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RESUMO

Proposi¢ao: Determinar o efeito do fator de necrose tumoral (TNF-ot) e do fator
de transformagio do crescimento beta 2 (TGF-f2) na migragio e proliferagio do
epitélio pigmentado da retina (EPR) em um sistema simplificado de cicatrizagio
in vitro.

Meétodos: Culturas confluentes e subconfluentes de células do EPR humano
foram desnudadas centralmente em 2 mmdelargura com umalamina cortante. As
culturasforam observadas na presenga de TGF-B2 (10 ng/ml), TNF-0. (10 ng/ml)
ou meio de cultura para células (DMEM), apés 24, 48, 72, e 96 horas. A migragio
foiacessadapor contagem do niimero de células naregiio desnuda. A proliferacio
foi acessada pela contagem da porcentagem de células positivas por imu-
nohistoquimica para o antigeno Ki-67 (relacionado a proliferagio celular) na
regidodesnuda e na margem dalesio.

Resultados: As culturas controles apresentaram cicatriza¢io apés 72 horas
em culturas confluentes eapdés 96 horasem culturas subconfluentes. O fechamen-
to ocorreu principalmente por migracio embora a proliferacio estivesse aumen-
tada ap6s 24 horas nascélulasmigrantes e na margem dalesio. O TNF-cestimulou
acicatrizacio daferida primariamente pelo aumento da migraciio apods 24 e 48
horas. O TGF-P2 inibiu a cicatriza¢io por meio da inibi¢io da migracio e
proliferagio. O efeito do TNF-a foi mais intenso em culturas subconfluentes, e 0
efeito do TGF-B2 em culturas confluentes.

Conclusdo: A cicatrizagio da feridaocorreu principalmente pela migra¢iodo
EPR, embora a proliferacio estivesse envolvida. A cicatriza¢ao da ferida foi
estimulada pelo TNF-c.e inibida pelo TGF-B2.
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INTRODUCAO

A integridade do epitélio pigmen-
tado daretina (EPR) é critica para a fun-
¢do da retina externa. A lesdo da retina
externa pelo trauma ocular 5 ocasiona
falhas na monocamada do EPR, poden-
do deslocar células para o espago
subretiniano ou vitreo. A resposta cica-
tricial a injdria traumatica inclui a tenta-
tiva de reparar a monocamada, mas tam-
bém estimula o crescimento de células
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para o vitreo resultando em doengas
proliferativas como a proliferagdo vi-
treoretiniana (PVR) 5. O EPR produz e
responde a uma variedade de citocinas
1.4 89 que podem estar envolvidas na
resposta cicatricial retiniana.

Dois agentes que podem ser criticos
naresposta cictricial retinina, particular-
mente em PVR, sdo o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o) & e o fator de trans-
formagdo do crescimento beta (TGF-) “.

O TNF-0 € uma citocina pro-inflama-
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téria usualmente liberada por leucéci-
tos ativados no local da resposta infla-
matoria', podendo estimular a prolifera-
¢do do EPR e regular certas moléculas
de adesdo como 0 ICAM-1'. O TNF-a
foi encontrado no vitreo de pacientes
com descolamento de retina e membra-
nas vitreas *, sugerindo seu envolvi-
mento na cicatrizagdo do EPR. O TGF-
compreende uma familia de citocinas
multifuncionais * sendo o TGF-B2 o
mais predominante encontrado em teci-
do retinano e vitreo °. O TGF-PB afeta
diretamente a proliferagdo através de
efeitos inibitorios no ciclo celular ?, re-
gula a produgdo e a remodelagem de
componentes da matrix extracelular in-
cluindo alguns colédgenos® e é o regula-
dor da diferenciagdo e migragdo de cer-
tos tipos celulares *. Em pacientes com
PVR, o nivel de TGF-P se correlaciona
com fibrose ¢, desempenhando um pa-
pel nas fases tardias da PVR.

Modelos in vitro e in vivo foram
descritos para avaliar a cicatrizagdo
retiniana 2 '°. Neste estudo, determina-
mos os efeitos do TNF-a e do TGF-2
na cicatriza¢do do EPR em um novo sis-
tema de cicatrizagdo in vitro, no qual
prolifera¢do e migragdo podem ser estu-
dados in situ.

