ARTIGO ORIGINAL DOI 10.5935/0034-7280.20210002

Estudo comparativo da inibi¢ao da proliferacao
de fibroblastos in vitro na conjuntiva utilizando
mitomicina C e ciclofostamida

Comparative study of inhibition of fibroblasts proliferation
in vitro in the conjunctiva using mitomycin and ciclophosphamide

Juliana Almodin' https://orcid.org/0000-0001-6798-1307

Ederson Engel? https://orcid.org/0000-0002-6423240

Janderson Figueira dos Santos? https:/orcid.org/0000-0002-3326-4876
Flavia Almodin* https://orcid.org/0000-0001-6497-8591

Vania Cibele Minguetti-Camara® https://orcid.org/000-0002-0058-892X
Edna Almodin* https://orcid.org/0000-0002-7609-4432

Marcio Mendes® https://orcid.org/0000-0001- 9973-0297

Tadeu Cvintal” https://orcid.org/0000-00001-5324-5253

Remo Susanna Junior? https://orcid.org/0000-0001-9147-9528

Resumo

Objetivo: Avaliar a inibi¢ao da proliferacdo de fibroblastos in vitro das conjuntivas obtidas através de exérese de pterigios de pacientes
utilizando mitomicina C (MMC) e ciclofosfamida (CF). Métodos: Os pterigios foram retirados de 7 pacientes e submetidos a cultivo
celular. Ap6s o cultivo, 3 fragmentos de dimensdes iguais deste material foram colhidos de areas adjacentes do pterigio removido de
cada paciente. Eles foram randomicamente selecionados de tal forma que: um fragmento de cada paciente foi exposto: ao meio de
cultura (grupo controle), a MMC e a CF por igual periodo de tempo nas concentragdes de 0,4 mg/ml e 10 mg/ml respectivamente. Ap6s
este periodo realizou-se a contagem celular de fibroblastos destes 3 grupos. Cada grupo continha 7 fragmentos. Resultados: Com a uti-
lizagdo da MMC tivemos uma taxa de 95% da inibicao da proliferacao dos fibroblastos, enquanto com a CF 100%. Conclusoes: Ambas
as drogas apresentaram elevada taxa da inibicao da proliferacio de fibroblastos, porém a CF apresentou inibicdo maior que a MMC.

Descritores: Proliferacdo de fibroblastos Cicatriza¢ao; Mitomicina; Ciclofosfamida; Trabeculectomia; Pterigio; Cultura celular;
Drogas antimitéticas

ABSTRACT

Objective: To evaluate the inhibition of fibroblast proliferation in vitro of conjunctiva obtained by excision of pterygium from patients
using mitomycin (MMC) and cyclophosphamide (CF). Methods: Pterygiums were removed from 7 patients and subjected to cell cul-
ture. After cell cultivation, 3 fragments of equal dimensions of these tissues were collected from adjacent areas of each patient removed
pterygium. They were randomly selected in such a way that one fragment of each patient was exposed to: the culture medium (group
control), to MMC and to CF for an equal period of time at concentrations of 0,4 mg/dl and 10 mg/dl respectively. After this period, the
fibroblast cell count of these groups were performed. Each group had seven fragments. Results: With the use of MMC we had a 95%
rate of inhibition of fibroblast proliferation, while with CF 100%. Conclusion: Both drugs showed a high rate of inhibition of fibroblast
proliferation, but CF showed greater inhibition than MMC.

Keywords: Fibroblasts proliferation; Healing; Mitomycin; Cyclophosphamide; Trabeculectomy; Pterygium; Cell culture; Anti-
mitotics drugs
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INTRODUCAO

modulacdo da atividade dos fibroblastos na cicatrizagdo
Aconjuntival de cirurgias tem o potencial de melhorar os

resultados apds cirurgias conjuntivais, como exérese de
pterigio, cirurgias fistulizantes para tratamento de glaucoma e
para vdrios distirbios oculares, incluindo: penfigéide cicatricial
e ceratoconjuntivite vernal.)

O cendrio clinico em que a cicatriza¢do tem sido mais in-
vestigado € na cirurgia de pterigio e na cirurgia filtrante para o
glaucoma, a trabeculectomia (TREC).®

O sucesso destas cirurgias dependem, em parte, da mo-
dulacdo da producdo dos fibroblastos. No caso do pterigio para
diminuir a chance de recidiva, e no caso de cirurgias fistulizantes,
diminuir a cicatrizacio do local da bolha, permitindo a drenagem
do humor aquoso da cAmara anterior (CA) para o espago sub-
conjuntival. Esse processo resulta na formacgao de uma bolha de
filtracdo. A falha na cirurgia de glaucoma geralmente resulta de
uma cicatrizacdo excessiva que fecha a fistula; e os fibroblastos
desempenham papel significativo nesse processo.?

