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RESUMO

Objetivos: Perfluorocarbonos liquidos (PFCLs) sdo usados em cirurgias
oftalmoldgicas de vitreo-retina. Os PECLs podem causar reacdes inflamat6-
rias, danos celulares e destrui¢do da arquitetura normal da retina. Na
tentativa de se evitar estes efeitos, foram desenvolvidos os alcanos
semifluorinados (ASF). Este trabalho avaliou o uso potencial de um ASF,
o perfluorohexiloctano (FH,), como substituto do vitreo de longo prazo
em condicdes controladas por meio de cultura celular. Métodos: Foi feita
andlise da citotoxicidade indireta, na qual as células entram em contato
apenas com elementos soltveis que pudessem ser eliminados pelo perfluo-
rohexiloctano. Avaliou-se entdo a toxicidade direta, ou seja, a toxicidade
mediada pelo contato, do perfluorohexiloctano por meio de microscopia
eletronica de varredura e a imunocitoquimica para a actina. Utilizou-se
como controle, células em meio de culturalivre de qualquer tratamento, um
controle positivo para toxicidade, que apresenta comprovado efeito toxico
as células, e um controle de peso que exercesse compressao mecanica
similar & quantidade de perfluorohexiloctano utilizada no experimento.
Resultado: Observou-se que o referido produto nao apresenta toxicidade
indireta. Os ensaios de toxicidade direta mostraram que as alteracdes
celulares promovidas pelo perfluorohexiloctano eram similares aquelas
exercidas pelo controle de peso e distintas do controle de toxicidade.
Conclusdes: O perfluorohexiloctano ndo apresenta toxicidade indireta e
tem efeito mais compressivo do que toxico sobre as células em cultura.

Descritores: Fluorocarbonetos/toxicidade; Cultura de células; Procedimentos cirurgicos
oftalmoldégicos

INTRODUCAO

As cirurgias oftalmolégicas vitreo-retinianas tiveram grande desenvol-
vimento com a técnica da vitrectomia, que possibilitou ampla substitui¢io
do gel vitreo e manipulagdo da retina, fornecendo uma opc¢ao de tratamento
eficiente para reaplicar a retina ao seu leito normal, permitindo manter sua
nutri¢do e capacidade funcional. Este objetivo nem sempre € facil de ser
conseguido, devido ao processo de proliferacdo fibrosa e conseqiiente
tragdo que tende a manter a retina descolada.

O uso dos perfluorocarbonos liquidos (PFCLs) hé alguns anos na oftal-
mologia como ferramenta para devolver a retina a sua posi¢ao anatomica de
maneira menos traumdtica, facilitou grandemente a cirurgia de vitreo-retina. A
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maior gravidade especifica destes liquidos promove uma esta-
bilizacao hidrocinética da retina durante a cirurgia, deslocando
o liquido sub-retiniano™. Estas substincias sio empregadas
ndo apenas como ferramenta intra-operatoria, mas também
como agentes tamponantes intra-oculares (em estudo), que
inseridos durante o ato cirdrgico para posicionar a retina, per-
manegam o tempo pds-operatdrio necessario até que se desen-
volva uma adesdo retiniana que impeca seu redescolamento.

Os perfluorocarbonos tém aplicacdo numa ampla varieda-
de de condigdes cirtirgicas desde 1989, quando inicialmente
foram usados no manuseio de rupturas gigantes de retina®.
Outros usos incluem casos complicados de descolamento de
retina®®, vitreoretinopatia diabética® e controle de hemorra-
gias vitreas transoperatérias®. Os PFCLs sdo eficientes em
manter a retina colada, em descolamentos de retina induzidos
experimentalmente”.

Entre os PFCLs usados em oftalmologia temos o perfluorocta-
no, o perfluorodecalin, a perfluorotributilamina e o perfluorperhi-
drofenantreno, todos com grande capacidade de transportar e
liberar tanto oxigénio (O,) como gds carbonico (CO,). O perfluo-
roctano € o mais usado no meio oftalmolégico e apresenta melhor
visibilidade do menisco formado na interface entre ele e a solucao
salina balanceada usada na cirurgia®. Os diferentes PFCLs sdo
eficientes para reaplicar a retina” e a decisao sobre qual per-
fluorocarbono usar vai se basear em uma série de consideracoes,
como experiéncia do cirurgido, disponibilidade e custo®.