MATERIALE METODOS

Células do EPR obtidas a partir de
olhos fetais humanos foram cultivadas
por trés dias em pratos com seis circu-
los de 50 mm de didmetro (Falcon,
Becton Dickinson, EUA), em uma den-
sidade de cem mil células por circulo
para o estudo em confluéncia e 50 mil
células, por circulo, para o estudo em
subconfluéncia. Uma lamina especial
para esses procedimentos (Ted Pela,
USA) foiusada para desnudar uma area
de 2 mm de largura por aproximadamen-
te 2 cm de comprimento em cada circulo
de células. A ferida foirealizada sob um
microscopio de dissec¢do (Zeiss, Ale-
manha), utilizando-se longitudinalmen-
te uma fita adesiva grafica (3M, USA),
como guia, fixa na parte posterior dos
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pratos de cultura e, centralmente, em
cada circulo antes de cultivar as célu-
las. Feridas mais largas ou mais estrei-
tas do que 5% de 2 mm nio eram utiliza-
das. Logo apds arealizagdo da ferida, as
células eram lavadas trés vezes em so-
lugdo balanceada de Hank (HBSS; Bio
Whitaker, EUA) pararemogao das célu-
las flutuantes. As feridas eram examina-
das apds 24, 48, 72 e 96 horas da sua
realizagdo. ApoOs a terceira lavagem, o
meio de cultura era trocado por outro
novo sem citocina, que passou a ser a
cultura controle do estudo em questio,
ou por um meio contendo TGF-B2 na
concentragdo de 10 ng/ml (Genzime,
EUA) ou TNF-a na concentragdo de 10
ng/ml (Boeringer Mannhein, Alema-
nha).

Todos os experimentos foram reali-
zados oito vezes, com soro bovino fetal
(SBF) a 10%. Para avaliar o efeito da
concentragdo deste soro, realizou-se o
mesmo experimento com a concentra-
¢do igual a 1% nos periodos de 24 e 48
horas para células em subconfluéncia
e 24,48 e 72 horas para células em con-
fluéncia.

Avalia¢do da migragdo e
proliferacdo das células

As culturas foram fixadas com para-
formaldeido a 1% por 15 minutos e lava-
das com solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS). Foi usado o método de
imunoperoxidase Avidin-Biotin, (ABC
Elite, Vector, EUA), utilizando-se o
anticorpo monoclonal Ki-67, (Dako,
USA), que identifica um antigeno nu-
clear em todas as células proliferantes,
durante as fases G1, tardia, S, M e G2 do
ciclo celular e estd consistentemente
ausente na fase GO’. A porcentagem de
nucleos positivos, identificados pelo
cromoégeno vermelho amino ethylcarbi-
zole, d4 uma estimativa da fragdo de
crescimento observada na populagido
celular. As culturas foram contrastadas
com hematoxilina para identificar nua-
cleos negativos para Ki-67. Todas as
culturas foram escolhidas aleatoria-
mente e analisadas, sem se saber a que

periodo pertenciam ou que droga foi
usada. Uma grade de 1cm foi adaptada a
ocular (10X) e usada para medir a largu-
rada ferida e contar o numero de células
que migraram. Foram analisadas trés
areas continuas de 1 mm, no centro da
ferida, junto a margem externa da lesdo.
Estas regides foram fotografadas e as
células contadas. Todas as células da
area central desnuda representavam as
células que migraram. A frac¢do de cres-
cimento foi expressa pelo nimero de
células positivas para Ki-67, divididas
pelo niimero total de células na grade.

Andlise estatistica

A andlise de variancia (ANOV A) foi
usada para determinar a significincia
geral de cada area em relagdo ao tempo,
adotando-se o nivel de significdnciaa =
0,05. Quando a ANOVA apresentou um
resultado estatisticamente significante
(p £ 0,05) aplicou-se o teste t pareado,
considerando o nivel de significincia
ajustado ao numero de comparagdes
pareadas.

RESULTADOS

Culturas controle: tempo de
fechamento da ferida

As feridas apresentaram margens
laterais bem definidas, e um padréo ho-
mogéneo de fechamento (figura 1; ta-
belas 1 e 2). As células proliferantes
apresentaram-se com o nucleo averme-
lhado (figura 2). Em 24 horas as células
do EPR comegaram a migrar da margem
da ferida, tornando-se mais alongadas.
Neste periodo, as células migrantes
demonstraram a maior fragdo de cresci-
mento, sendo 4,32% nas culturas con-
fluentes com SBF a 10% e 3,13% nas
culturas subconfluentes com SBF a
10%. Na margem da ferida a fragdo de
crescimento também aumentou sendo
1% das células em confluéncia e 2%
nas em subconfluéncia com SBF a
10%. Apds 48 horas, o nimero de célu-
las migrantes aumentou, e a fragdo de
crescimento diminuiu na margem da fe-
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Fig.1 - Fotomicrografia demonstrando um padrao migratdrio similar nos dois lados da ferida. Culturas

confluentes controle, com SBF a 10% (50X).