A principal causa do insucesso na TREC € a cicatrizacao
que ocorre a nivel subconjuntival e tenoniano na area da fistula.
Neste processo existem dois fatores a serem levados em consi-
deracdo: a vascularizacdo necessdria para o aporte de oxigénio e
nutrientes importantes para a formacdo da cicatriz, e a migracao
e proliferacdo de fibroblastos tenonianos que sintetizam coldgeno
e fazem a contragio do tecido cicatricial.®

O 5-Fluouracil (5-FU) e a mitomicina C (MMC) sdo drogas
antiproliferativas poderosas e eficazes que ja sdo utilizados ha
anos para melhorar o sucesso da TREC, porém essas substancias
néo estao isentas de efeitos colaterais, como a toxicidade corneana,
hipotonia, formacdo de bolhas cisticas e avasculares, blebites e
endoftalmites.®?

Além da MMC e do 5-FU, vdrios outros agentes foram
propostos para diminuir a cicatrizagdo episcleral apés a TREC,
apenas alguns foram avaliados em ensaios clinicos e nenhum se
tornou bem aceito ou amplamente utilizado.®

Tendo em vista as complicagdes resultantes da utilizacdo
destas substancias, resolvemos testar a capacidade de inibi¢ao da
proliferacdo de fibroblastos da ciclofosfamida (CF). A CF é uma
droga antimitdtica, antiproliferativa e antineoplésica largamente
utilizada em tratamento de neoplasias. Ela ja é descrita como
um agente promissor em estudos in vivo e in vitro como agente
antifibrético.® E ao contrério das anteriores ndo ¢ vesicante.

MEtobpos

Pacientes:

Retiramos pterigios de 7 pacientes (3 homens e 4 mulheres),
com idade entre 30 e 60 anos, apds consentimento informado pela
técnica de esclera nua. Todos os pterigios eram primarios sem
nenhuma doenga ocular associada. Os pacientes ndo faziam uso
de drogas imunossupressora local ou sistémica.

Cultura de células epiteliais do pterigio

O protocolo para o cultivo celular foi realizado foi esta-
belecido anteriormente por Almodin e colaboradores (2013)(2
e baseado em Kiria et al (1998). Brevemente, o tecido epitelial
de pterigio foi retirado, lavado, fragmentado e dividido em trés
grupos: controle (sem medicagdo), mitomicia C e ciclofosfamida.
Os fragmentos foram cultivados em meio Eagle (GIBCO, Grand

Island, NY, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Nutricell, Campinas, SP, Brasil), antibiéticos e incubados 37° em
atmosfera contendo 5% de CO,.

Testando o efeito das drogas sobre as células

Quando houve a formacao da primeira camada de células,
estas foram incubadas em solucdo de tripsina 0,25% (GIBCO,
Grand Island, NY, USA) por 1 minuto, a temperatura ambiente.
Depois da tripsinizagdo as células foram lavadas e ressuspensas
para contagem. As células eram entdo adicionadas as placas con-
tendo 1 ml de meio Eagle com 10% de soro fetal bovino a uma
densidade de 1x104 células/ml, para serem subcultivadas. Apos 5
dias de crescimento, as drogas foram adicionadas as placas que
estavam sob cultivo nas seguintes concentragdes: CF (Baxter
Oncology Gmbh, Frankfurt, Alemanha), 500mg/m? ou 10 mg/ml e
MMC (Bristol-Myers Squib Brasil S.A, Santo Amaro, SP, Brazil),
20mg/m? ou 0,4 mg/ml. As drogas foram diluidas em meio Eagle
com 10% de soro e mantidas na estufa 12 horas antes da utilizagao
para estabilizacdo do PH. Imediatamente apds as drogas serem
adicionadas as células, as placas retornaram a incubadora. As cé-
lulas foram observadas ao microscépio invertido de contraste de
fase ap6s 24 hs da exposicao as drogas, para avaliar a proliferagao
celular. Apés, foi determinada a viabilidade celular pel o teste de
exclusdo do corante azul de trypan 0,1% (Ophthalmos,Jabaquara,
SP, Brasil). Células vidveis sdo impermedveis a este corante, uma
vez que sua penetracdo na célula indica a perda da integridade de
sua membrana. Todo o meio de cultura de cada placa, contendo