Alguns autores afirmam que os PFCLs deixados nos olhos
dos pacientes apOs a cirurgia para atuarem como agentes
tamponantes podem causar danos celulares!” e reagdes infla-
matdrias como compressao e destrui¢do da arquitetura normal
da retina com sua desorganizagdo, alteracdes degenerativas
dos fotoreceptores, ativagdo dos macréfagos na retina e a
reduc@o no nimero de células!-!¥ Entretanto nio ficou claro
se esses achados deveriam ser atribuidos a danos téxicos ou
mecanicos, observando-se um efeito progressivo proporcio-
nal ao tempo de contato dessa substincia com a retina!>!¥.

Devido a limitac@o do uso dos PFCLs como substituto do
vitreo de longo prazo-decorrente do efeito compressivo muito
intenso e do discutivel efeito toxico-novos produtos foram
langados no mercado com este objetivo. Sao os mais recentes
desenvolvimentos dos perfluorocarbonos liquidos. Sdo cha-
mados de “alcanos semifluorinados” (ASF) e consistem da
unido de um perfluorocarbono com um hidrogencarbono, o
que diminui a por¢do fluorinada na cadeia molecular levando a
uma menor densidade>'9.

Um dos ASF de uso oftalmolégico estudados € o perfluo-
rohexiloctano (F,Hy). Como os outros PFCLs, os ASFs sdo
limpidos, com indice de refracdo que varia entre 1,30 a 1,34,
portanto proximo ao da dgua (1,33), o que € desejavel a uma
substancia que deve ficar um maior tempo no olho, até que
aconteca a adesdo da retina ao seu leito, pois acarretaria uma
minima alteracdo do poder de refragdo ocular pds-operatorio.
Os ASF sao soluveis em PFCL, hidrocarbonos e 6leo de silico-
ne"” e tem baixa viscosidade como os PFCL mantendo, por-
tanto as caracteristicas destes de facil introducao e remogao
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do olho através de canulas de didametro pequeno e tendéncia
de se dispersar em pequenas bolhas.

A caracteristica do F H, de ter menor gravidade especifica,
quando comparado com outros PFCLs, permitiria seu uso pos-
operatério como agente tamponante, mantendo a retina na
posicdo desejada, teoricamente com menor risco de dano celu-
lar"™, Estudos com o perfluorohexiloctano como substituto
do vitreo em olhos de coelhos ndo mostrou alterag¢des retinia-
nas importantes na microscopia 6tica e eletrdonica' e a expe-
riéncia clinica com o F H,, embora limitada, mostra respostas
distintas quanto ao dano retiniano e resposta inflamatdria,
conforme diferentes trabalhos®*?. Apesar desses achados
iniciais, e devido ao fato do F,H, ser um produto novo, estu-
dos referentes a citotoxicidade desse composto sdo necessa-
rios para comprovar a sua seguranca. Nesse sentido, nos
propomos a avaliar o possivel efeito toxico do F.H, em condi-
¢cOes isoladas e controladas que somente a cultura celular
poderia propiciar. Comparamos os possiveis efeitos do F H,
com um controle de peso proporcional ao exercido por ele
sobre as células, um controle de toxicidade e uma situacio
onde as células cresceram livres de qualquer tratamento.

METODOS

Manutencgdo das células em cultura

Neste trabalho foram utilizadas células Vero, uma linhagem
celular fibroblastica estabelecida a partir de células renais do
macaco verde africano (Cercopithecus aethiops). Estas célu-
las sdo provenientes do Instituto Adolfo Lutz, SP e foram
mantidas em meio Ham-F10 (Sigma) com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Nutricell) a 37°C. As trocas de meio foram feitas
sempre que ocorresse acidificacio do mesmo, e os repiques
foram periodicamente efetuados na medida que ocorresse a
confluéncia do tapete celular.

Perfluorohexiloctano (F H,)

O perfluorohexiloctano (Geuder AG) utilizado neste estu-
do apresenta as seguintes caracteristicas quimicas: férmula
molecular empirica C [F .H , férmularesumida F H, (Geuder®),
peso molecular 432, densidade 1,35 g/ml, tensdo superficial de
21(mN/m), indice de refragdo 1,34, viscosidade 3,2 (centistoke,
a 25°C) e ponto de ebulicdo de 223°C. Quando utilizado no
meio de cultivo era adicionado lentamente, para evitar a forma-
¢do de pequenas bolhas.