Fig.2 - Fotomicrografia demonstrando células positivas para o antigeno Ki-67 (seta) que se apresenta
com o nucleo vermelho; células ndo positivas para o antigeno apresentaram-se com o nucleo em

tonalidade azulada (100X).

rida. Observou-se uma fragdo de cres-
cimento de 1,5% e 1,91% nas células
em confluéncia e subconfléncia, nas
culturas com SBF a 10%. As culturas
confluentes se fecharam apods 72 horas
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e as subconfluentes apds 96 horas (ta-
belas 1 e 2). A fragdo de crescimento
para culturas com SBF a 1% f012,5% e
4% para culturas confluentes e sub-
confluentes, respectivamente.

Culturas estimuladas com citocina:
migragdo na ferida

O TNF-a nas culturas com SBF a
10% resultou em um aumento signifi-
cante namigracdo na ferida em culturas
confluentes e subconfluentes (tabelas
1 e 2). Um efeito similar foi observado
nas culturas com SBF a 1%. Apos 72
horas o TNF-o ndo aumentou a migra-
¢do e a ferida se fechou no mesmo tem-
po que as feridas controles. Em contras-
te o0 TGF-B2 diminuiu, significativa-
mente a migragao na ferida em culturas
confluentes e subconfluentes (tabelas
1 e 2) com SBF a 10%. As feridas com
TGF-B2 mostraram uma inibigdo mar-
cante da cicatrizagdo, fazendo com que
a maior parte das feridas ndo estives-
sem totalmente cicatrizadas, em condi-
¢des de confluéncia e subconfluéncia,
apo6s 96 horas.

Culturas estimuladas com citocinas:
proliferacao na ferida.

Quando estudas na presenca de
SBF a 10% a fragdo de crescimento na
ferida em culturas estimuladas com
TNF-a ndo aumentou significantemen-
te, porém quando todos os periodos fo-
ram analisados em conjunto observou-
se um significante aumento na fragio de
crescimento nas culturas subconfluen-
tes comparadas com as controles. Um
efeito similar foi observado com SBF a
1%, contudo o aumento da fragdo de
crescimento atingiu significancia indi-
vidual ap6s 48 horas. Nas culturas con-
fluentes com SBF a 10%, a fragdo de
crescimento ndo aumentou, observan-
do-se porém uma inibigdo altamente
significante apos 96 horas.

Culturas estimuladas com citocinas:
proliferacdo na margem da ferida.

A fragdo de crescimento esteve au-
mentada apds 24 horas em todas as cul-
turas com SBF a 10% (p<0,001). Nas
culturas confluentes com TGF-B2 e SBF
10% observou-se um decréscimo signi-
ficante na fragdo de crescimento da mar-
gemda ferida apds 72 e 96 horas(p<0,005).
Este efeito inibitorio também foi obser-
vado nas culturas subconfluentes com
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TABELA 1
Média (X), Desvio Padréo (DP) e niimero de experimentos analisados (n) para migragao em culturas confluentes com
FBS a 10%: comparagao do TGF-B2 e do TNF-a com as culturas controles.

Migragao Controle TGF-p2 TNF-a

Confluente Média+DP m Média+ DP (n) p Média+DP m p

24Horas 58,75+12,89 (4) 5125+18,57 (4) (NS) 90,75x12,28 (4) 03
48Horas 151,00+29,743 (4) 92,5+£20207 (4) 00 22525+27,439 (4) 0,006
72Horas 435,251 121,07 (4) 175,33+26,159 (3) 002 530,75+12586 (4) NS

96Horas 1035,00+ 18,672 (4) 267,333+34,58 (3) <0,001 1040,00£55677 (4) NS

Total 420,00+ 409,54 (16) 153,92+87,13 (14) <0001 433,08+36264 (16) NS

*Valor de p ajustado para o nimero de comparagdes dos grupos de TGF-B2 e TNF-o e com o controle (teste t)

TABELA 2
Média (X), Desvio Padrao (DP) e niimero de experimentos analisados (n) para fragao de crescimento na ferida em
culturas confluentes com FBS a 10%: comparagao do TGF-B2 e do TNF-o.com as culturas controles.

