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de fibroblastos de pterigio primario in vitro
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In primary pterygium in vitro
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Resumo

Objetivo: Este estudo tem por objetivo observar a inibi¢do da proliferacdo celular in vitro em pterigios primdrios utilizando
mitomicina C, ciclofosfamida e metotrexato. Métodos: Os pterigios foram retirados de 7 pacientes com idade entre 30 e 60 anos e
foram submetidos a cultura de suas células epiteliais. Foi entdo verificado o efeito de drogas sobre as células: ciclofosfamida,
metotrexato e mitomicina. As células foram observadas por 5 dias ao microscopio para avaliar a proliferagao celular e os experimen-
tos foram repetidos 5 vezes. Resultados: Quando a mitomicina foi utilizada observou-se importante inibi¢do da proliferagio celular.
Quando a ciclofosfamida foi utilizada houve também inibi¢do do crescimento, 50% apds 24 horas de cultura apds a exposi¢do da
droga aumentando nos dias subsequentes. Nenhum efeito foi observado quando o metotrexato foi utilizado. Conclusao: Os efeitos
de inibicao da proliferagao celular pela mitomicina C ja eram esperados, porém a ciclofosfamida também apresentou-se bastante
eficaz. A ac@o inibitdria da ciclofosfamida sobre a proliferacao fibroblastica in vitro nos leva a acreditar que ela possa ser usada para
prevenir a recorréncia do pterigio depois da excisd@o. Entretanto, testes em animais e posteriormente em humanos se fazem
necessarios para se chegar a essa conclusao.

Descritores: Proliferacao celular/efeito de drogas; Mitomicina/uso terapéutico; Ciclofosfamida; Pterigio/quimioterapia;
Metotrexato/uso terapéutico; Recidiva/prevencdo & controle

ABSTRACT

Objective: This study aims at observing the inhibition of cell proliferation in primary pterygium by the use in vitro of mitomicyn C,
cyclophosphamide, methotrexate. Methods: Pterigyum was removed from seven pacients between 30 and 60 years and were submitted
to culture of epithelial cells. Later the effect of drugs was tested on the cells: cyclophsphamide, methotrexate, mitomicyn. The cells were
observed for five days under the microscope to assess cellular proliferation, and the experiments were repeated five times. Results:
When mitomicyn was used, a marked inhibition of cellular proliferation was observed. When cyclophosphamide was used there also
was inhibition of cellular proliferation, 50% within 24 hs of the culture exposition to the drug increasing in the following days. Conclusion:
The inhibition effects in the cellular proliferation by the use of mitomicyn C was already expected, but the use of cyclophosphamide was
also very effective. The cyclophsphamide inhibitory action on fibroblastic proliferation in vitro lead us to believe that it may be used to
prevent pterygium recurrence dfter incision. However, tests in animals and later in humans are necessary.

Keywords: Cell proliferation/drug effects; Mitomycin/therapeutic use; Cyclophosphamide/; Pterygium/drug therapy; Methotrexate/
therapeutic use; Recurrence/prevention & control
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INTRODUCAO

pterigio do grego pterygos, “braco” é caracterizado por

ser um tecido fibrovascular, degenerativo, elastético,

basofilico e subepitelial de aspecto triangular, que cres-
ce a partir da conjuntiva bulbar em dire¢@o a cérnea. Pode ser
primério ou recorrente, sendo este definido como a proliferacao
de tecido fibrovascular de aspecto semelhante ao pterigio pri-
mario retirado e secunddrio a uma reagao inflamatdria. A reci-
diva vem acompanhada de inflamagdo conjuntival e envolvimento
corneano pronunciado. Multiplas intervencdes cirtirgicas na re-
gido limbica determinam disfuncgdes locais severas e o cresci-
mento de tecido fibroso que pode levar a formagao do simbléfaro.

O pterigio ¢ uma anormalidade que afeta grande nimero
de pessoas em todo o mundo, principalmente em dreas geografi-
cas mais proximas ao equador, tropicais e subtropicais onde o
clima é mais quente e onde os raios ultra-violetas sdo mais in-
tensos. Este fato, bem como a observacdo de maior prevaléncia
em individuos que trabalham ao ar livre, acaba por estabelecer
uma forte relagdo com a exposi¢do a radiagdes actinicas, mais
especificos raios UV do tipo UV-A e UV-B®. De fato, a radia-
¢ao UV ¢ considerada fator indutor de dano as células
germinativas limbicas, aumentando o risco de desenvolvimento
de pterigio e tornando-o uma das causas mais frequentes de
procura ao oftalmologista. E uma afeccio de etiologia
multifatorial, relacionada também a inflamacdes cronicas,
microtraumatismos de repeticdo, hereditariedade, idade,
exposi¢do ao vento, areia, poeira e distirbios imunolégicos®.

