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RESUMO

Obj etivo: Padroni zar cultivo primériodecél ulasepiteliai sgerminativasdo
limbo de olhos doadores do Banco de Olhos da Santa Casa de S50 Paulo.
M étodos: Por meio debidpsiasde aproximadamente4 mm?2realizadasna
regido do limbo cirdrgico do anel corneo-escleral remanescente de olhos
doadores, foram obtidos explantes, que passaram por métodos de
dissociagéo paraobtencéo de célul as epiteliaisgerminativasdo limbo, as
guaisforam semeadas em placas de cultivo celular e encubadas naestufa
a37°Cematmosferaa5%deCO,. Asplacasforamobservadasem 21 dias,
sendoavaliadasaaderéncia, amorfol ogiaeamultiplicag@o celular. Resul -
tados: Observamos que ascélulasno decorrer dos 21 diasmultiplicaram-
se, passando da forma arredondada inicial ao processo de dissociagéo,
paraaformapoligona comoinvivo, aémdedemonstraremmaior aderéncia
aplacade cultivo. Conclusdo: Neste estudo foi possivel demonstrar que
o cultivo de células epiteliaislimbicasin vitro pode ser realizado.

Descritores: Célulascultivadas; Célulasepiteliais; Limbodacoérnea/citologia; Epitélioda
cornealultra-estrutura; Aderénciacelular; Cérnealcitologia; Transplante celular

I NTRODUCAO

O epitélio corneal €um dos principaiscomponentes dasuperficieocular.
Sua integridade e constante renovacdo sdo fundamentais para a manuten-
¢A0 da boa visdo. E formado por epitélio escamoso estratificado, desprovi-
do de células caliciformes, com camadabasal de células cubdides apoiadas
sobre a camada de Bowman. A cérnea juntamente com a lagrima, € a
principal responsavel pelo poder refrativo do olho (43D), sendo de suma
importancia sua superficie manter-se uniforme. Segundo Thoft e Friends,
criadores da Teoria XY Z®, o limbo constitui-se por um grupo de células
epiteliais e germinativas distribuidas em camadas (e entre estas, células de
Langerhans e melandcitos) e participa da renovagdo e manutencdo desta
superficie pelamigracéo centripetadestas células germinativas, queinicial-
mente desl oca-se pel as camadas mai s profundas do epitélio (X) e, amedida
que se aproximam daregido central dacorneatornam-se maisdiferenciadas
eganham niveismaissuperficiais(Y), até completarem seu ciclo vital entre
5 e 7 dias, descamando (Z)®2.

Algumas doencas que comprometem a superficie ocular e o filme lacri-
mal, como a sindrome de Stevens-Johnson, penfigdide ocular cicatricial,
queimaduras quimicas e térmicas, doencgas imunol égicas, ceratopatias in-
duzidas por radiagéo, crioterapia no limbo (iatrogénica), processos infec-
Ciosos graves, dentre outras, levam a diminuicdo do ndmero de células
germinativas do limbo corneal . Nestas condi¢des, o limbo perde suafuncéo
de barreiralimitante entre as células conjuntivais e a cérnea, instalando-se
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ent&o, processo de conjuntivalizacdo dacérnea, caracteristico
dedeficiéncialimbica. Tal processo manifesta-se com defeito
epitelial crénico, erosdes recorrentes, neovascul arizagdo, in-
flamag&o cronica e crescimento de tecido fibroso. A metapla-
sia escamosa, transi¢cdo patolégica do epitélio da superficie
ocular ndo ceratinizado em ceratinizado, também é outro sinal
defaléncialimbica®.

Como terapéutica atualmente aceita para esta faléncia
limbica podemos encontrar a ceratoplastia penetrante, trans-
plante de limbo® e/ou transplante de membrana amni6tica.
Porém trata-se de técnicas com limitagdes, jAque podem levar
arejeicdo ou exaustéo do olho doador, no caso de doador vivo
(autdgeno ou homogeno).

