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PERCHES C.S. “Uso de colirios a base de Citrus lemon no reparo de Ulcera de
cornea induzidas em coelhos. Avaliacdo clinica, histomorfométrica e imuno-
histoquimica”. Botucatu, 2011, 84p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar por meio de exames
oftalmoldgicos, histopatolégicos e imuno-histoquimica para PCNA, o processo de
reparacao corneal de Ulceras superficiais induzidas em coelhos, frente a utilizacao
de colirios de 6leo essencial de Citrus lemon, produto até entdo nao utilizado em
oftalmologia. Foram utilizadas 50 fémeas da espécie leporina, todas submetidas a
inducdo da Uulcera superficial, constituindo-se 5 grupos experimentais de 10
animais cada. Em trés grupos foram instilados colirios a base de dleo essencial de
Citrus lemon, em diferentes concentragfes, sendo 1,5% (GL1,5), 3% (GL3) e 5%
(GL5). O grupo controle (GC) recebeu substituto da lagrima, e o grupo Tween 80
8% (GT) foi tratado com o diluente utilizado na producédo dos colirios de citrus.
Todos os protocolos foram realizados quatro vezes ao dia. Os grupos foram
divididos, aleatoriamente, em dois subgrupos, de acordo com o periodo final de
avaliacdo, sendo M1, coelhos avaliados apos 24 horas, e M5, apos 5 dias. Nao
houve diferenca entre os tratamentos utilizados quanto aos sinais clinicos
secrecao ocular, hiperemia conjuntival, quemose e opacidade corneal. O grupo
tratado com colirio de 6leo essencial de Citrus lemon na concentracdo 1,5%, no
periodo final de avaliagédo, apresentou maior sensibilidade ocular em relagéo ao
GC, além de aumento da celularidade corneal, representada principalmente por
células inflamatdrias. Nas comparacdes entre os momentos iniciais e finais, 0s
grupos tratados com substituto da lagrima, Tween 80 8% e colirio a base de 6leo
essencial de Citrus lemon 5% promoveram aumento na espessura epitelial na
periferia da cérnea e maior percentual de proliferacdo celular, na avaliacédo final.

Quanto a ulcera de cérnea, houve reducao significativa da extensao total para leve
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ou ausente no momento final de avaliagdo em todos 0s grupos; com excecdo do
GL 3%, o qual apresentou menor valor de mediana quanto a extensao no primeiro
dia de avaliagéo. Assim, o 0leo essencial de Citrus lemon pode ser utilizado sob a
forma de colirio, nas concentracdes estudadas, sem causar irritacdes a superficie

ocular, favorecendo a reepitelizagéo corneal.

Termos de Indexacdo: liméo siciliano, ceratite ulcerativa, PCNA, histologia
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PERCHES C.S. “Use of Citrus lemon eyedrop in the repair of corneal ulcer induced
in rabbits. Clinical, histomorphometric and immunohistochemical evaluation”.
Botucatu, 2011, 84p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Jdlio de

Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate and compare through ophthalmic
exams, histopathology and immunohistochemistry for PCNA, the repair process in
superficial corneal ulcers induced in rabbits using eyedrops of Citrus lemon
essential oil, a product not used in ophthalmology yet. Fifty female rabbits were
submitted to induction of the corneal ulcer and then divided into 5 experimental
groups of 10 animals each. Were instilled into three groups eyedrops of Citrus
lemon essential oil, in different concentrations, being 1.5% (GL1, 5), 3% (GL3) and
5% (GL5). The control group (CG) received a tear substitute, and the Tween 80
8% group (GT) was treated with the diluent used in the production of eyedrops of
citrus. All protocols were performed four times a day. The groups were divided
randomly into two subgroups, according to the final period of evaluation, in the M1
rabbits were evaluated after 24 hours, and in the M5 after 5 days. There was no
difference between treatments for clinical signs: ocular discharge, conjunctival
hyperemia, chemosis and corneal opacity. In the final period of evaluation, the
group treated with eyedrops of Citrus lemon essential oil in the concentration 1.5%
showed a higher ocular sensitivity compared to the GC, and increased of corneal
cellularity, represented mainly by inflammatory cells. In the comparison between
the initial and final moments, the groups treated with tear substitute, Tween 80 8%
and eyedrops of Citrus lemon essential oil 5% led to an increase in epithelial
thickness at the periphery of the cornea and a higher percentage of cell
proliferation, in the final evaluation. In the clinical evaluation of corneal ulcer, there
was significant reduction in total length for mild or absent at the time of final

evaluation in all groups; the exception was GL 3%, that showed a lower median
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value of extension on the first day of evaluation. Thus, the Citrus lemon essential

oil can be used in the form of eyedrops, in the studied concentrations, without
causing conjunctiva irritation, favoring corneal reepithelialization.

Index Terms: sicilian lemon, ulcerative keratitis, PCNA, histology



1. INTRODUCAO

A cérnea é a estrutura anterior e transparente da tunica fibrosa do bulbo
ocular, sendo responsavel pela refracdo da luz, permitindo a sua entrada no olho,
com qualidade e quantidade suficientes para que a imagem possa ser formada na
retina. Devido a sua exposi¢do constante ao meio ambiente, € muito suscetivel as
lesBes, o que justifica o fato de Ulcera corneal estar entre as doencas oculares
mais comuns (GILGER et al., 2007).

A coérnea é constituida pelo epitélio e sua membrana basal, estroma,
membrana de Descemet e células endoteliais, que juntos compdem suas
camadas. O epitélio € mantido e renovado por ciclos constantes de mitose das
células proximas a membrana basal. Assim, lesdes epiteliais sdo cicatrizadas por
mitose e deslizamento dessas células para o centro da ferida. Entretanto, lesGes
estromais requerem, além de mitose e deslizamento das células epiteliais, a
transformacédo de ceratocitos em fibroblastos e a producdo de componentes do
estroma corneal, como colagenos e proteoglicanas (GILGER et al., 2007).

Quando a cornea é lesionada multiplos sistemas sdo ativados, produzindo
uma série de processos celulares complexos e coordenados que resultam na
completa reparacdo corneal. Esta envolve uma série de proteinases e seus
inibidores, fatores de crescimento e citocinas, produzidos por células epiteliais,
ceratécitos estromais, células inflamatérias e glandulas lacrimais (OLLIVIER et al.,
2007). A proliferacéo celular € essencial para a reparacéo corneal e o potencial de
replicacdo das células corneais pode ser demonstrado por um marcador de
proliferacdo celular denominado Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)
(GAN et al. 1999).

Devido a sua estrutura relativamente simples, a resposta patologica da
cornea a qualquer lesdo é limitada; assim, muitas afeccées podem causar a sua
opacidade e consequente perda da visdo (GILGER et al., 2007). Os animais
domésticos sdo frequentemente acometidos por afec¢des corneais e muitos sao
0s estudos visando a reparacdo das mesmas com o minimo possivel de sequelas,
evitando diminui¢do da acuidade visual (STADES et al., 1999; GELATT, 2003).



Os oOleos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis
produzidos por organismos vivos e isolados por meios fisicos (pressao ou
destilacdo) de uma planta inteira ou parte desta, que possuem propriedades
bioldgicas diversas (BASER e BUCHBAUER, 2009).

Uma das principais propriedades dos 6leos essenciais é a sua atividade
antimicrobiana comprovada em estudos in vitro, entretanto ainda ha poucos
trabalhos in vivo que comprovem o seu efeito, embora o uso de medicamentos
naturais topicos ou sistémicos no tratamento de infec¢Bes seja uma pratica muito
difundida entre terapeutas, com aparentes bons resultados (BASER e
BUCHBAUER, 20009).

O oleo essencial de Citrus lemon tem sido utilizado no tratamento de
diversas doencas, tais como, Ulcera géstrica, refluxo gastroesofagico (ROZZA et
al., 2011), neoplasias (SUN, 2007) e depressédo (KOMORI et al., 1995).

Medicamentos naturais tem se tornado cada vez mais populares entre as
pessoas que buscam maneiras alternativas para manter a sua saude, porém sao
poucas as evidéncias cientificas das propriedades do 6leo essencial de Citrus
lemon (YANG et al., 2010).