Apresenta evolucdo lenta e progressiva, frequentemente
associada a sintomas irritativos (ardor, sensac¢ao de corpo estra-
nho, hiperemia) e diminuicdo da AV a qual pode ocorrer pela
invasdo do eixo visual (drea pupilar) e por alteracdes do filme
lacrimal e astigmatismo irregular induzido (podendo chegar a 3
dioptrias)®.

Até o presente momento, a Unica conduta disponivel para
sua resolucdo completa € a remocao cirdrgica que estd indicada
em casos em que hd prejuizo da AV, inflamacdes cronicas, altera-
¢cOes cosméticas, restricio da motilidade ocular e sintomas
irritativos persistentes®. O alto indice de recidiva demonstrado
apos a excisdo do pterigio levou ao desenvolvimento de diver-
sas técnicas cirtrgicas e utilizagio de terapias adjuvantes®. Entre
as técnicas empregadas para sua remocao cita-se retalho
conjuntival, transplante autélogo de conjuntiva®, enxerto de
mucosa oral®, ceratoplastia lamelar, ceratoplastia penetrante®,
escleroceratoplastia e membrana amnidtica®. A excisdo com ras-
pagem de esclera, técnica descrita por D’Obraim (1948) é o pro-
cedimento mais comum para o tratamento do pterigio. Entre-
tanto, esta técnica € acompanhada por uma taxa de recorréncia
de 5% a 89%. Diferentes tratamentos adjuvantes a resseccao do
pterigio tém possibilitado diminuir a taxa de recorréncia, mas
complicacdes variadas tém sido relatadas por causa dos seus
usos®. Nosso trabalho tem o objetivo de pesquisar novas drogas
que possam auxiliar na diminui¢do da recorréncia do pterigio.
Para isso verificamos a inibi¢do do crescimento de fibroblastos
de pterigio in vitro na presenga de algumas drogas.

Métodos

Pacientes

Os pterigios foram retirados de 7 pacientes (3 homens e 4
mulheres), com idade entre 30 e 60 anos, apds consentimento
informado. Todos os pterigios eram primarios sem nenhuma do-
enga ocular associada.

Métodos

Cultura de células epiteliais do pterigio

O protocolo para o cultivo celular foi estabelecido de acordo
com modifica¢des da técnica Kria et al.), onde imediatamente
ap6s a retirada do pterigio, este era lavado em solug@o balance-
ada de Earle’s (Materbaby, Maringd, PR, Brasil) contendo peni-
cilina (200 micra/ml), estreptomocina (100 micra/ml) (SIGMA,
St Louis, MO, USA), anfotericina B (100 micra/ml) e fungizona
(5 micra/ml) (GIBCO, Grand Island, NY, USA). Os pterigios fo-
ram cortados em pedacos de aproximadamente 2x2 ou 2x3 mm
e colocados em placas plasticas de 60mm contendo meio MEM
“Minimal essential media” (Fundagio Ezequiel Dias, Belo
Horizonte (MG), Brasil) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) e antibidticos na mesma
concentragdo descrita acima. As placas foram entdo incubadas a
37° em incubadora umidificada contendo 5% de CO? O meio
era trocado duas vezes por semana, sendo retirado 70% do meio
e recolocado 70% de meio fresco.