Proliferagao Controle TGF-p2 TNF-o.
Confluente Média+DP (n) Média+DP (n) p Média+DP m p
24Horas 0,0432+0,0163 (8 0,0397+0,0175  (8) NS  0,0579+0,0233 (8) NS
48Horas 0,0150+0,00372 (8) 0,015531+0,00508 (8) NS 0,0144+0,000046 (8) NS
72Horas 0,008515+0,002735 (8) 0,002932+0,001129 (6) 0,003 0,008806+0,00654 (8) NS
96 Horas 0,00571 +0,002202 (8) 0,000624+0,000865 (8)  <0,0010,001421+0,000886 (6) <0,001
Total 0,0181+0,0171 (32) 0,0155+0,0183 (30) NS  0,0219:+0,0254 (30) NS

*Valor de p ajustado para o niimero de comparagdes dos grupos de TGF-B2 e TNF-o.e com o controle (testet)

TGF-B2 e SBF a 10% ap6s 96 horas
(p<0,001). Nas culturas com TNF-o e
SBF a 10% ndo se observou aumento na
proliferagio na margem da ferida, mas
ap0ds 96 horas a fragdo de crescimento foi
significativamente inibida (p<0,005) nas
culturas confluentes. Em baixa concen-
tragGes de soro, a fragdo de crescimento
se manteve muito baixa. Apos 48 horas o
TNF-o estimulou a proliferagdo (p<0,005)
e 0 TGF-P2 inibiu (p<0,005), contudo o
efeito foi menos dramatico que na pre-
senga de SBF a 10%.

DISCUSSAO

Migragdo e proliferacdo de células
do EPR desempenham um papel impor-
tante na resposta cicatricial da ferida
por traumas ° como: crioterapia, foto-
coagulacdo a laser, diatermia, neovas-
cularizag¢do sub-retiniana (NVSR), trau-
ma perfurante e PVR.

O TNF-o e 0 TGF-f2 tém sido impli-
cados na resposta ao trauma e o melhor
entendimento destes fatores pode per-
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mitir modular reagées biomoleculares !
489 A andlise in situ, da migragdo e
proliferagdo do EPR tem sido realizada
em uma variedade de modelos in vivo e
in vitro.

CAMPOCHIARO et al. ? estudaram
os efeitos do soro usando uma cimara
de Boyden modificada para verificar a
migragdo e a proliferagdo separadamen-
te, concluindo que o soro contém qui-
mioatrativos para células do EPR. VERS-
TRAETEN et al. '° observaram a inibi-
¢do farmacoldgica da migragdo do EPR,
in vitro, na cicatrizagdo da ferida e ana-
lisaram a proliferagdo apods tripsiniza-
¢do das células, concluiram que o siste-
ma de cicatrizagdo in vitro é um 6timo
meio paraavaliagdo da dindmica das cé-
lulas do EPR.

Estudos em cultura de 6rgdos no
homem sdo limitados pela disponibili-
dade de tecido, mesmo em centros
avangados 3. O estudo do efeito de
Citocinas sobre o EPR em modelos, in
vivo, pode levar a problemas tais como
manter estes mediadores limitados ao
espago sub-retiniano, e por ser dificil

injeta-los sem lesar a membrana de
Briich. CAMPOCHIARO et al. *relata-
ram que as culturas de EPR simulam em
muitos aspectos a cicatrizagdo do EPR,
in situ. Células do EPR em culturas sdo
capazes de estimular o crescimento de
varios tipos celulares, indicando que
culturas podem secretar uma ou mais
citocinas no meio de cultura 2,

O presente modelo, com margens
bem definidas, permitiu uma avaliagdo
precisa da migragao e analise da prolife-
racdo in situ. Analisou-se como as célu-
las reagem ao estimulo da lesdo, nas
margens e dentro da ferida. O estudo
das células subconfluentes permitiu a
melhor reprodugdo das células na ca-
vidade vitrea, onde se apresentam tem-
porariamente esparsas, como na PVR;
por outro lado, as confluentes permiti-
ram analisar como o EPR reagiria ao
trauma em uma monocamada, como na
degenerag¢do macular senil e no buraco
macular. A migragdo mostrou-se mais
importante do que a proliferagéo.

A expressdo génica e a secregdo de
TNF-o, demonstradas inicialmente em
células hematopoiéticas, como macro-
fagos e células T, podem ocorrer em
células do EPR estimuladas e em mem-
branas pré-retinianas do homem % Em
seu estudo, BURKE' demonstrou que o
TNF-o ¢ a citocina de maior efeito mito-
génico em cultura de células do EPR de
baixa densidade.