Teste de citotoxicidade indireta

Os extratos de F H, foram obtidos colocando-se estes ma-
teriais na concentracdo de 2 g/ml de meio Ham F-10 (Sigma)
com 10% SFB a 37°C por 48 horas sem agitacdo. Depois de
transcorrido esse periodo, o meio foi recolhido, e o F H, pre-
sente no mesmo foi descartado. Desta forma pdde ser avaliado
o possivel efeito de substancias liberadas pelo F H, que pode-
riam estar presentes no meio de cultura. O teste de citotoxici-
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dade indireta e obtencdo dos extratos foi delineado de acordo
com recomendacdes internacionais®?.

Andlise quantitativa dos extratos sobre as culturas celulares

Para a andlise quantitativa dos extratos sobre as culturas
celulares utilizamos o método descrito por Murakami et al®?.
Resumidamente, 100 pl de uma suspensdo de células Vero con-
tendo 1,0 x 10° células/ml em meio Ham-F10 com 10% de SFB
foram inoculadas em uma placa de cultura com 96 pogos
(Corning®, Cambridge, MA, USA) e cultivadas por 12 h nessas
condi¢des a 37°C. Apds este periodo de incubag¢@o o meio de
cultivo foi removido e foi adicionado a cada poco 100 pl de meio
novo com os extratos de F.H,. Apos 12 horas de incubagéo a
37°C os extratos foram removidos e as células foram lavadas
com 0,1 ml de tampao fosfato salino 0,1 M (PBS) em pH 7,4 a
37°C, fixadas em formalina 10% por 15 minutos, lavadas em PBS
pelo mesmo tempo e coradas por cristal violeta 0,05% (em
metanol 20%) por 15 minutos. As amostras foram entdo lavadas
duas vezes com PBS por 30 minutos e incubados com citrato de
s6dio a 0,1 M (em etanol 50% com pH 4,2) pelo mesmo periodo.
A placa com as células remanescentes foi lida em um leitor de
microplacas Multiskan Bichromatic® Versdo 1,06, no compri-
mento de onda de 540 nandmetros. Foi usado como controle
positivo, ou seja, sem efeito citotdéxico, um extrato do material
da prépria placa de cultura (polipropileno). Em todos os experi-
mentos foi usado n=16. Para andlise estatistica foi efetuada a
andlise da varidncia dos resultados obtidos (One-Way ANO-
VA) comnivel de significanciade 0,05.

Teste de citotoxicidade direta

A andlise de citotoxicidade direta consiste na avaliagdo dos
possiveis efeitos toxicos do FH; em contato direto com as
culturas de células Vero. Com esse objetivo, 1ml de suspensao
de células Vero em meio Ham-F10 com 10% de SFB contendo 10°
células/ml foi inoculada em cada pogo de placas de cultura de
células com 24 pocos (Corning®). As placas foram incubadas a
37°C por 12 horas. Apds este periodo de incubacao 0,1 ml de
F H, foi adicionado sobre o tapete celular. Como controle de
peso, foram utilizadas laminulas de vidro, fazendo a compressao
mecanica proporcional ao peso e drea dos 0,1ml de F, H, utiliza-
do, porém inertes no que tange a toxicidade. Como controle
negativo utilizou-se as células cultivadas em meio de cultura na
auséncia de qualquer outro tratamento. Como controle positivo
de citotoxicidade, utilizou-se adesivos de silicone (Rhodias-
tic®), com peso e drea proporcional & ocupada pelo F H,. As
amostras foram colhidas fixadas e coradas, apés um periodo de
doze horas da adi¢do de F.H,, momento em que os achados
foram mais significativos e expressivos das transformagdes
metabdlicas e estruturais das células. Essas amostras foram
entdo processadas para andlise imunocitoquimica.