Testando o efeito das drogas sobre as células

Quando houve a formacao da primeira camada de células,
estas foram destacadas depois da incubacdo em solucao de
tripsina — EDTA 0,25% sem Ca**e MG** (GIBCO, Grand Island,
NY, USA) a temperatura ambiente por 1 minuto. Depois da
tripsinizacdo, a tripsina foi inativada por adicdo de MEM com
10% de soro fetal bovino e as células foram lavadas no mesmo
meio, centrifugadas e ressuspensas para uma contagem prima-
ria. As células foram entdo adicionadas as placas de 4 buracos a
uma densidade de 2x10* células/ml, para serem subcultivadas.
Ap6s 2 dias de crescimento as drogas foram adicionadas as células
nas seguintes concentrag¢des: 1000 micra/ml ou 20 mg/ml:
ciclofosfamida (Baxter Oncology Gmbh, Frankfurt, Alemanha),
500 micra/ml ou 10 mg/ml; metotrexato (Galena Quimica e
Farmacéutica Ltda., Campinas (SP), Brasil), 1000 micra/ml ou 20
mg/ml e mitomicina (Bristol-Myers Squibb Brasil S.A., Santo
Amaro, SP, Brazil), 20 micra/m2 ou 0,4 mg/ml. As drogas foram
diluidas em meio MEM com 10% de soro colocado na estufa 12
horas antes da utilizagao para estabilizagdo do PH. Imediatamente
apos a diluicdo as drogas eram adicionadas as células e as placas
retornavam para a estufa. As células foram observadas
diariamente por 5 dias ao microscépio de contraste de fase para
avaliar a proliferacdo celular. Foi realizado controle negativo
quando nenhuma droga era adicionada. Os experimentos foram
repetidos 5 vezes.

RESULTADOS

Com a utilizagdo da mitomicina observou-se uma
significante inibicdo da proliferacdo celular. J4 nas primeiras 24
horas observou-se que as células desprendiam-se da placa em
quase a totalidade da extensdo. Quando a ciclofosfamida era
utilizada observou-se também inibi¢do do crescimento. As célu-
las encontravam-se nao aderidas a placa de cultivo em aproxi-
madamente 50% de sua extensdo apds 24 horas de cultura apos
exposicao a droga, aumentando nos dias subsequentes, atingin-
do quase a totalidade da extensdo apds 72 horas. Nenhum efeito
foi observado, no entanto as células ndo apresentaram degene-
ragdo aparente, mesmo apds 120 horas de cultivo em presenga
da droga. Nenhum efeito foi observado quando o metotrexato
foi utilizado, mesmo apds 120 horas de cultivo, as células manti-
veram-se aderidas as placas e um crescimento aparente foi
observado. O mesmo foi observado na placa de controle, cresci-
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Figura 7: Ciclofosfamida 72h

mento celular com as células aderidas as placas. O PH das pla-
cas foi medido ap6s 24 horas e observou-se que nas placas onde
a mitomicina, o metotrexato e a ciclofosfamida eram adiciona-
das o PH encontrava-se em torno de 7,0 (Ver figuras 1 - 9).

DiscussAo

Como terapia adjuvante da excisao do pterigio a
mitomicina C tem sido bastante utilizada para prevenir a
recorréncia deste, seja através do uso intraoperatdrio ou pos-
operatério. Singh et al. apds resseccao do pterigio pela técnica
de esclera exposta e uso de colirio de mitomicina C relataram
taxa de recorréncia de 2,2% comparada com 88,9% dos contro-
les tratados com placebo”. A partir dai o uso desse antimitético
popularizou-se, sendo atualmente indicado para reduzir
recorréncias pds-operatdrias do pterigio. Entretanto sérias com-
plicacdes visuais depois de seu uso preocupam muitos cirurgioes.
Efeitos como irritacdo conjuntival e complicacdes como ceratite,
necrose da esclera com ou sem inflamacéo (escleromaldcea),
glaucoma secundadrio, catarata, edema e perfuracio de cérnea e
calcificagdo da esclera tém sido relatados®. A mitomicina C é
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Figura 9: Controle 72h

um agente “radiomimético” que pode causar uma necrose
avascular similar aquela da radiagdo beta.

Em 1992, Rubinfeld et al. relataram 10 casos de complica-
¢oes graves relacionadas ao uso de mitomicina C tépica apds
cirurgia de pterigio e raspagem da esclera. Essa técnica predis-
poe o olho a efeitos avasculares da mitomicina, que podem levar
a corrosio de esclera, mas ainda assim ¢ a técnica mais utilizada
por ser a mais facil de ser realizada®.

A busca por maior seguranca no uso da mitomicina C levou
ao uso de concentracdes cada vez menores desta droga, que con-
tinuaram sendo eficazes na redugdo das recorréncias. Entretanto,
recentemente foi relatado um caso onde uma baixa dose (0,02%)
usada por apenas 3 minutos levou a perfuracio cérneo-escleral”.