Frente aos aspectos descritos anteriormente, ressaltando-se a necessidade
de estudos que comprovem os efeitos in vivo do Citrus lemon e a auséncia de
estudos em oftalmologia, na literatura consultada, sobre a utilizacdo de Oleos
essenciais, o presente estudo teve por objetivo geral:

- Avaliar o efeito de colirios a base de 6leo essencial de Citrus lemon, nas
concentracdes 1,5%, 3% e 5%, no tratamento de Ulceras corneais superficiais
induzidas em coelhos, comparando-se resultados clinicos;

- Comparar os resultados histologicos e morfométricos, e de proliferacado
celular utilizando-se marcacdo imuno-histoquimica para PCNA, de Ulceras de
cornea superficiais induzidas em coelhos e tratadas com colirios a base de 6leo

essencial de Citrus lemon, nas concentracdes 1,5%, 3% e 5%.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Anatomia e Fisiologia corneal

A tlnica mais externa do olho é formada pela esclera opaca e cérnea
transparente. A zona de transicao entre a cornea e a esclera € denominada limbo,
onde vasos sanguineos assumem papel importante nos processos inflamatdrios
da cérnea (SLATTER, 2005). A funcdo mais importante da cérnea € a refracao,
além de ser uma barreira fisica impermeavel e resistente entre as estruturas
internas do olho e 0 meio ambiente (GILGER et al., 2007).

A cbrnea € composta por quatro camadas: epitélio e sua membrana basal,
estroma, membrana de Descemet e endotélio. O epitélio corneal é simples,
escamoso e nao queratinizado, de espessura variavel (25 a 40um), com padréo
basico de membrana basal, células epiteliais basais, células aladas e células
superficiais escamosas (SAMUELSON, 2007).

Com a divisdo das células basais, células filhas sédo forcadas em direcéo a
superficie, tornando-se achatadas como células aladas e perdendo, gradualmente
suas organelas. As células superficiais possuem projecdes vilosas pequenas que
ancoram a camada mucoide profunda do filme lacrimal pré-corneal
(SAMUELSON, 2007; SLATTER, 2005). O estroma representa 90% da espessura
corneal e é composto por fibrécitos, denominados ceratdcitos, dispostos de
maneira ordenada, formando camadas laminares sobrepostas. Estes ceratdcitos
possuem forma alongada, com largura uniforme em toda a sua longitude e
encontram-se dispostos paralelamente em cada lamina estromal, que € umas das
caracteristicas responsaveis pela transparéncia corneal (HERRERA, 2008).

Além dos ceratocitos, o estroma também € constituido por fibrilas
colagenas, nervos e glicosaminoglicanas. As fibrilas colagenas estao dispostas em
lamelas paralelas a superficie corneal. Também sdo encontrados no estroma,
colageno tipo VI e Xll, que ndo estao na forma de fibrilas, entretanto interagem
com estas e sdo igualmente importantes fisiologicamente (GILGER et al., 2007).

O filme lacrimal pré-corneal (FLP) é um fluido trilaminar complexo

constituido por componentes lipidico, aquoso e mucoso, que recobrem toda a



superficie corneal (GELLAT, 2003; HERRERA, 2008). A fina camada lipidica
superficial € secretada pelas glandulas tarsais ou meibonianas, e fornece uma
cobertura oleosa fina para a camada lacrimal aguosa, que € produzida pelas
glandulas lacrimais da 6rbita e da terceira palpebra, e representa o0 componente
em maior quantidade na lagrima (SLATTER, 2005). A camada mais profunda
consiste de mucina, que é produzida pelas células caliciformes e preenche
qgualquer irregularidade da superficie corneal, promovendo uma superficie ocular
opticamente lisa. As principais funcdes do FLP consistem em lubrificacéo,
protecdo e nutricdo da cérnea (HERRERA, 2008).

As funcbes da cornea incluem: manutencdo dos componentes intra-
oculares, refracdo (curvatura) e transmissdo da luz (transparéncia). Apresenta
intensa inervacdo sensorial, especialmente receptores para dor, a qual é
responsavel por sua protecdo, auxiliando assim a manter sua transparéncia
(GILGER et al., 2007). O epitélio é inervado principalmente por receptores para
dor, enquanto o estroma apresenta mais receptores para pressao, assim, lesdes
superficiais da cornea geralmente sdo mais doloridas que as profundas
(SAMUELSON, 2007).

Os fatores anatdmicos que contribuem para sua transparéncia sao:
auséncia de vasos e células sanguineas, auséncia de pigmento, superficie Optica
lisa (fornecida pelo filme lacrimal pré-corneal), controle do contetido do aquoso e
disposicao regular e altamente organizada de fibras colagenas, a qual elimina a
interferéncia destrutiva pela dispersao da luz (SLATTER, 2005).

O controle energia-dependente de 4gua, ou seja, manutencao do estado de
deturgescéncia, € importante para a transparéncia e sdo as células endoteliais que
apresentam esta “bomba de fluido”, responsavel pela movimentacdo de agua do
estroma para o humor aquoso, contra o gradiente de pressédo intra-ocular
(SLATTER, 2005). Pelo fato da coérnea ser avascular, o oxigénio e outras
substancias necessarias para a nutricado corneal sao disponibilizados a partir do
filme lacrimal pré-corneal, do humor aquoso, plexo capilar limbico e capilares da
conjuntiva palpebral (SLATTER, 2005; HERRERA, 2008).



2.2. LesOes corneais

A ceratite ulcerativa & caracterizada por lesdes erosivas superficiais ou
profundas na cOrnea com perda de epitélio e exposicdo do estroma. Os principais
agentes causais envolvidos sdo os traumas, defeitos palpebrais, desordens
relacionadas com o sistema lacrimal, além de infec¢des por fungos, bactérias e/ou
virus. A ceratite ulcerativa pode ser classificada de diversas formas, dentre elas,
pela profundidade: superficial, estromal profunda e descemetocele (GILGER et al.,
2007). Pode ser ainda classificada em simples, ou complicada quando ha
intercorréncias durante o processo de reparacdo tecidual, tais como infecgbes
(GALERA et al., 2009).

Defeitos epiteliais corneais persistentes, causados por lesbes exdgenas
como infeccbes e traumas ou quando associados a doencas sistémicas,
promovem prolongada inflamacédo da superficie ocular, lesGes as células tronco e
membrana basal, resultando em cicatriz corneal, vascularizacdo e reducdo da
acuidade visual (REVOLTELLA et al., 2007). Nestes casos mais graves, além do
acometimento corneal pode existir envolvimento de conjuntiva e limbo, levando a
reepitelizacdo patolégica que pode gerar uma verdadeira “conjuntivalizacao”
corneal, queratinizacdo, vascularizacdo, defeitos epiteliais persistentes, necrose
corneal e até perfuracdo (TSENG et al., 1998).

Os sinais mais evidentes nas ceratites ulcerativas sdo: blefaroespasmo
(espasmo ténico do musculo orbicular do olho), fotofobia (desconforto ocular
induzido pela luz), epifora (resultante da faléncia de drenagem lacrimal), edema
(causando opacificagdo corneal), infiltracdo celular, secrecdo ocular
(mucopurulenta ou mucosa) e vascularizacao (LAUS, 1998).

Infeccbes oculares estdo entre as principais causas de doencas oculares,
podendo causar ceratite ulcerativa. Os principais organismos microbiolégicos
envolvidos nessa doenca sdo as bactérias, tais como Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Pseudomonas sp. e bactérias entéricas (GALLE e MOORE,
2007).



2.3. Reparacgéo da cornea

O epitélio corneal é renovado constantemente através da proliferacdo por
mitose das células da camada basal. Quando ocorre uma lesdo no epitélio, a
porcdo aquosa do filme lacrimal penetra no estroma, promovendo tumefacao, até
que nova camada de epitélio recubra a area lesada e o equilibrio de fluido seja
restaurado (SLATTER, 2005). O epitélio apresenta grande capacidade de
regeneracgao, assim, apés uma lesao, o epitélio normal da borda do defeito achata-
se, retrai e fica espessado, perdendo seus hemidesmossomos gue estavam
ligados a membrana basal. Em seguida, as células entram em mitose e deslizam
em direcdo ao centro da lesdo, preenchendo o defeito (GILGER et al., 2007).
Células da camada basal do epitélio do limbo também possuem a capacidade de
proliferacdo frente a lesbes corneais e de transformarem-se em células epiteliais
da cérnea, contribuindo para a sua regeneracado (YEW et al., 2000). Durante este
processo, melandcitos presentes no limbo podem ser levados para éareas
previamente transparentes. Dentro de 4 a 7 dias ou menos toda a cOrnea é
reepitelizada (GELATT, 2003; SLATTER, 2005).

Defeitos estromais superficiais sdo preenchidos por deslizamento de células
epiteliais que sofrem mitose. Em defeitos profundos, o epitélio rapidamente
recobre a superficie, porém o preenchimento estromal requer sintese e reticulagdo
de colageno, sintese de proteoglicanas e remodelamento gradual da ferida.
Ocorre edema corneal, infiltracdo de neutrofilos provenientes do filme lacrimal, em
seguida ceratdcitos transformam-se em fibroblastos que sintetizam proteinas,
coldgeno e outros componentes da matriz extracelular, como fibronectina que tem
como funcédo estimular a adesdo e migracdo celular (GILGER et al., 2007).
Cicatrizacdo avascular ocorre em lesGes estromais descomplicadas, enquanto a
vascular ocorre em lesdes infectadas e destrutivas. Apdés uma lesdo, 0s nervos
corneais regeneram-se rapidamente e a sensibilidade retorna progressivamente
na area afetada (SLATTER, 2005).