O TNF-a estimulou a proliferagdo e
migragdo do EPR no modelo de cicatri-
zagdo. A prolifera¢do foi mais pronun-
ciada em culturas subconfluentes, co-
mo previamente demonstrado !, sendo
possivel que os receptores para TNF-a
sejam mais numerosos em células do
EPR, em subconfluéncia. Nas células
confluentes, apés 96 horas, observou-
se inibi¢do tardia da prolifera¢do sendo
o efeito migratério do TNF-aregistrado
apos 24 e 48 horas. Este efeito estimula-
torio na migragao e proliferagdo celula-
res sugere que o TNF-o. desempenha
um papel importante na fase inicial da
cicatrizagio.

A maioria das células tem demons-
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trado sintetizar e expressar receptores
para o TGF-f.

O TGF-B2 induziu uma forte inibigao
da proliferag@o e migragao de células do
EPR no sistema de cicatrizagdo da ferida.
A inibi¢do da proliferagdo foi observada
em culturas com SBF a 10%, que deve ser
relacionada a fatores sinergisticos, pre-
sentes no soro, conforme descreveram
CAMPOCHIARO et al. % A inibigdo da
migragdo celular ainda foi observada no
grupo com SBF a 1%, reforgando a idéia
de migragao e proliferagido serem efeitos
ndo correlacionados 2.

Publicagdes prévias do TGF-B2, pro-
movendo fibrose *° associada a esta pes-
quisa, levam a acreditar que o TGF-B2 tem
o seu papel nas fases tardias da PVR,
quando a fibrose prevalece e ndo existem
migragio e proliferagdo suficientes.

A despeito de o TGF-B2 promover
proliferagdo glial, e ter sido usado como
fator coadjuvante em cirurgias do bura-
co macular, o forte efeito inibitorio na
cicatrizagdo do EPR pode ser considera-
do um dos fatores responsaveis por
controvérsias existentes quanto as ne-
cessidades e ou eficacia do TGF-f2 ¢.

Este modelo de cicatrizagdo do EPR
provou ser efetivo para detectar os efei-
tos das citocinas. O TNF-oo demonstrou
promover migragdo e proliferagdo e o
TGF-B2 revelou inibir a proliferagdo e
migracdo de células do EPR, sendo que
estes efeitos sdo dependentes da den-
sidade de cultura.

O perfeito entendimento do papel
desempenhado no processo de repara-
¢do tecidual das citocinas, podera per-
mitir o melhor entendimento dos esti-
mulos presentes neste processo. O uso
de bloqueadores e ou antagonistas es-
pecificos podera modular processos
exagerados de cicatrizagdo tecidual.

SUMMARY

Purpose: To determine the
effects of tumor necrosis factor

‘

pigmentado da retina humana: estudo

alpha (TNF-a) and transforming
growth factor beta2 (TGF-B2)
on retinal pigment epithelium
(RPE) migration and proliferation
in a simplified wound healing
system in vitro.

Methods: Confluent and
subconfluent human RPE
cultures were centrally

denuded and, the cultures were
observed in the presence of
TGF-B2 (10 ng/ml),

TNF-a (10 ng/ml) or media
alone (DMEM), after 24, 48, 72
and 96 hours. The migration
was evaluated by counting the
number of cells in the denuded
area. The proliferation was
assessed in situ by counting the
percentage of positive cells by
immunohistochemistry for the
proliferation-related antigen
Ki-67 in the denuded region
and at the edge of the wound.
Results: The control confluent
cultures closed in approximately
72 hours, while the subconfluent
cultures closed in approximately
96 hours. The closure occurred
predominantly by migration
although proliferation was
increased at 24 hours both in
the migrating cells and at the
wound edge. TNF-o stimulated
wound closure primarily by
increasing migration in 24

and 48 hours. TGF-f2
decreased wound closure by
inhibiting proliferation in 72
and 96 hours

and migration in 48, 72 and 96
hours. The TNF-a effect was
more intense in presence

of subconfluent cultures, and
the TGF-PB2 effect was more
intense in confluent cultures.
Conclusion: Healing of a
denuded zone in RPE cultures
was related predominantly to
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cellular by RPE migration

although proliferation was

also involved. RPE wound closure
was stimulated by TNF-o and
inhibited by TGF-[2.
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