Andlise imunocitoquimica

Ap6s 12 h de contato com o F H,, ou com seus respectivos
controles. Ap6s 12 h de incubag@o o meio de cultivo foi retirado
e as placas foram lavadas com salina 0,9% em tampao fosfato

(PBS) a 37°C. O material foi fixado em solucdo de Karnovsky
modificada (paraformaldeido 4%/glutaraldeido 0,2%, em tam-
pao fosfato 0,1 M, pH 7,4) com Triton X 100 a 0,2% durante 30
minutos, lavadas com PBS a 37°C e incubadas com PBS mais
albumina sérica bovina (BSA, Sigma) a 1% durante uma hora a
4°C. O material foi tratado com anticorpo monoclonal primario
anti-actina (Sigma, clone AL - 40, prod. nimero A-4.700, Lote
0744826) diluido 1:200 e ap6s diluido 1:40 em PBS contendo
BSA a 1% durante 18 h a 4°C em camara imida. Apés lavagem
com PBS mais BSA a 1% o material foi incubado por uma hora
com anticorpo secunddrio antimouse IgG conjugado com FITC
(Sigma) diluido 1:128 em PBS mais BSA a 1%, lavado com PBS
mais BSA e montado em 1amina com Vectashield® e vedacdo
com esmalte. A observacio foi efetuada em microscépio inverti-
do Olimpus IX-50 usando filtros para fluorescéncia e fotografa-
do com filme Kodak®ISO 400.

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

O procedimento basico de ensaio em microscopia eletroni-
ca, com as condi¢des de cultura e controles utilizados foram
os mesmo descritos anteriormente. As células foram fixadas
em Paraformaldeido 4%/Glutaraldeido 2,5% (Merck KgaA,
Darmstadt, Germany) em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 por
duas horas, entdo lavado em tampao fosfato, pds-fixado em
tetroxido de ésmio 1% (Sigma) por 15 minutos, e desidratado
em uma série de etanol. Apds esse procedimento, as amostras
foram desidratadas em ponto critico (Balzers CPDO030) e
recobertas com ouro em sputter (Balzers 050). As células
foram observadas em microscopio eletronico de varredura
modelo JEOL JSM-5800LV.

RESULTADOS

Teste de citotoxicidade indireta

O resultado da leitura da placa, ndo mostrou diferencas
significativas do F H sobre o crescimento celular nas diferen-
tes condi¢des de cultura empregadas. Desta forma, nossos
resultados indicam que o F H ndo libera nenhuma substancia
téxica solivel para o meio de cultura. Esses resultados podem
ser observados na figura 1.

Anadlise imunocitoquimica

Pode-se observar nos controles negativos do experimento,
células formando um tapete semiconfluente e que apresenta-
vam seus filamentos de actina homogeneamente distribuidos e
ocupando todo o citoplasma (Figura 2A). Na figura 2B observa-
se detalhe da figura anterior. Na figura 2C, sdo apresentadas as
células apds 12 horas do efeito do peso das laminulas com
equivaléncia ao peso do FH,. Observaram-se alteragdes na
morfologia celular com retracio citoplasmatica, formagdo de
prolongamentos finos e longos, com conseqiiente acimulo de
actina préximo aos limites celulares. Detalhe da amostra anterior

z

€ mostrado na figura 2D. Nas células sob a acdo téxica do
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Figura 1 - Andlise da citotoxicidade indireta do FH,. As amostras

cultivadas com estrato de F H, foram consideradas nao significativa-

mente diferentes (nivel de 0,05) em relacao aos controles utilizados
(FH,: perfluorohexiloctane)

Figura 2 - Imunocitoquimica: Células Vero, cultivadas por 12 horas e
incubadas com anticorpo monocloral anti-actina; A e B: controle nega-
tivo do experimento (sem a acao de efeito quimico ou mecanico); C e
D: Células apds 12 horas do efeito do peso das laminulas com equi-

valéncia ao peso de FH ; E: Células sem acéo t6xica do silicone com
peso equivalente ao do F.H ; F e G: Células sob o efeito compressivo

do F H,. Barra de aumento =5 um (A, C e E) ou 50 um (B, D e F)
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silicone observaram-se células com morfologia irregular, ou
fragmentada, com retracdo citoplasmatica e auséncia de prolon-
gamentos (Figura 2E). Quando cultivadas em meio de culturaem
contato direto com o F .H,, as células apresentaram altera¢do na
morfologia, regides de acimulo de actina com distribui¢ao pon-
tual (Figuras 2F e 2G).