Apoés ser lesionado, o epitélio pode sintetizar coladgeno e estimular a sintese
deste por fibroblastos e ceratocitos, além de secretar colagenases. A presenca de

colagenases e proteinases no processo de reparacdo tecidual pode influenciar



negativamente a cicatrizacao. Outros fatores que também influenciam a reparacéo
incluem os fatores peptideo de crescimento, como fator de crescimento epidermal
(EGF), fator beta transformador do crescimento (TGFB) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF). O EGF aumenta a sintese protéica e mitose dos
fibroblastos epiteliais e estromais, enquanto o PDGF estimula a producédo de
fibronectina, acido hialurénico e colagenase, e o TGFB estimula a sintese de
matriz extracelular e quimiotaxia de células inflamatorias (GILGER et al., 2007).

Para o sucesso dos procedimentos terapéuticos deve-se, primordialmente,
realizar a identificacdo e a eliminacdo da causa, tendo como objetivo a
restauracdo e a preservacdo da coérnea. Entre os procedimentos clinicos
adotados, encontram-se a terapia antibidtica, os analgésicos, 0s agentes
lubrificantes, a atropina e as drogas antiproteases, como EDTA, acetilcisteina,
soro autdlogo e ilomostat (NASISSE, 1996; GILGER et al., 2007).

Ulceras superficiais ndo complicadas séo tratadas apenas com aplicacéo
topica de antibidticos, trés a quatro vezes ao dia, para prevenir infec¢des
bacterianas secundarias, e geralmente demoram de 2 a 6 dias para cicatrizar
(GILGER et al., 2007). Enquanto ceratites associadas a grande perda tecidual
necessitam, além dos procedimentos clinicos, de intervencdo cirdrgica para
possibilitar reparacdo adequada, evitando assim sua progressao até a perfuracao
(KERN, 1990). Utilizam-se diversas técnicas como a ceratotomia, o retalho de
conjuntiva ou de terceira pélpebra, a tarsorrafia ou a aplicacdo de membranas
biolégicas (NASISSE, 1996; LAUS, 1998; SLATTER, 2005)

Os principais objetivos, do tratamento corneal, sdo preservar ou melhorar a
guantidade e qualidade da luz que penetra no olho através da cérnea, além de
promover a reparacdo corneal por meio de terapias que visam o menor trauma

possivel ao tecido saudavel (GILGER et al., 2007).

2.4. Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)
A descoberta do PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) ocorreu logo
apoés o inicio do desenvolvimento da replicacdo de DNA in vitro. Com 0 avanco

nos estudos com o DNA, identificou-se um fator de peso molecular de 29kDa



necessario para a reacao de prolongamento do DNA, que posteriormente foi
identificado como PCNA (TSURIMOTO, 1998). Essa descoberta foi feita por dois
grupos de pesquisadores independentes, primeiro por Miyachi et al. (1978)
durante um estudo com lUpus eritematoso sistémico, e em seguida por Bravo e
Celis (1980) que identificaram uma proteina presente durante a mitose.
Posteriormente chegou-se a conclusdo que a proteina identificada por esses
pesquisadores era a mesma, e esta foi denominada PCNA (KELMAN, 1997).

O PCNA é uma proteina que tem o formato de um anel hexagonal com o
diametro suficiente para acomodar a molécula de DNA. Durante a fase S da
mitose, ele aparece como um trimero em volta da fita de DNA, formando uma
bracadeira que desliza sobre esta (MILLER et al., 2010).

Nas células eucaritticas, 0 PCNA é expresso durante o final da fase G1 e
na fase S da mitose celular, e tem a funcdo de auxiliar as DNA polimerase 0 e €
durante o processo de replicagdo do DNA (TSURIMOTO, 1998), além de interagir
com outras proteinas intracelulares (KELMAN, 1997; MILLER et al., 2010).

A imunomarcacao para PCNA tem sido utilizada em diversas pesquisas de
proliferacdo celular em corneas humanas e de animais, e a sua especificidade é
garantida por muitas evidéncias que certificam-no como um valioso marcador de
proliferacdo celular (GAN et al., 1999).

Um trabalho comparou a expressdao de PCNA e Ki-67, que também é um
marcador de proliferacdo celular, apds ceratectomia fotorefrativa em coelhos, com
remocao do epitélio e parte do estroma, e concluiu que o PCNA foi mais eficiente
para este fim, j& que marca um periodo maior do ciclo celular, permitindo a
marcacao de células que apresentam um curto periodo de replicacdo, como as
células do epitélio basal do limbo (GAN et al., 2001).

A expressdo do PCNA apos remocdo do epitélio e parte do estroma por
ceratectomia fotorefrativa, inicia-se apds 24 horas e € observada primeiramente
nas células epiteliais das bordas da lesdo; passadas 48 horas, a sua expressao ja
pode ser observada em todo o epitélio em regeneracdo. Apos 2 semanas, a
marcacao para PCNA no epitélio diminui. Entretanto, a proliferacdo de ceratocitos

do estroma inicia-se no limbo apos 48 horas decorridas da lesdo, estende-se por



todo o estroma apds uma semana, e continua sendo observada ap6s um més.
Assim, concluiu-se que a atividade proliferativa do epitélio inicia-se e termina antes
que a dos ceratdécitos do estroma (GAN et al., 2001).

Yew et al. (2000) também observaram a presenca de PCNA no epitélio do
limbo, porém, decorridas apenas 12 horas do debridamento epitelial de cérneas de
coelhos, com o pico da sua expressdo ap0s 48 horas. ApOs 7 dias, o epitélio
continuava a expressar o PCNA, indicando a sua presenca logo no inicio da
reparacao corneal com sua persisténcia até a completa cicatrizagao.

Song e Joo (2004) removeram o epitélio corneal de ratos através da técnica
de ceratectomia fotorefrativa e observaram um pico na expressdo de PCNA nas
células da borda de Ulceras superficiais ap6s 12 horas da leséo.

Gan et al. (1999) utilizaram a marcacdo imuno-histoquimica para PCNA
para avaliar a diferenca na proliferacdo celular em Ulceras superficiais induzidas
de coelhos, frente a utilizacdo de facoidin (medicamento que previne a migracao
de leucdcitos dos vasos endoteliais do limbo para a lesdo corneal), e concluiram
que a expressdo de PCNA é maior na presenca de leucdcitos, e portanto o tempo
de cicatrizacdo € maior na auséncia de leucacitos polimorfonucleares.

Em coelhos com ulceras de cornea provocadas por queimadura alcalina,
observou-se um aumento na proliferacdo celular através da marcacéo para PCNA
e melhor cicatrizacdo corneal nos animais tratados com células tronco
mesenquimais via sistémica, quando comparado ao grupo controle (YE et al.,
2006).

2.5. Oleo essencial de Citrus lemon

O século XIX é considerado como o inicio da fase moderna da aplicacao
industrial de 6leos essenciais. No entanto, o seu uso em larga escala remonta ao
Egito antigo. Em 1480 a.C., a rainha do Egito, Hatshepsut, enviou uma expedi¢ao
para a Somalia para coletar 6leos e resinas de plantas aromaticas com o intuito de
serem utilizados como ingredientes para perfumes, medicamentos, aromas e
mumificacdo de corpos (BRUD, 2009).
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Os primeiros trabalhos sobre a constituicdo dos 6leos essenciais datam de
1833 e foram realizados pelo quimico francés M. J. Dumas; desde entédo diversas
pesquisas foram realizadas com o objetivo de estabelecer os constituintes dos
Oleos essenciais (BASER e BUCHBAUER, 2009) e suas aplicag6es na industria
farmacéutica, alimenticia e de perfumaria (DUGO et al., 2010).

Os Oleos sédo extraidos de varias plantas aromaticas, geralmente
localizadas em paises temperados a quentes e tropicais, onde eles representam
parte importante da farmacopéia tradicional. S&o liquidos, volateis, limpidos e
raramente coloridos, lipossollveis e sollveis em solventes organicos e com
densidade geralmente menor que a 4gua. Caracterizam-se por forte aroma e sdo
formados como metabdlitos secundarios de plantas aromaticas. Conhecidos por
sua propriedade antisséptica, ou seja, bactericida, fungicida e viricida e
propriedades medicinais de sua fragrancia (aromaterapia), eles sdo usados na
preservacdo de alimentos, e como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-
inflamatdrios, espasmoliticos e agentes anestésicos locais, entre outros usos
(BAKKALI et al., 2008).

