 49000 + 55000 bAR 34000 + 13000 bAB

Parainterpretacdo databela:letras mindsculas comparam grupo exposto ao nao exposto, fixado grupo e momento de avaliagdo; letras maitisculas comparam grupos
nos diferentes momentos de avaliagdo; letras gregas comparam momento de avaliacao, fixados grupo e exposicao. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

3) Outra comparacdo apontada na tabela 1 por meio de letras
gregas dizrespeito a proliferacdo celularao longo do tempo de
experimentacdo. Observar que as culturas de fibroblastos de
pterigio quando expostas a droga apresentaram inicialmente
reducédo da proliferacdo celular; entretanto, na avaliacdo dos
18 dias houve retomada do crescimento, com diferenca esta-
tistica (duas letras gregas diferentes mostram onde ocorreu a
diferenca significativa). As culturas de Tenon normal que foram
expostas a droga se mantiveram com baixos indices de repli-
cacdo por todo o experimento. J4 as culturas que néo foram
expostas a droga, tanto de pterigios, quanto de Tenon normal,
apresentaram crescimento crescente ao longo do periodo
experimental.

DISCUSSAO

O cultivo celular permite que se estude o efeito da droga, no
caso a triancinolona, sem a interferéncia de fatores exdgenos. Assim,
o comportamento dos fibroblastos de pterigios e de cépsulas de
Tenon normais sob efeito da droga em estudo, pode ser avaliado
sem a influéncia de fatores ambientais sabidamente envolvidos na
etiopatogenia do pterigio e em sua recorréncia, tais Como a expo-
sicao ao sol, ao vento ou a poeira. Desta forma, é possivel estudar o
real efeito de uma nova possibilidade terapéutica para o tratamento
desta afeccao que é tdo comum em Nosso meio.

Optou-se ainda por utilizar culturas primarias ao invés de linha-
gem celular, a fim de minimizar as influéncias intrinsecas inerentes a
cada individuo doador.

Apesar de se ter estudado aqui apenas fibroblastos provenientes
de portadores de pterigios recidivados, um estudo prévio jad demons-
trou que a resposta seria semelhante caso fossem incluidos pterigios
primarios, devido ao mesmo tipo de comportamento celular entre
primérios e recidivados in vitro®.

A triancinolona é uma esteroide de acao intermedidria que dimi-
nui a proliferacao fibrobléstica, formacdo de neovasos e inflamacgao.
A possibilidade de ser injetada por via subconjuntival permite que
uma concentracdo maior de corticosteroide seja aplicada diretamen-
te na area de proliferacao fibrovascular®.

A reducdo na proliferacdo celular sob efeito da triancinolona
ocorreu na observacao feita 3, 6 e 12 dias apds a exposicao, tanto
nos pterigios recidivados como nas cépsulas de Tenon normais ex-
postas a droga. A retomada da proliferacéo verificada 18 dias apos a
exposicao nos fibroblastos de pterigios indica que a droga necessita
de exposi¢des mais frequentes, provavelmente em intervalos entre
12 e 18 dias, para que seja mantido seu efeito antiproliferativo que
foiinicialmente observado. Estudo envolvendo o acetonida de trian-
cinolona aplicado por via subconjuntival em pterigios recidivados,
mostrou serem necessarias de uma a trés injecoes, com uma média
de 3,4 semanas entre elas® Estes achados clinicos corroboram com
o presente estudo, realizado in vitro, que demonstrou que a trian-
cinolona perdeu sua acdo antiproliferativa, com volta da atividade
fibrobléstica na Ultima avaliacdo (18 dias apds a exposicao).

Devido ao fato de nao haver referéncias quanto ao uso da trian-
cinolona em cultivo de fibroblastos de pterigio, optou-se por usa-la
na mesma concentracao encontrada comercialmente.

Segundo outro estudo® a triancinolona foi tdo efetiva e segura
quanto o 5-Fluoruracil na inibicdo da recorréncia de pterigios. A
maior complicacdo encontrada foi o aumento da pressdo intraocu-
lar, porém reversivel e controldvel com medica¢des hipotensoras
oculares, que puderam ser descontinuadas, sem nenhum dano ou
glaucoma permanente. Porém estes autores utilizaram o acetonida
de triancinolona, que é o mais potente dentre os corticosteroides
de acdo intermediaria, sendo até oito vezes mais potente que a
prednisona.

Em estudo anterior® no qual foi comparada a eficacia do 5-fluor-
uracil (5-FU) e da mitomicina C (MMC) sobre a inibicao da proli-
feracdo fibroblastica, comprovou-se que ambas as drogas sédo igual-
mente eficientes a partir do sexto dia de exposicdo, com signifi-
cancia estatistica. Porém a MMC, por ser um agente alquilante, age
inibindo a proliferacédo de todas as células que porventura tenham
entrado em contato com a droga, sejam estas células normais da
conjuntiva e coérnea adjacentes ou de fibroblastos de pterigios, o
que n&o ocorre com a triancinolona ou o 5-FU. Porém, a triancino-
lona apresentou eficacia antiproliferativa somente até o 122 dia de
exposicdo, enquanto o 5-FU pode manter-se efetivo por até 36 dias
apos a exposicao’®.

Outras drogas como o Tacrolimus (FK 506) e a ciclosporina A
de pterigios”®, mostrando-se também eficazes. Porém o FK 506
apresentou a retomada da proliferacdo apdés um dia de exposi-
cédo, necessitando de reaplicacdes ainda mais frequentes que a
triancinolona para manutencéo da efetividade, enquanto a ciclos-
porina demonstrou maior variabilidade de resposta, uma vez que
no 122 dia de exposicao, 2 dentre as 7 amostras apresentavam ainda
fibroblastos vidveis.

Os resultados do presente estudo permitiram-nos verificar que a
triancinolona in vitro realmente inibe a proliferacao de fibroblastos
de pterigios, assim como os da capsula de Tenon normal. A redugéo
desta proliferacdo se da por periodo de tempo de 12 até 18 dias apds
a exposicao a droga.

Fica claro que varias drogas podem ser utilizadas como trata-
mento adjuvante do pterigio, sendo necessério para cada uma delas
observar o mecanismo de acdo, a duracdo do efeito, o tempo de acéo,
as dosagens a serem aplicadas, a necessidade de repeti¢des e o in-
tervalo entre elas.

No caso da triancinolona, um conhecido agente antiproliferativo
e anti-inflamatdrio, a efetividade como inibidor da proliferacao de
fibroblastos foi comprovada no presente estudo.

Novos estudos devem ainda ser realizados no sentido de definir
qual o tipo de triancinolona (hexacetonida ou acetonida), a farmaco-
dindmica, a dose e a frequéncia da aplicagcdo da droga, com o intuito
de definir se a mesma pode ser Util como tratamento adjuvante do
pterigio.
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CONCLUSAO

Tanto os fibroblastos provenientes da cépsula de Tenon normal,
quanto os de pterigios recidivados apresentaram taxa de prolifera-
¢ao significativamente menor apds a exposicao a triancinolona. No
periodo de 18 dias, os fibroblastos de pterigio retomaram o cresci-
mento. Os autores acreditam que a triancinolona pode ser uma boa
alternativa como terapia adjuvante no tratamento do pterigio.
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