A técnicaideal de reconstrucéo da superficie ocular seria
aquela em que houvesse reposi¢éo autégena das células lim-
bicas, sem aperda damaioriadapopul acdo das células doado-
ras. Varios autores ja demonstraram que suficientes células
germinativas podem ser obtidas de bi6psiado limbo de aproxi-
madamente 2mm?2“+13 e ap6s expandidasin vitro, serem trans-
plantadas para o ol ho acometido, em alguns casos tendo como
substrato a membrana amni6tica humana. Esta técnica parece
ser muito promissora, ja que elimina o problema de tecido
doador insuficiente, rejeicdo de transplantes homdgenos e
exaustdo de células germinativas do olho doador.

Com estes principios em mente, objetivamos estabel ecer
um cultivo primério de células epiteliais germinativas do
l[imbo, obtidas de olhos doadores do Banco de Olhos da Santa
Casa de S&o Paulo, abrindo assim novas perspectivas no
estudo do tratamento da deficiénciade limbo.

METODOS

O projeto de pesquisa teve andamento apds aprovacdo da
Comiss&o de Etica da Santa Casa de S&o Paulo.

1. Obtencdodotecidodoador

Para obtencéo das células para o cultivo, foram realizadas
bidpsias, de aproxi madamente 4mm?2, medi das com compasso
cirdrgico, através da dissec¢do manual com alaminandmero
11, naregido do limbo cirdrgico do anel corneo-escleral rema-
nescente de olhos doadores, apos retirada do botdo doador
daregido central da cérnea de olhos doadores liberados para
transplante (Figura2). Os explantesforam mantidosresfriados
a 4°C, no mesmo meio de manutencdo da cornea doadora
(Optisol), e transportados para o Laborat6rio de Biologia Ce-
lular do Instituto Biol6gico do Estado de Sao Paulo.

2. Técnicadecultivo

Na capela de fluxo laminar, o explante foi lavado em so-
lucdo salina tamponada (PBS) a 4°C, em placa de Petri. Em
seguidafoi levado paraum dos "wells" de 16mm de didmetro
daplacade policarbonato para cultivo celular e, fragmentado
em pedagos menores com tesoura (primeira dissociacdo mecé-
nica). O explante sofreu entéo dissociag8o enzimética sendo,
adicionado a este disco DMEM (Meio de Dulbeco Modifica-
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do) contendo 1,2 pg/ml de Dispase |1 em estufa a 37°C por 90
minutos. Em seguida a enzima foi neutralizada com DMEM
contendo SFB a 10%. Transferido para outro "well" vazio da
mesma placa, os pequenos pedacos de explante sofreram en-
téo a segunda dissociacdo mecénica pela pipetagem de solu-
¢do salinalivre de cations de célcio e magnésio (Citrato).

Os explantes foram submetidos a centrifugacéo a 800g/
5min, e as células obtidas ressuspensas em SHEM, que € a
combinacdo dos meios DMEM e HAM’S F12 (1:1 vol/val),
acrescido deinsulina (5 pg/ml), toxinacolérica(0,1 pg/ml), EGF
a 20 ng/ml e Soro Fetal Bovino (SFB) a 20%, semeadas em
outrowell daplaca, e cultivadas naestufaa37°C em atmosfera
a 5% CO 2. A figura 1 resume em forma de fluxograma, a
metodol ogia de cultivo aplicada.

3.Méododeavaliacdo

Asplacasforam observadasno 1°, 3°, 7°, 14° e 21° dias, sob
microscopia 6ptica direta, modelo Olimpus-Tokyo, com au-
mento de 10 e 100 vezes, e fotografadas com filme Fujichrome
Asa 50, avaliando-se os seguintes fatores:

« Aderéncia das células a placa de cultivo.

- Morfologia celular (Forma arredondada ndo aderida ou
poligonal, como originalmente é observadain vivo)

« Multiplicagdo celular (Pelo preenchimento de espacos
vazios na placa— monocamada, e capacidade de formacéo de
colbnias, através daobservacao individualizadade umacélula
e sua multiplicagdo por consecutivas mitoses). A observacéo
de coldniasfoi feita pela marcagéo de umaregido daplacade
cultivo com caneta hidrogréfica, acompanhando um agrupa-
mento celular originado deumaunicacélula.