Os oleos essenciais podem ser sintetizados por todos os 6rgaos da planta e
sdo estocados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou
tricomas glandulares. Geralmente, os componentes majoritarios determinam as
propriedades bioldgicas dos oleos essenciais. Os componentes incluem dois
grupos de origens biosintéticas distintas (PICHERSKY et al.,, 2006). O grupo
principal € composto de terpenos e terpendides e outro grupo, de constituintes
aromaéticos e alifaticos, todos caracterizados por baixo peso molecular (BAKKALI
et al., 2008).

Citrus lemon Burm. f. pertence a familia Rutaceae e é popularmente
conhecido no Brasil como liméo-siciliano. A sua arvore atinge de 3 a 6 metros de
altura, e 0 seu 0leo essencial € extraido da casca da fruta (ALOISI et al., 2002;
CECARELLI et al., 2004). E uma planta originaria da regido mediterranea, que foi
introduzida na Europa h& milhares de anos, através da Peninsula Ibérica e Sicilia,
chegando ao Brasil junto com a sua colonizacdo (ARIAS e LACA, 2005). De

acordo com Lewis & Hanson (1991), as principais classes quimicas de compostos
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com atividade sao terpenos, triterpenos, flavonéides, compostos fendlicos, taninos,
alcaldides, glicosideos, saponinas e polissacarideos. A analise fitoquimica do 6leo
essencial de Citrus lemon (CL) demonstrou que 0sS seus maiores componentes
séo dois monoterpenos: limoneno e B-pineno, sendo o primeiro, o principal
constituinte dos Oleos essenciais de citrus (ROZZA et al., 2011).

O odleo essencial de Citrus lemon é extraido em diversos paises para 0 uso
alimenticio, farmacéutico e na industria de perfumes (BASER e BUCHBAUER,
2009). A quantidade dos seus elementos constituintes depende da genética da
planta, solo em que é cultivada, praticas de cultura e do clima (LOTA et al., 2002),
assim como da regido e a estacdo do ano em que o fruto é colhido (DUGO et al.,
2010). Em um trabalho coreano, observou-se o limoneno como componente
majoritario (64.54%), seguido pelo tricicleno (15.70%), com o [(-pineno
representando apenas 1.48% da composicdo (YANG et al., 2010). Enquanto
Rozza et al. (2011), no Brasil, obtiveram o limoneno como principal componente,
respondendo por 70,75% da composicdo, seguido pelo B-pineno na concentracao
13,19%, o que demonstra a variagdo na porcentagem dos seus constituintes de
acordo com a regido em que € extraido.

O limoneno € o monoterpeno alifatico de maior distribuicdo na natureza
depois do a-pineno (BASER e BUCHBAUER, 2009), esta presente em diversos
Oleos, principalmente nos extraidos de frutas citricas e € muito utilizado como
aromatizante em cosmeéticos e sabonetes (BEVILACQUA et al., 2010). Na
medicina, ja era utilizado por gregos e romanos, ha muito tempo atras, pelas suas
propriedades antimicrobianas, e atualmente muitos pesquisadores tem
demonstrado a sua atividade contra bactérias e fungos (FISHER e PHILLIPS,
2008).

Apds a ingestdo de limoneno, este € rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal tanto de humanos como de animais; € distribuido por todos os
tecidos do corpo, metabolizado e eliminado na urina (SUN, 2007). A sua utilizacao
é considerada segura pelo Codigo de Regulamentos Federais dos Estados Unidos
(The United States Code of the Federal Regulations, Title 21, Part 182.60).
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O efeito bactericida dos &cidos presentes nos Oleos essenciais €
diretamente proporcional ao aumento da sua concentragdo (TAMBLYN et al.,
1993). Fisher e Phillips (2006) demonstraram a acao inibitéria do 6leo essencial de
Citrus lemon sobre o crescimento in vitro das bactérias Campylobacter jejuni,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus.

Em um estudo com ratos, demonstrou-se que o 6leo essencial extraido de
Citrus lemon possui compostos volateis que podem provocar mudangcas em
circuitos neuronais envolvidos com dor e ansiedade (CECCARELLI et al., 2004).
Ele age diminuindo o estresse ambiental em ratos (TSUCHIYA et al.,, 1991),
possui efeitos antidepressivos em humanos (KOMORI et al., 1995) e aumenta a
criatividade e melhora o humor quando utilizado na aromaterapia (KNASKO et al.,
1992). Komiya et al. (2006) avaliaram o efeito antiestresse dos 6leos essenciais de
lavanda, rosa e limdo em camundongos, e concluiram que o Citrus lemon possui 0
melhor efeito antiestresse, sugerindo o seu uso como auxiliar no tratamento da
ansiedade e depresséao.

Observou-se também uma inibicdo na apoptose induzida por choque
térmico em uma linha celular humana de astrocitos CCF-STTG1 e em astrocitos
primarios cultivados de ratos, ambos tratados previamente com 6leo essencial de
Citrus lemon (KOO et al., 2002).

Os Oleos essenciais de limdo sdo capazes de evitar a oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), reduzindo os niveis plasmaticos de
colesterol e triglicérides, e consequentemente a formacéo de placas lipidicas no
interior dos vasos, diminuindo o risco de doencas cardiovasculares (MOLINA et
al., 2010). Devido a sua acado na diluicdo de colesterol, um estudo utilizou o
limoneno para dissolver célculos biliares através de infusdo direta, em humanos,
obtendo bons resultados em 141 pacientes (IGIMI et al., 1991).

Testes em animais comprovaram a eficacia do limoneno contra alguns tipos
de céancer, tais como o gastrico, mamario, hepatico e adenoma pulmonar (SUN,
2007). Em um estudo epidemiolégico, pesquisadores notaram que pessoas que

consumiam mais cascas de citrus, ricas em limoneno, apresentaram menor
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incidéncia de carcinoma de células epiteliais (HAKIM et al., 2000). O limoneno
também tem se mostrado eficaz no alivio de refluxo gastroesofagico e azia
ocasionais, mas 0 seu mecanismo de acdo ainda nao foi bem esclarecido
(WILKINS JR, 2002).

Dentre as substancias naturais encontradas na natureza, 0s terpenos
constituem o principal composto quimico com atividades antiulcerogénicas (LEWIS
e HANSON, 1991). Rozza et al. (2011) induziram a formacé&o de Ulceras gastricas
em ratos por meio de administracdo de etanol via oral e observaram os efeitos
gastroprotetores do Citrus lemon (CL) e dos seu dois principais componentes,
limoneno e B-pineno, e concluiram que apenas o CL e o0 seu componente
majoritario, limoneno, foram capazes de evitar a formacdo da Ulcera gastrica,
através do aumento na producdo de muco, e de efeitos antioxidantes e anti-
inflamatdrios. Moraes et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes com o uso
de limoneno como protetor da mucosa gastrica.

O tratamento de Ulceras gastricas com CL, também promoveu um aumento
na proliferacdo celular, diminuindo o tempo de cicatrizacdo da ulcera. O aumento
da celularidade na regido da submucosa indica efichcia do processo de
cicatrizacdo, pois denota aumento da vascularizacdo local e de células
importantes para a secrecao de proteinas especificas na resposta a injurias locais.
O aumento do numero de neutréfilos é importante para a protecéo local contra
agentes bacterianos e posteriores infec¢des, além de estimular, nas células da
mucosa, producdo de muco e glutationa, que € um tripeptideo que participa de
varias fases do metabolismo oxidativo, incluindo remocéo de hidroperdxidos e
manutencdo do estado fisiolégico dos componentes sulfidrilas das proteinas.
Assim, o Oleo essencial de Citrus lemon mostrou-se bastante efetivo na
cicatrizacdo de Ulceras gastricas em ratos, e seu mecanismo de acdo envolve
aumento da producdo de muco e recrutamento celular para a mucosa
(reepitelizacdo) e submucosa (celularizacdo) na regido da uUlcera (ROZZA et al.,
2007).

Referéncias na pagina 78.
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Capitulo 3

USO DO OLEO ESSENCIAL DE CITRUS LEMON, SOB A FORMA
DE COLIRIO, NO REPARO DE ULCERAS DE CORNEA

SUPERFICIAIS INDUZIDAS EM COELHOS. AVALIACAO CLINICA
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USO DO OLEO ESSENCIAL DE CITRUS LEMON, SOB A FORMA DE COLIRIO,
NO REPARO DE ULCERAS DE CORNEA SUPERFICIAIS INDUZIDAS EM
COELHOS. AVALIACAO CLINICA

ABSTRACT - Perches C.S., Branddo C.V.S., Ranzani J.J.T., Padovani C.R.,
Donatti, C., Sereno, M.G., Angélico G.T., Fonzar J.F. [Use of Citrus lemon
essential oil in the form of eyedrop in the repair of superficial corneal ulcer in
rabbits. Clinical evaluation].