Figura 1: Cultura controle — MO 400x

as drogas foi retirado e colocado em tubos. A placa foi lavada
vdrias vezes para que nenhuma célula permanecesse no fundo, o
que foi comprovado pela observagao ao microscopio. Ao tubo foi
adicionado meio de cultura Eagle com 10% de soro para lavagem
das células, pela centrifugagdo por 5 minutos. O sobrenadante
foi retirado e 100 ul de meio de cultura foi adicionado ao tubo.
O azul de trypan (0,4%) foi adicionado as células a um volume
1:1 e incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. Apds esse
tempo foi realizada avaliagdo quantitativa da citotoxidade pela
contagem das células coradas e ndo coradas em cdmara de Makler
para determinagao do indice de viabilidade:

Viabilidade em % = (total de células — células coradas) X100

Total de células

Foi realizado controle negativo quando nenhuma droga foi
adicionada (Figura 1). Os experimentos foram repetidos 3 vezes.
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Figura 2: Células coradas apds agdo da CF — MO 400x

Figura 3: Células coradas ap6s agio MMC - MO 400x.

ResuLtADOS

Nas placas em que houve a utilizagdo da MMC e da CF
observou-se extensa inibi¢ao da proliferacao celular nas primeiras
24 horas em relac@o a placa controle. Observou-se que as células
se desprendiam da placa com MMC em quase a totalidade da
extensao. Quando a ciclofosfamida foi utilizada, efeito semelhante
foi observado. As placas de controle mantiveram-se com a totali-
dade de células aderidas ao fundo. Quando a coloracdo com azul
de Trypan 0,1% foi realizada, observou-se que 100% das células
que foram submetidas a CF estavam coradas (Figura 2), ou seja, o
teste de viabilidade foi zero apds 24 horas de exposi¢ao a droga, en-
quanto 95% das células submetidas a MMC apresentavam-se com
coloracdo (Figura 3), apresentando um teste de viabilidade de 5%.

DiscussAo

O pterigio € uma doenga caracterizada pelo crescimento de
tecido conjuntivo subconjuntival fibrético e hipertrofia do epitélio
conjuntival suprajacente.®

Como a recorréncia desse ndo parece estar associada
com exposi¢do a luz ultravioleta e sim devido a uma acelerada
proliferacéo fibroblastica produzida pelo trauma cirdrgico,?
resolvemos realizar experimentos in vitro para verificar a inibicao
do crescimento dos fibroblastos de pterigio frente a agdo da CF,
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pensando numa alternativa terapéutica que pudesse também
inibir a proliferagao de fibroblastos durante a cirurgia fistulizante.
A CF é uma droga antimitética, antiproliferativa e antineopldsi-
ca largamente utilizada em tratamento de neoplasias. Ela ja foi
descrita como um agente promissor em estudos in vivo e in vitro
como agente antifibrético.'?  Ela foi escolhida por ndo ser
vesicante, pois acreditamos que os efeitos indesejados da MMC
sobre o olho sejam principalmente devido a droga ter esse efeito.
As drogas vesicantes sdo aquelas que provocam irritagdo severa
com formagao de vesiculas e destrui¢ao tecidual quando infiltradas
fora do vaso sanguineo e podem ocasionar necrose.!?

Os resultados da MMC em inibir a proliferacao dos fibro-
blastos de pterigio em nossos experimentos, ja eram esperados,
porém a CF também se apresentou bastante eficaz. A agéo inibi-
téria da CF sobre a proliferagao fibroblastica in vitro sugere que
ela possa ser usada para melhorar a modulagao cicatricial em
cirurgias. A CF € um éster fosfamidico ciclico da mecloretamina,
que causa o impedimento da divisdo celular primariamente por
ligacdo cruzada de corddes de DNA.M Ela foi utilizada numa
dosagem maior que a MMC, pois as concentragdes usadas para
a MMC neste trabalho ja sdo as utilizadas em oftalmologia e a
concentracdo da CF ja sdo as utilizadas para o tratamento de
neoplasias.

A CF é uma droga que talvez possa ser usada como terapia
adjuvante em substituicdo a MMC em cirurgias que precisamos ter
uma inibicdo da proliferacdo de fibroblastos, como na exérese de
pterigio ou outras cirurgias na regidao conjuntival,como naTREC
por exemplo. Contudo, hd necessidade de estudos em animais
e em humanos, e em outras cirurgias diferentes das realizadas
neste estudo para se verificar a eficdcia e seguranca da aplicagdo
desta droga.

Concirusio

A cultura de células submetidas a agdo da CF mostrou uma
maior taxa da inibi¢do da proliferacdo dos fibroblastos, 100%,
enquanto, a sob acdo da MMC detectou 95%.

A CF oferece a vantagem de nio ter acdo vicariante, ou seja,
nao induz formacao de vesiculas e degradacao tecidual podendo
ser manuseada com maior seguranca e menor indice hipotético
de ofensa escleral e complicacoes
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