RESULTADOS

Na regido da placa demarcada por caneta observamos a
formagdo de agrupamento celular com mais de 40 células
oriundas de umaunicacélulaméae.

Lavagem com PBS a 4°C
v
Dissociagdo mecéanica com tesoura
v
Dissociacdo quimica com Dispase |l
v
Dissociagdo mecanica com citrato pipetado
v
Centrifugagéo
v
Resuspensdo no meio de cultivo
v
Semeadura na placa de cultivo

Figural-Fluxogramado método de cultivo de células epiteliais
germinativasdolimbo
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O quadro abaixo resume o resultados das nossas observa-
¢Oes:

Quadro 1-Resultados obtidos da observagéaodo cultivode

células epiteliais germinativas do limbo de olhos doadores

humanos por 21 dias, no Instituto Biol6égico do Estado de
SéoPaulo, 2000

1°dia 3°dia 7odia 14°/2°dia
(Figura2) (Figura3)
Aderéncia N&o Parcial Sm Sm
Morfologia Arredondada Ovalada  Poligonal Poligonal
Multiplicacdo N&o Sm Sm Pouca

DI SCUSSAO

O desenvolvimento de tecidos e 6rgdos em laboratorio
para transplante em seres humanos esté passando do campo
daficcéo cientificapararealidade. A necessidade daobtencao
de novas técnicas que supram as falhas dos tratamentos ja
consagrados de deficiéncia limbica fez com que técnicas de
cultivo celular fossem aprimoradas e, a bioengenharia desen-
volvesse tecidos humanos em laboratério passiveis de serem
transplantados.

A doencaocular caracterizadapeladeficiéncialimbicatem
terapéutica apoiada na reposi¢cao de células germinativas do
limbo. O transplante de membranaamnioticaéindicado coma
intencéo de recuperar o estroma do limbo afetado?, e desta
forma, proporcionar um ambiente adequado a multiplicacéo
das células limbicas remanescentes, enquanto o transplante
delimbo restaurariaa populagéo de células germinativas. Até
agora, este tipo de tratamento baseia-se no transplante cirdr-
gico de blocos de tecido limbico contendo células germina-
tivas. Kenyon e Tseng foram os pioneiros da técnica do
transplante autégeno de limbo, na qual segmentos de limbo
sdoretirados do olho sadio contralateral paraserem transplan-

Figura2-Célulasepiteliaisgerminativasdolimbo, fotografadasno 3°

diadecultivo, mostrandocélulasarredondadas, parcialmenteaderidas

epréximasaoexplantelocalizadonaregidocentraldafigura(microsco-
piadpticadiretacomaumentode 100vezes)

3 -2 28 : b C AN .
Figura3-Célulasepiteliaisgerminativasdolimbono14°dia, apresentando
aspectopoligonal, aderidasaofundodaplacadecultivo,jaformandoa
monocamada, fotografadas sob microscopiadpticadiretaemaumento

delOvezes

tados para o olho acometido. Entretanto, € uma técnica que
pode colocar o olho doador em risco, ja que estes blocos
retirados tém dimensBes de até metade da circunferéncia
limbica doadora®, levando as células remanescentes a
exaustdo. Tratamentos alternativos, como o transplante ho-
mageno, tanto de doadores vivos como de cadéveres, também
tém suas limitagdes, como a necessidade de imunossupressao
a longo prazo, material cadavérico doador sem condic¢des
ideais para transplante, ou pelos mesmos motivos do trans-
plante autégeno, quantidade de tecido insuficiente ou o aco-
metimento do olho doador sadio.