ABSTRACT - The ulcerative keratitis are in the most frequent diseases in
ophthalmologic routine, and are potential cause of blindness if treated improperly.
The Citrus lemon (CL) essential oil is a natural product that has anti-inflammatory
and antimicrobial properties, and stimulates cell proliferation. Scientific studies
demonstrated its action on the prevention and treatment of gastric ulcers, however,
the use of this product has not been described in ophthalmology in the treatment of
corneal ulcers. The aim of this study was to clinically evaluate and compare the
repair process in superficial corneal ulcers induced in rabbits, using eyedrops of
Citrus lemon essential oil in different concentrations. Fifty female rabbits were used
and divided into 5 experimental groups of 10 animals each one. Every animal
underwent induction of experimental superficial ulcer. Three groups were treated
with eyedrops of Citrus lemon essential oil in different concentrations, being 1.5%
(GL1, 5), 3% (GL3) and 5% (GL5). Another group was treated with Tween 80 8%
(GT), which is the solvent used in the production of eyedrops of CL, and the control
group (CG) received tear substitute. In every animal the eyedrops were applied
four times daily. The experimental groups were divided into two subgroups with five
animals each one, according to the final evaluation periods. The first subgroup
(M1) was evaluated after 24 hours and the second (M5) after 5 days. There was no
difference between treatments for clinical signs: ocular discharge, conjunctival
hyperemia, chemosis and corneal opacity. In the final evaluation period, the group

treated with eyedrops of Citrus lemon essential oil in the concentration 1.5%



17

showed a higher ocular sensitivity (blepharospasm) compared to the CG. In the
corneal ulcer evaluation, there was significant reduction in total length for mild or
absent at the time of final evaluation in all groups; the exception was GL 3%, that

showed a lower median value of extension on the first day of evaluation.

Index Terms: sicilian lemon, ulcerative keratitis, Rutaceae

RESUMO

As ceratites ulcerativas estdo entre as doencas de maior ocorréncia na rotina
oftalmoldgica, sendo potenciais causadoras de cegueira quando tratadas de forma
inadequada. O 6leo essencial de Citrus lemon (CL) € um produto natural que
possui propriedades antimicrobianas e antiinflamatérias, além de estimular a
proliferacdo celular. Trabalhos cientificos demonstram sua a¢do na prevencao e
tratamento de Ulceras gastricas, entretanto, o uso desse produto ainda nao foi
descrito em oftalmologia, no tratamento de Ulceras de cérnea. O objetivo do
presente estudo foi avaliar e comparar clinicamente, o processo de reparagao
corneal de ulceras superficiais induzidas em coelhos, frente a utilizacdo de colirios
de oOleo essencial de Citrus lemon em diversas concentracdes. Foram utilizadas 50
fémeas da espécie leporina, constituindo-se 5 grupos experimentais de 10 animais
cada. Todos os animais foram submetidos ao procedimento de inducdo da Ulcera
superficial experimental. Trés grupos foram tratados com colirios a base de 6leo
essencial de Citrus lemon, em diferentes concentracdes, sendo 1,5% (GL1,5), 3%
(GL3) e 5% (GL5). Outro grupo foi tratado com Tween 80 8% (GT), que é o
diluente utilizado na producéo dos colirios de CL, e o grupo controle (GC) recebeu
substituto da lagrima. Em todos os animais os colirios foram instilados quatro
vezes ao dia. Os grupos experimentais foram distribuidos em dois subgrupos com
cinco animais cada, de acordo com os periodos finais de avaliagdo. O primeiro
subgrupo (M1) foi avaliado apés 24 horas e o segundo (M5) ap6s 5 dias. Nao
houve diferenca entre os tratamentos utilizados quanto aos sinais clinicos

secrecao ocular, hiperemia conjuntival, quemose e opacidade corneal. O grupo
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tratado com colirio de 6leo essencial de Citrus lemon na concentracdo 1,5%, no
periodo final de avaliacdo, apresentou maior sensibilidade ocular
(blefaroespasmo) em relacdo ao GC. Quanto a Ulcera de cornea, houve reducdo
significativa da extenséo total para leve ou ausente no momento final de avaliagdo
em todos os grupos; com excecao do GL 3%, o qual apresentou menor valor de

mediana quanto a extensao no primeiro dia de avaliacao.

Termos de Indexacgéo: liméo siciliano, ceratite ulcerativa, Rutaceae.
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INTRODUCAO

A funcdo mais importante da cornea € a refracéo, além de ser uma barreira
fisica, impermeavel e resistente entre as estruturas internas do olho e o meio
ambiente. Devido a sua exposicao constante, € muito suscetivel as lesdes, o0 que
justifica o fato da Ulcera corneal estar entre as doencgas oculares mais comuns
(Gilger, Bentley & Ollivier 2007).

A cérnea € constituida pelo epitélio e sua membrana basal, estroma,
membrana de Descemet e células endoteliais, que juntos compdem suas camadas
(Gilger, Bentley & Ollivier 2007). Seu epitélio € inervado principalmente por
receptores para dor, responsaveis por sua protecdo, enquanto 0 estroma
apresenta mais receptores para pressao, assim, lesbes superficiais da cornea
geralmente sdo mais doloridas que as profundas (Samuelson 2007).

A ceratite ulcerativa € caracterizada por lesdes erosivas superficiais ou
profundas na cornea com perda de epitélio e exposicdo do estroma. (Gilger,
Bentley & Ollivier 2007). Os sinais mais evidentes nas ceratites ulcerativas séo:
blefaroespasmo (espasmo tdnico do musculo orbicular do olho), fotofobia
(desconforto ocular induzido pela luz), epifora (resultante da faléncia de drenagem
lacrimal), edema (causando opacificacdo corneal), infiltragcdo celular, secrecéo
ocular (mucopurulenta ou mucosa) e vascularizacdo (Laus 1998, Galera, Laus &
Oria 2009).

Para o sucesso dos procedimentos terapéuticos deve-se, primordialmente,
realizar a identificacdo e a eliminacdo da causa. Entre os principais procedimentos
clinicos adotados, encontram-se a terapia antibiotica, os analgésicos, 0os agentes
lubrificantes, a atropina e as drogas antiproteases, como EDTA, acetilcisteina,
soro autélogo e ilomostat (Nasisse 1996, Gilger, Bentley & Ollivier 2007).

Os oOleos essenciais sdo conhecidos por sua propriedade antisséptica e
medicinais de sua fragrancia (aromaterapia); sdo usados na preservacao de
alimentos, e como antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatoérios,

espasmoliticos e agentes anestésicos locais, entre outros (Bakkali et al. 2008).
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Citrus lemon Burm. f. pertence a familia Rutaceae, € popularmente
conhecido no Brasil como limdo-siciliano e o seu 0Oleo essencial € extraido da
casca da fruta (Aloisi et al. 2002, Cecarelli et al. 2004). Os seus principais
componentes sdo dois monoterpenos: limoneno e B-pineno, sendo o primeiro, 0
principal constituinte dos 6leos essenciais de citrus (Rozza et al. 2011).

O efeito bactericida dos acidos presentes nos Oleos essenciais é
diretamente proporcional ao aumento da sua concentracdo (Tamblyn et al. 1993).
Fisher e Phillips (2006) demonstraram a acao inibitéria do 6leo essencial de Citrus
lemon sobre o crescimento in vitro das bactérias Campylobacter jejuni, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

Dentre as substancias naturais encontradas na natureza, os terpenos
constituem o principal composto quimico com atividades antiulcerogénicas (Lewis
& Hanson 1991). O tratamento de Ulceras gastricas de ratos com Citrus lemon
promoveu aumento na proliferacdo celular, vascularizacdo e de células
importantes na resposta as lesfes locais, diminuindo o tempo de cicatrizacdo da
Ulcera (Rozza et al. 2007). Além disso, também foi capaz de evitar a formacéo da
Ulcera gastrica, pelo estimulo a producdo de muco, efeitos antioxidantes e anti-
inflamatérios (Rozza et al. 2011). Moraes et al. (2009) obtiveram resultados
semelhantes com o uso de limoneno como protetor da mucosa gastrica.