A mitomicina tem sido bastante utilizada, mas ha que se
tomar certos cuidados em sua utilizacdo. A droga nao deve en-
trar em contato com dreas desepitelizadas e nem deixar a esclera
exposta ap0ds sua aplicagdo. A mitomicina colocada em contato
com drea de defeito epitelial corneano, como aquele produzido
quando da remogao do pterigio, provoca retardo na sua repara-
¢ao™, Deve-se evitar excessiva cauteriza¢do da esclera e ndo
deixar a drea escleral de ressec¢do do pterigio exposta no final
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do procedimento cirtrgico. Dano escleral devido a delaminagao
e a cauterizacdo excessivas e ainda o efeito vasoclusdo da
mitomicina C e a instabilidade do filme lacrimal nessa drea po-
dem predispor ao afinamento e necrose escleral dessas areas!
19, Além disso, deve-se evitar o uso de mitomicina C em pessoas
idosas e em portadores de pterigios atréficos, quando as possi-
bilidades de recorréncia sdo pequenas. Ndo deve ser empregada
em olhos secos ou com alteragdes da superficie ocular®.

O uso da radiagio beta também tem levado a uma diminui-
¢do da taxa de recorréncia para 5 a 33%, mas também esté associ-
ada a sérias complicagdes!. Devido a essa insatisfagio com o uso
da mitomicina e outras terapias adjuvantes, resolvemos pesquisar
outras drogas que pudessem auxiliar na diminuigio da recorréncia
do pterigio. Como a recorréncia desse ndo parece estar associada
com exposi¢ao a luz ultravioleta e sim devido a uma acelerada pro-
liferacdo fibrobléstica, produzida pelo trauma da operagdao™, re-
solvemos realizar experimentos in vitro para verificar a inibicdo do
crescimento dos fibroblastos de pterigio frente a algumas drogas
escolhidas. Essas drogas sao utilizadas em tratamento de neoplasias.
Foram escolhidas por ndo serem vesicantes!'®, pois acreditamos
que os efeitos indesejados da mitomicina sobre o olho sejam princi-
palmente devido a droga ter esse efeito. As drogas vesicantes sao
aquelas que provocam irritacdo severa com formacao de vesiculas
e destruigdo tecidual quando infiltradas fora do vaso sanguineo e
podem ocasionar necrose.

Os resultados da mitomicina C em inibir a proliferacdo dos
fibroblastos de pterigio em nossos experimentos, jd eram espera-
dos, porém a ciclofosfamida também apresentou-se bastante efi-
caz. A ciclofosfamida pertence ao grupo das cloroetilaminas, ¢ um
agente alquilante bifuncional, ndo possuindo especificidade por
fase alguma do ciclo celular”. J4 a mitomicina é um
antimetabolito alquilante, atua ligando-se ao DNA, acarretando
ligagdes anOmalas e quebras em sua estrutura, inibindo a mitose, a
sintese proteica e levando a morte celular™. A ag¢do inibitéria da
ciclofosfamida sobre a proliferagao fibrobldstica in vitro nos leva
a creditar que ela possa ser usada para prevenir a recorréncia do
pterigio apds a sua retirada. Em 1983, pela primeira vez foi des-
crito o uso da mitomicina C, um agente potente na inibi¢do
fibroblastica em cirurgias filtrantes, desde entdo varios autores
comprovaram os excelentes resultados do uso intraoperatodrio,
especialmente nos glaucomas refratarios®. O que nos leva tam-
bém a pensar no uso da ciclofosfamida para a mesma ag@o da
mitomicina nas cirurgias filtrantes. A ciclofosfamida é um éster
fosfamidico ciclico da mecloretamina, que causa o impedimento
da divisao celular primariamente por ligacao cruzada de corddes
de DNA. Ela foi utilizada numa dosagem maior que a mitomicina
C, pois as concentragdes usadas nesse trabalho foram as mesmas
indicadas em casos de neoplasias, sendo que nesses casos a quan-
tidade de mitomicina é sempre bem menor que a de ciclofosfamida.

O efeito sobre a proliferacdo celular observado com a
ciclofosfamida, nao foi observado com o metotrexato, levando-
nos a afirmar que nem toda droga antimitética tenha efeito so-
bre o crescimento do pterigio. Resta-nos saber se a ciclofosfamida
apresentara algum efeito adverso que contra indique sua utili-
zacdo para evitar a recorréncia do pterigio ou até mesmo para
as cirurgias filtrantes. Testes em animais e posteriormente em
humanos se fazem necessdrios para se chegar a essa conclusao.
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