Microscopia eletronica de varredura

Nas células que cresceram sobre as laminulas de vidro sem
qualquer tratamento observou-se tapete celular semicon-
fluente composto por células bastante achatadas. Algumas
vesiculas podem ser observadas na superficie dessas células
(Figura 3A e 3B). Apds 12 horas do efeito do peso das laminu-
las com equivaléncia ao peso de F H,, visualizaram-se células
retraidas, com morfologia bastante irregular, apresentando
prolongamentos finos e longos conectando uma célula a outra
(Figura 3C). Foi observado ainda, um maior aumento de ve-
siculas e/ou microvilosidades na superficie das células (Figu-
ra 3D). Nas células cultivadas em meio de cultura em contato
direto com o F,H, encontramos retragéo citoplasmatica e pro-
jecoes de alguns prolongamentos (Figura 3E e 3F).

DISCUSSAO

Os perfluorocarbonos apresentam propriedades fisicas si-
milares entre si, como um alto peso especifico (maior peso em
relagdo ao mesmo volume), imiscibilidade com a dgua e san-
gue®. Alguns autores, avaliando o uso de PFCLs como
substitutos do vitreo de longo prazo, concluiram que mesmo
estando altamente purificados, eles sdo toxicos a reti-
na12142429 Por outro lado, autores descrevem em seus experi-
mentos que a retencdo no vitreo de um pequeno volume de
perfluorocarbono liquido depois de seu uso intra-operatdrio
ndo induz resposta téxica''»*262", Liang e Peyman® e Mer-
tens et al’ consideram que as alteragdes celulares encontra-
das seriam decorrentes de um efeito fisico, e que uma eventual
toxicidade quimica seria conseqiiéncia de impurezas durante a
formulacdo do produto. Devido a limitagao do uso dos PFCLs
como substituto do vitreo de longo prazo® - decorrente do
efeito compressivo muito intenso e do discutivel efeito toxico
- novos produtos foram lancados no mercado com este objeti-
vo, entre eles o FH,.

A avaliac@o das alteragdes celulares sob efeito do F H, foi
realizada para possibilitar uma compara¢do dos achados es-
truturais ocasionados por este SFA, atuando diretamente
sobre o tapete celular versus as alteracdes ocasionadas por
um controle, com peso e drea proporcional, comprovadamente
ndo téxico pelo contato.

Embora o F H, tenha sido testado quanto a sua toxicidade
em cultura de células e ndo tenha demonstrado inibir a prolife-
ra¢do celular®), este produto ainda ndo foi avaliado tendo
como pardametro um efeito compressivo inerte. Isto permitiu
uma observagdo paralela dos achados encontrados no experi-
mento. O estudo das alteragdes celulares sob a acdo destas
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Figura 3 - Microscopia eletronica de varredura das células Vero subme-

tidas as diferentes condicdes experimentais: A e B: controle negativo

do experimento (sem a acao de efeito quimico ou mecanico); C e D: Célu-

las apds 12 horas do efeito do peso das laminulas com equivaléncia ao

peso de F H; E e F: Células sob o efeito compressivo do F H,. Barra de
aumento =5 um (A, C e E) ou 50 um (B, D e F)

substancias ¢ importante pela necessidade de se ter um pro-
duto que possa ser mantido dentro do olho no pés-operatério,
por um periodo maior de tempo, consolidando o resultado de
uma cirurgia bem sucedida, para que a retina recém reaplicada
assim permanega.

O teste de citotoxidade indireta mostra claramente que o
F.H, ndo elimina substincias que possam ser deletérias a
célula. Estes achados condizem com os dados obtidos por
Meinert e Roy com diferentes culturas de células®?. Desta
forma podemos afirmar de forma conclusiva que o F H, nio
apresenta toxicidade indireta. As alteracdes sdo, portanto,
contato-dependentes e observadas aps um determinado pe-
riodo de exposicdo. Durante este experimento testes realiza-
dos com tempos de contato mais curtos, entre as células com
os diferentes pesos e as substincias, mostraram alteracdes
menos marcadas enquanto que tempos de contato maiores
levavam a destruicdo celular que impedia qualquer andlise
(dados ndo mostrados).