A auséncia de trabalhos sobre o uso de Citrus lemon em oftalmologia e as
suas propriedades antiulcerogénicas descritas, estimularam o desenvolvimento
deste, com o objetivo de avaliar, por meio de exames clinico-oftalmoldgicos, o
processo de reepitelizacdo corneal de Ulceras superficiais, induzidas
experimentalmente em coelhos, frente ao uso de colirios a base de 6leo essencial

de Citrus lemon, nas concentragdes 1,5%, 3% e 5%.
MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizadas 50 fémeas da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus)

pertencentes ao grupo genético Botucatu, com idade variando entre 90 e 180 dias
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e peso entre 2 e 4 Kg. Os coelhos foram fornecidos pelo biotério central da
UNESP, Campus de Botucatu.

Os animais foram submetidos aos exames clinicos e oftalmolégicos de
rotina com auxilio de lampada de fenda portatil*, bem como ao teste de Schirmer?,
a tonometria® e a oftalmoscopia direta®. Apés o procedimento cirdrgico, os coelhos
foram identificados e mantidos em gaiolas individuais com agua potavel e racéo
comercial® ad libitum.

Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e foram
submetidos & Camara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu. Protocolo
namero 174/2008 CEEA.

Obtencéo e diluicdo do Tween 80

Realizou-se a diluicdo do Polissorbato 80, conhecido como Tween 80°, em
solucdo fisiolégica’, na proporcdo 1:10, obtendo-se a concentracdo de 8%; em
seguida, a solucdo foi submetida a agitacdo por 15 minutos em temperatura

ambiente para homogeneizacao.

Obtencéo do colirio de 6leo essencial de Citrus lemon
O 6leo essencial de Citrus lemon® foi diluido, no momento do seu uso, em
solucdo de Tween 80 8%, a fim de se obter as concentracdes de 1,5%, 3% e 5%,

constituindo deste modo, os respectivos colirios. O pH da solucéo foi ajustado em

! Lampada de fenda portétil Kowa SL-15®

% Teste de Schirmer Ophthalmos®

% Tonémetro de aplanacdo Tono Pen®- Med Tronic
* Oftalmoscépio direto Welch Allyn®

> Coelhil S - Socyl

® Tween 80 - Labsynth

" Solucao Fisioldgica NaCl 0,9% 250mL - Med Flex
8 Citrus lemon - Ferquima
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7,2, adicionando-se acido cloridrico (quando necesséario a diminui¢cdo do pH) ou
hidroxido de sodio (quando necessario o aumento do pH). As solucdes foram
preparadas em capela de fluxo lamelar unidirecional, estocadas a temperatura de
4°C, protegidas da luz e utilizadas por até 5 dias (Figura 1).

A composicao do 6leo essencial de Citrus lemon utilizado no experimento,
apresentou o limoneno como seu principal componente, representando 70,75%,

seguido pelo B-pineno com 13,19% e pelo y-terpineno com 9,19%.

Grupos experimentais

Os 50 animais foram distribuidos, aleatoriamente, em cinco grupos
experimentais, designados Grupo Controle (GC), Grupo Tween 80 8% (GT) e trés
grupos de colirios a base de Citrus lemon (GL), em diferentes concentragdes,
sendo 1,5% (GL1,5), 3% (GL3) e 5% (GL5). Cada grupo foi constituido por 10
animais.

No GC, foi instilado colirio substituto da lagrima®. No GT, as animais foram
tratados com colirio de Tween 80 na concentracdo 8%. E nos grupos GL1,5, GL3
e GL5, foram tratados com colirio a base de 6leo essencial de Citrus lemon, nas

concentracdes 1,5%, 3% e 5%, respectivamente.

Procedimentos anestésicos e cirargicos

Os animais foram anestesiados com quetamina’® (20mg/Kg) via
intramuscular (IM), associada & xilazina'* (Img/Kg) IM e & morfina®? (0,5mg/Kg)
IM. Adicionalmente, foi feita a anestesia topica ocular por meio de utilizacdo de
colirio anestésico™?.

Os procedimentos operatorios foram realizados com auxilio de microscopio

® Lacrima plus® (hipromelose e dextrano 70) - Alcon
9 Dopalen® - Vetbrands

' Anasedan® - Vetbrands

'2 Dimorf® - Cristélia

'3 Anestalcon® - Cloridrato do proximetacaina 0,5% - Alcon
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cirirgico™ apés antissepsia utilizando solugéo de polivinilpirrolidona’® a 1:50 e
colocacdo de panos fenestrados oftalmicos estéreis. A fixacdo mecanica das
palpebras foi feita com blefarostato Barraquer infantil. Para a inducdo da Ulcera
corneal, uma haste de algodéo foi embebida em n-heptanol e aplicada sobre a
cOrnea a partir do limbo, de forma centripeta, mantendo o contato do alcool com a
cornea durante 3 minutos (Figura 2). A remocao do epitélio foi realizada com uma
haste de algodao seca e, posteriormente, a superficie ocular foi lavada com 60 ml
de solucdo fisiolégica estérii a 0,9% para a remocdo dos debris e alcool
remanescentes (Sampaio et al. 2006).

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirirgico de inducéo

de Ulcera de cérnea experimental.

PoOs-operatorio

No pds-cirargico imediato e a cada 12 horas, foi administrado em todos os
animais, o antiinflamatério & base de meloxicam'® (0,2 mg/kg), por via subcutanea
(SC), além de morfina'’ (2 mg/Kg) SC, durante trés dias, visando maximizar o
conforto pos-operatorio.

Os animais foram medicados com os colirios, de acordo com 0 seu grupo
experimental, quatro vezes ao dia, iniciando-se o tratamento logo apés a
recuperacdo anestésica. Na regido ocular foram feitas limpezas diarias das
palpebras, quando necessario, com solucéo salina a 0,9%, até o final do periodo
de avaliagdo de cada animal.

Momentos de avaliagéo

Todos os grupos foram divididos em dois subgrupos constituidos por cinco

4 Microscopio Cirargico Karl Kaps, modelo SOM 62 Standarad, Alemanha

> PVPI - lodo anti-séptico aquoso/ Brasiliquidos Produtos Farmacéuticos/ Comercial Bono
LTDA

16 Movatec® - Meloxicam solucao injetavel — Boehringer Ingelheim

' Dimorf® - Cristalia

'8 Solucéo Fisiolégica NaCl 0,9% 250mL - Med Flex
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animais cada, de acordo com o seu periodo final de avaliacdo, ou seja, M1,

avaliados 24 horas poés-cirurgia (dia 1) e M5, no quinto dia pos-operatorio.

Avaliacéo clinica e oftalmoldgica

Os animais foram avaliados de acordo com o momento final do seu
subgrupo, ou seja, apés 24 horas da cirurgia no M1, e ap6s 5 dias no subgrupo
M5. Os sinais clinicos oftalmolégicos avaliados foram blefaroespasmo, hiperemia
conjuntival, quemose, secrecdo ocular, opacidade corneal, vascularizacdo e
pigmentacéo corneal, esses foram qualificados e quantificados subjetivamente em:
(0) ausente, (1) leve, (2) moderado e (3) grave. Também foi estudada a
epitelizacdo da cérnea, através da realizacdo do teste de fluoresceina®® (Figura 3)
e classificacdo da extensdo da Ulcera corneal, utilizando-se os escores: (0)
ausente, na coloracao negativa para fluoresceina; (1) leve, coloracao de até 30%
da extensdo; (2) moderada, tingimento por fluoresceina entre 30 e 70% da

superficie corneal, e (3) grave, para extensdo acima de 70% da superficie corneal.

Andlise estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se a técnica da analise de variancia ndo
parameétrica para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes, com
nivel de 5% de significancia (P<0,05) (Johnson & Wichern 2002).

19 Fluoresceina sédica 1% colirio - Allergan



25

Figura 1 — Colirios a base de 6leo essencial de Citrus lemon, nas concentragcdes
1,5% (A), 3% (B) e 5% (C).

Figura 2 - Procedimento de inducdo da ulcera corneal utilizando-se
uma haste de algoddo embebida em n-heptanol, aplicada de forma

centripeta a partir do limbo.



26

Figura 3 — Aspecto macroscopico da Ulcera de cérnea induzida apés

coloracéo por fluoresceina, no pés-operatorio imediato.

RESULTADOS

Avaliacédo Clinica Oftalmologica

Na avaliacdo da secrecdo ocular os resultados obtidos foram similares em
todos os grupos, nos dois momentos de avaliagdo. Quase todos o0s animais
apresentaram secre¢do mucoéide, com exce¢do de um animal do GL5 e outro do
GL1,5, ambos do M5, que demonstraram secrec¢ao ocular purulenta.