A técnicaideal de reconstrucdo da superficie ocular seria
aquelaque promove areposi¢cdo autdégenadas célulaslimbicas,
sem a perda da maioria da populacdo das células do limbo
doador. Pensando em minimizar o tamanho do tecido autégeno
doador, técnicas de cultivo e expansdo in vitro vém sendo
desenvolvidas“®1. O cultivo de diversos tipos de células ve-
getais e animais é bem difundido em nosso pais, com as mais
variadas finalidades, desde testes datoxicidade de agrotdxicos
atéafertilizagdoinvitro. Porém desenvolver técnicaparaalgum
tipo especifico de célula, com suas necessidades particulares é
um trabalho &rduo. Existem diversos trabal hos publicados so-
bre o cultivo de células limbicas, porém nenhum com informa-
¢Oes suficientes para a exata reproducdo do experimento®919,
Além disto, ndo dispomos de todos os ingredientes citados
nestes trabal hos, sendo necessaria aimportacdo destes produ-
tos com seus elevados custos financeiros.

Condic¢des peculiares sd0 necessérias para que cada tipo
de célulase multiplique. Muitos aspectos do sistema de culti-
VO que nada tém a ver com a composi¢do do meio de cultura
podem afetar o crescimento: a concentracdo da populagdo de
células, adesdo ao substrato e a natureza deste, maneira pela
qual as células sdo manipul adas durante os repiques, etc. Por
estarazéo, o meio deve fornecer as células, além de todos os
nutrientes essenciais, ambiente que se assemelhe ao maximo
aguele que dispunham in vivo. Um meio de cultivo tipico
contém varios nutrientes de baixo peso molecular dissolvidos
em solugdo salinatamponada e deve apresentar caracteristicas
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fisico-quimicas que permitam a sobrevivénciaemultiplicacdo
celular. Alguns par@metros importantes sdo: temperatura,
concentracado hidrogeniodnica (pH), tensdo de CO,, osmolari-
dade, tampdes e tensdo de O,

A elaboracdo deste estudo resultou de uma série de expe-
riéncias e adaptacdes as diferentes condicdes citadas na biblio-
grafia do assunto. Neste experimento, a presenca de células
germinativasno cultivo de célulaslimbicasfoi confirmadapela
eficiénciadeformagéo de col 6niade vari os agrupamentos cel u-
lares. Somente células germinativas séo capazes de estabel ecer
coléniascom maisde40 célulasapartir deumacé ulaprogenito-
ra?. Células do epitélio da cornea e da conjuntiva ndo sdo
capazes de estabel ecer culturapor maisde 14 dias, pelaperdada
capacidade de multiplicacéo e aderéncia, ao adquirirem caracte-
risticas de senescénciaevacuolizacdo. A utiliza¢do destatécni-
cadeavaliagdo, e ndo do uso demarcadoresindiretosde células
l[imbicas, que podem contribuir parao melhor controle do grau
de pureza do cultivo, foi devido aimpossibilidade daimporta-
¢éo dos marcadores histoquimicos de células epiteliais germi-
nativas, pelo seu elevado custo financeiro.

CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel demonstrar que o cultivo de
células epiteliais limbicas ex vivo pode ser realizado, porém
estes resultados s&o apenas um passo inicial para estabel ecer-
mos melhor tratamento em pacientes com deficiéncialimbica
das mais variadas causas. A sequéncia |6gica do nosso estu-
do é estabel ecer um substrato adequado (membrana amni6ti-
ca, lentes de contato comuns ou de colageno), para o trans-
porte destas células para a superficie ocular comprometidace,
até mesmo o desenvolvimento de tecido biossintético a partir
de uma Unica célula germinativa, capaz de substituir todos os
componentes da cornea.

ABSTRACT

Purpose: Standardization of limbal stem cell culture of donor
eyesfrom Eye Bank of the" Santa Casade Sdo Paulo". M ethods:
a 4-mm? biopsy was taken from the remaning corneal-scleral
ring of donor eyes, and cells obtained by dissociation were
cultivated and incubated at 37° under 5% CO, .The cellswere

observed during 21 days, evaluating their cell adhesion, mor-
phology and multiplication. Results: We observed cellular
multiplication, morphology modification during 21 days, pas-
sing from round to polygonal form, as in vivo. Conclusion:
This experiment showed that culture of human limbal stem
cellsinvitro can be performed.

Keywords: Cultured cells; Epithelial cells; Limbus corneae/
cytology; Corneal epithelium/ultrastructure; Cell adhesion;
Cornea/cytology; Cell transplantation
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