Observou-se que as alteracdes morfoldgicas evidenciadas

pela imunocitoquimica nas células que estiveram sob o efeito
do F H, sdo similares aos danos promovidos pelo controle de
peso e marcadamente menores que as encontradas nas células
que cresceram em contato com a acdo toxica do silicone. Isso
sugere que o F_H, ndo apresenta comprometimento de nature-
zatéxicadireta.

Danos estruturais também puderam ser observados com
detalhe na microscopia eletronica de varredura (MEV), onde
as alteracdes foram visualizadas com maior resolu¢do. A MEV
mostrou retragdo citoplasmatica leve e um aumento das vesi-
culas na superficie celular nas amostras submetidas ao con-
trole peso. Por outro lado, ocorreu uma discreta diminui¢ao no
nimero e na espessura dos prolongamentos das células sob
efeito do F,H,. Em ambos os casos encontraram-se células
irregulares e com prolongamentos partindo do citoplasma.

A andlise conjunta dos resultados obtidos através da cito-
toxicidade direta e indireta aponta para efeitos nas células
limitados apenas a drea em contato com o F .H, e estdo de
acordo com trabalhos previamente reportados em cirurgias
experimentais em animais, que observaram alteracdes apenas
nas partes dos tecidos em contato com a droga®.

Baseados em nossos resultados, pode-se considerar que o
efeito mecanico do F H, e do peso equivalente ocasionado a
camada celular tenham alterado o funcionamento da mesma,
impedindo as trocas metabdlicas normais entre as células e o
meio de cultura. Esta condicdo permaneceu constante para
todas as células durante o experimento. O fato de ndo se
encontrarem, no entanto, diferen¢as marcantes nos resulta-
dos, sugerem que o F,H, ndo apresenta outro mecanismo de
acdo, que nao o efeito compressivo, para as alteracdes encon-
tradas. Esses dados entdo em acordo com outros relatos pre-
viamente publicados®.

Em conjunto, estes resultados apontam para a interpreta-
¢do de que as alteragdes estruturais provocadas pelo F . H, em
olhos apds cirurgias em animais de experimentagdo seriam
principalmente em decorréncia da forca mecanica do mesmo,
exercida sobre os tecidos no qual estdo em contato e tempo-
dependente. Nao existindo uma provdvel acdo téxica dessas
substdncias quando em contato com as células, em acordo
com os relatos publicados por Zeana et al”.

A efetividade do F,H, como agente para tamponar as rup-
turas da retina inferior e manté-la aplicada a seu leito ainda
necessita de novas investigagdes. A provavel auséncia de
toxicidade e seu menor peso sugerem que se tente usi-lo
como substituto do vitreo, embora os possiveis efeitos secun-
ddrios e o tempo preciso de uso, sem que ocorram alteracdes
celulares, ainda precise ser definido.

ABSTRACT

Purpose: Perfluorocarbon liquids (PFCLs) are used in vitreo-
retinal surgery. PFCLs may cause inflammatory reactions,
cellular injury and destruction of the normal retinal architec-
ture. In order to avoid these effects, semifluorinated alkanes
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(SFA) were developed. We assessed the potential use of an
SFA known as perfluorohexiloctano (F.H,) as long-term
vitreous replacement under controlled cell culture conditions.
Methods: We analyzed indirect cytotoxicity, where the cells
only come into contact with soluble elements that can be
eliminated by perfluorohexiloctano. We therefore analyzed
direct toxicity (contact toxicity) of perfluorohexiloctano by
means of scanning electronic microscopy and immunocyto-
chemistry reagents for actin. Cells embedded in a treatment-
free culture medium were used as control, a positive control
for toxicity with an undeniably toxic effect on cells, and a
weight control that produced a mechanical compression simi-
lar to the amount of perfluorohexiloctano used in the experi-
ment. Results: The indirect cytotoxicity test showed that F H,
did not affect cell growth. Our direct toxicity tests showed that
cellular alterations caused by perfluorohexiloctano were simi-
lar to those produced by the weight control and different from
toxicity control. Conclusions: Perfluorohexiloctano does not
present indirect toxicity and this product has a compressive
rather than a toxic effect on cultured cells.

Keywords: Fluorocarbones/toxicity; Cell culture; Ophthalmo-
logic surgical procedures
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