A hiperemia conjuntival foi observada na maioria dos animais, porém com
intensidades diferentes. No primeiro momento de avaliacdo (M1), os grupos com
as menores medianas foram o GC, GL5 e GL3, demonstrando hiperemia leve,
enquanto no grupo GL1,5, a mediana foi de intensidade grave. Este grupo também
apresentou quemose de intensidade grave no primeiro dia de avaliacdo, enquanto

nos demais grupos observou-se quemose leve ou ausente.
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A opacidade corneal foi observada em praticamente todos os animais, com
excecao de um caso do GL3 M5. Quanto ao blefaroespasmo, o GL1,5 apresentou

as maiores medianas nos dois momentos de avaliacao (Figura 4).
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Figura 4 — Representagcdo das medianas dos escores de blefaroespasmo do GC
(Grupo Controle), GT (Grupo Tween), GL5 (Grupo Citrus lemon 5%), GL3 (Grupo
Citrus lemon 3%) e GL1,5 (Grupo Citrus lemon 1,5%) nos diferentes momentos

(M) de avaliacdo em dias (escores: 0-ausente; 1-leve; 2-moderado; 3-grave).

Todos os animais do M1 dos grupos GC e GT apresentaram Ulceras
corneais graves; no GL5 e GL1,5 foram quatro casos de intensidade grave e um
moderado, enquanto o GL3 apresentou apenas dois animais com Ulceras corneais
graves e trés moderadas. Apos cinco dias, houve reducdo da gravidade da

extensdo da Ulcera corneal em todos os grupos (Figura 5).
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Figura 5 — Representacdo das medianas dos escores de Ulcera corneal do GC
(Grupo Controle), GT (Grupo Tween), GL5 (Grupo Citrus lemon 5%), GL3 (Grupo
Citrus lemon 3%) e GL1,5 (Grupo Citrus lemon 1,5%) nos diferentes momentos

(M) de avaliacado em dias (escores: 0-ausente; 1-leve; 2-moderado; 3-grave).
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Analise estatistica

As tabelas 1 a 6 representam a avaliagdo estatistica das variaveis
oftalmoldgicas. Letras iguais representam diferencas nao significativas (p>0,05).

N&o houve diferencas significativas entre os grupos em todos os momentos
avaliados, bem como entre 0os momentos, para as variaveis: secre¢cdo ocular,

hiperemia conjuntival, quemose e opacidade corneal (Tabelas 1 a 4).

Tabela 1 - Mediana e valores minimos e maximos da variavel secrecao ocular
segundo grupo e momentos de avaliagdo em dias. Escores: 0-ausente; 1-leve; 2-

moderado; 3-grave.

Momento de avaliacéo

Variavel Grupo 1 dia (M1) 5 dias (M5)
Secrecéo Ocular GC 1,0 (0,0; 1,0)aA* 0,0 (0,0; 1,0)aA
GT 0,0 (0,0; 1,0)aA 0,0 (0,0; 2,0)aA
GL5 1,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 3,0)aA
GL3 0,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 2,0)aA
GL1,5 1,0 (0,0; 2,0)aA 1,0 (0,0; 3,0)aA

*Letras minUsculas comparam o0s grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras

mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo.

Tabela 2 - Mediana e valores minimos e maximos da variavel hiperemia
conjuntival segundo grupo e momentos de avaliacdo em dias. Escores: 0-ausente;

1-leve; 2-moderado; 3-grave.

Momento de avaliagéo

Variavel Grupo 1 dia (M1) 5 dias (M5)
Hiperemia GC 1,0 (1,0; 3,0)aA* 1,0 (0,0; 2,0)aA
Conjuntival GT 2,0 (1,0; 3,0)aA 1,0 (1,0; 2,0)aA
GL5 1,0 (1,0; 3,0)aA 1,0 (1,0; 3,0)aA
GL3 1,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 2,0)aA
GL1,5 3,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 3,0)aA

*Letras minusculas comparam o0s grupos, fixado o momento de avaliacdo. Letras

maiusculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo.
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Tabela 3 - Mediana e valores minimos e maximos da variavel quemose segundo

grupo e momentos de avaliagdo em dias. Escores: O-ausente; 1-leve; 2-moderado;

3-grave.
Momento de avaliagao
Variavel Grupo 1 dia (M1) 5 dias (M5)
Quemose GC 1,0 (0,0; 2,0)aA* 0,0 (0,0; 1,0)aA
GT 1,0 (0,0; 2,0)aA 1,0 (0,0; 2,0)aA
GL5 1,0 (0,0; 2,0)aA 0,0 (0,0; 1,0)aA
GL3 0,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 1,0)aA
GL1)5 3,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 3,0)aA

*Letras minldsculas comparam os grupos, fixado o momento de avaliagdo. Letras

maiusculas comparam 0os momentos dentro do mesmo grupo.

Tabela 4 - Mediana e valores minimos e maximos da variavel opacidade corneal

segundo grupo e momentos de avaliacdo em dias. Escores: 0-ausente; 1-leve; 2-

moderado; 3-grave.

Momento de avaliacéo

Variavel Grupo 1 dia (M1) 5 dias (M5)
Opacidade Corneal GC 1,0 (1,0; 3,0)aA* 1,0 (1,0; 2,0)aA
GT 1,0 (1,0; 3,0)aA 1,0 (1,0; 3,0)aA
GL5 1,0 (1,0; 3,0)aA 1,0 (1,0; 3,0)aA
GL3 1,0 (1,0; 3,0)aA 1,0 (0,0; 2,0)aA
GL1,5 2,0 (1,0; 3,0)aA 2,0 (1,0; 3,0)aA

*Letras minUsculas comparam o0s grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras

maidsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo.

Quanto ao blefaroespasmo, entre os momentos nao houve diferenca

significativa entre os grupos. No M1, todos 0s grupos comportaram-se de maneira

semelhante. Entretanto, no M5 foi verificado maior intensidade do sinal clinico no

GL1,5 quando comparado ao GC; os demais grupos apresentaram valores

intermediarios, nao diferindo do GC e do GL1,5 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Mediana e valores minimos e méaximos da variavel blefaroespasmo
segundo grupo e momentos de avaliagdo em dias. Escores: 0-ausente; 1-leve; 2-

moderado; 3-grave.

Momento de avaliagao

Variavel Grupo 1 dia (M1) 5 dias (M5)

Blefaroespasmo GC 0,0 (0,0; 3,0)aA* 0,0 (0,0; 0,0)aA
GT 1,0 (0,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 1,0)abA
GL5 0,0 (0,0; 2,0)aA 0,0 (0,0; 3,0)abA
GL3 0,0 (0,0; 2,0)aA 0,0 (0,0; 1,0)abA
GL1,5 2,0 (0,0; 3,0)aA 1,0 (0,0; 3,0)bA

*Letras minlsculas comparam os grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras

maiusculas comparam 0os momentos dentro do mesmo grupo.

Com relagdo a presenca de Ulcera corneal, ndo houve diferenca
significativa, entre os grupos do M1 e do M5, quando fixado o momento. Porém,
quando comparados os momentos, 0os grupos GC, GT e GL5 apresentaram
diminuicédo da ulcera corneal significativa no M5 em relacdo ao M1 (p<0,01); bem
como o GL1,5 (p<0,05); j& no GL3 nao houve diferenca significativa entre os

momentos (Tabela 6).

Tabela 6 - Mediana e valores minimos e maximos da variavel Ulcera corneal
segundo grupo e momentos de avaliagcdo em dias. Escores: 0-ausente; 1-leve; 2-

moderado; 3-grave.

Momento de avaliacdo

Variavel Grupo 1dia 5 dias

Ulcera corneal GC 3,0 (3,0; 3,0)aA* 1,0 (0,0; 1,0)aB
GT 3,0 (3,0; 3,0)aA 0,0 (0,0; 1,0)aB
GL5 3,0 (2,0; 3,0)aA 1,0 (0,0; 2,0)aB
GL3 2,0 (2,0; 3,0)aA 1,0 (0,0; 3,0)aA
GL1,5 3,0 (2,0; 3,0)aA 2,0 (0,0; 2,0)aB

*Letras minUsculas comparam o0s grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras

maiusculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo.
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Nas figuras 6 a 10 estdo representadas, a evolucao da reparacéo da ulcera

corneal, nos diferentes grupos experimentais e momentos de avaliacao.
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Figura 6 — Imagem fotografica dos olhos dos coelhos do Grupo Controle nos
diferentes momentos de avaliacdo. (A) Observar teste de fluoresceina positivo,
evidenciando a ulcera grave no M1. (B) Notar diminuicdo do diametro da Ulcera

corneal (seta) e opacidade leve (cabeca de seta) em animal do M5.

GT M5

Figura 7 - Imagem fotografica dos olhos dos coelhos do Grupo Tween nos
diferentes momentos de avaliacdo. (A) Observar teste de fluoresceina positivo,
evidenciando a ulcera grave no M1. (B) Notar auséncia de Ulcera corneal e leve

opacidade (seta), no M5.
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L7 GL5 M5

Figura 8 - Imagem fotografica dos olhos dos coelhos do Grupo Citrus lemon 5%
nos diferentes momentos de avaliacdo. (A) Observar teste de fluoresceina
positivo, evidenciando a Ulcera grave no M1. (B) No M5, observar a presenca de
Ulcera corneal leve (seta), assim como hiperemia conjuntival moderada (cabeca

de seta).

Figura 9 - Imagem fotogréfica dos olhos dos coelhos do Grupo Citrus lemon 3%
nos diferentes momentos de avaliagdo. (A) Observar teste de fluoresceina
positivo, evidenciando a Ulcera grave no M1. (B) Notar a Ulcera corneal leve
(seta) no M5.
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GL1,5 M5

Figura 10 - Imagem fotografica dos olhos dos coelhos do Grupo Citrus lemon
1,5% nos diferentes momentos de avaliagdo. (A) Observar teste de fluoresceina
positivo, evidenciando a Ulcera grave no M1. (B) Notar a ulcera corneal de

intensidade moderada (seta), no M5.

DISCUSSAO

A resposta patologica da cérnea a qualquer lesao é limitada; assim, muitas
afeccdes podem causar a sua opacidade e consequente perda da visédo (Gilger,
Bentley & Ollivier 2007). Os animais domésticos sdo frequentemente acometidos
por afeccdes corneais e muitos sdo os estudos visando a reparacdo das mesmas
com o minimo possivel de sequelas. Este experimento realizou indug&o de Ulcera
corneal superficial e propés um novo tratamento a base de um produto natural de
distribuicdo mundial, que apresenta diversas propriedades bioldgicas.

A ceratite ulcerativa € caracterizada por lesdes corneais erosivas
superficiais ou profundas, com inumeros agentes causais, destacando-se o0s
traumas, defeitos palpebrais, desordens relacionadas com o sistema lacrimal,
além de infecgbes por fungos, bactérias e/ou virus (Gilger, Bentley & Ollivier
2007). Apesar dessa doenca ser comum na rotina oftalmolégica, a realizacao de
estudos padronizados e controlados torna-se dificil, devido a diversidade de

causas relacionadas, extensédo e profundidade das ceratites ulcerativas; por isso
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optou-se pela inducéo cirtrgica de Ulceras corneais em coelhos, a qual possibilitou
avaliar a atuacédo do colirio de Citrus lemon na cérnea em grupos homogéneos.

A utilizacdo dos 6leos essenciais no tratamento de doencas ja era relatada
na época do Egito antigo, no ano de 1480 a.C. (Baser & Buchbauer 2009), e
estende-se até os dias atuais devido a procura por medicamentos naturais
alternativos para manter a saude. Apesar do crescente aumento no uso do 6leo
essencial de Citrus lemon, ainda sdo poucos os estudos cientificos que
comprovam as suas propriedades (Yang et al. 2010). O uso do 6leo essencial de
Citrus lemon desperta o interesse na descoberta de suas propriedades e possiveis
aplicacbes em afeccdes oculares devido a auséncia de relatos, na literatura
consultada, considerando o seu uso em oftalmologia, além da sua ampla
distribuicdo mundial e no Brasil, e disponibilidade a matéria-prima.

Dentre as substancias naturais encontradas na natureza, 0sS terpenos
presentes no citrus constituem o principal composto quimico com atividades
antiulcerogénicas (Lewis & Hanson 1991). Além disso, pesquisas demonstraram
gue o principal componente presente no 6leo essencial de Citrus lemon é eficaz
na protecdo da mucosa gastrica contra Ulceras (Rozza et al. 2011), entretanto o
seu efeito ainda néo tinha sido estudado no tratamento de Ulceras corneais.

Por ser um trabalho original no tratamento de ceratites ulcerativas com
citrus, houve a necessidade de se estudar diferentes concentracdes de colirios a
base do seu 6leo essencial, com o objetivo de se estabelecer a concentragdo com
melhores resultados, proporcionando a base para estudos futuros.

O dleo essencial de Citrus lemon foi diluido em Tween 80 8%, que é um
produto tensoativo hidrofilico, empregado para obter emulsdes do tipo 6leo em
agua. Por ser um produto oleoso, ndo foi possivel a diluicdo do citrus em colirio
substituto da lagrima, havendo a necessidade de um grupo para controle dos
efeitos do Tween sobre a cornea.

Optou-se por instilar os colirios quatro vezes ao dia, ja que o citrus possuli
acdo antimicrobiana (Fisher & Phillips 2006) e Gilger, Bentley & Ollivier (2007)

recomendam a aplicacdo tépica de antibidticos em ulceras superficiais nao
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complicadas, trés a quatro vezes ao dia, apenas para prevenir infeccdes
bacterianas secundarias.

Com a metodologia utilizada tentou-se reproduzir cirurgicamente Ulceras
superficiais ndo complicadas, que segundo Gilger, Bentley & Ollivier (2007)
demoram de 2 a 6 dias para cicatrizar; enquanto Gelatt (2003) e Slatter (2005),
descrevem a reepitelizagdo corneal ocorrendo dentro de 4 a 7 dias. Para avaliar
os efeitos iniciais e tardios do Citrus lemon no tratamento dessa doenca,
estabeleceu-se a avaliacdo dos animais em dois diferentes momentos, sendo o
primeiro logo apés 24 horas de tratamento e o segundo no periodo final de
reepitelizacdo corneal, apos cinco dias de pés-operatorio.

Na avaliacdo dos sinais clinicos oftalmologicos, que caracterizam as
ceratites ulcerativas, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre secrecao
ocular, hiperemia conjuntival, quemose e opacidade corneal, indicando um
comportamento similar dos colirios de citrus e lagrima artificial. Entretanto, ao se
comparar as medianas, em gque 0s extremos sdo descartados, pode-se notar que
tanto no primeiro momento quanto no segundo, o GL3 obteve escores mais
favoraveis, de forma isolada ou junto com outros grupos. Enquanto o GL1,5 foi o
grupo com pior desempenho na maioria das variaveis analisadas nos dois
momentos, 0 que sugere que a menor concentracdo de Citrus lemon nao
apresentou 0 mesmo comportamento no alivio dos sinais clinicos causados pela
ceratite ulcerativa superficial.

Ao se avaliar a quemose, 0 grupo tratado com oOleo essencial de Citrus
lemon a 3% foi 0 Unico que apresentou apenas um animal acometido no M1,
embora a quemose tenha sido de intensidade grave, sugere-se variagcao
individual, j& que os demais grupos apresentaram de trés a quatro animais com
guemose de diversas intensidades. O bom resultado obtido no inicio do tratamento
pelo GL3 demonstra a auséncia de irritagdo conjuntival causada pelo 6leo
essencial de liméo siciliano a 3%. Em relacdo a hiperemia conjuntival, outro
parametro para se avaliar a possivel irritacdo causada pelo citrus, os grupos GL3
e GL5 obtiveram medianas semelhantes ao GC no M1, enquanto no M5, o GL3 e

GL1,5 apresentaram medianas de escore 0, ja nos demais grupos foram 1,
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reforcando a idéia de que esse produto natural, quando ajustado o seu pH para o
neutro, pode ser utilizado de forma ocular topica sem causar irritagdes.

Quanto a secrecdo ocular, no primeiro momento de avaliacdo, 0s grupos
com melhor mediana foram o GT e o GL3, com acometimento de dois olhos cada,
enquanto o GL1,5 apresentou quatro animais com secre¢do. No periodo final de
avaliacdo, os melhores resultados foram no controle, com apenas um animal com
secrecdo leve; os grupos GT e GL3 também obtiveram bons resultados com
apenas um animal com secre¢ao ocular moderada, e novamente o GL1,5 com trés
animais com secrec¢éo e a pior mediana. O fato do GT e o GL3 destacarem-se no
primeiro periodo de avaliagdo e terem obtido resultados parecidos com o do GC
no final, assim como a auséncia de secrecdo purulenta nesses grupos indica um
bom controle da acdo microbioldgica, sem que ocorra irritacdo da conjuntiva por
parte do Oleo essencial de Citrus lemon na concentracdo 3%. O que corrobora
com estudos que demonstraram a ag&o antimicrobiana do Citrus lemon (Fisher &
Phillips 2006, Bakkali et al. 2008).

O blefaroespasmo é o espasmo ténico do muasculo orbicular e avalia a
sensibilidade ocular (Galera, Laus & Oria 2009). Na avaliacdo desse sinal clinico,
no primeiro momento, 0S Qrupos que apresentaram menos animais com
blefaroespasmo foram o GC, GL5 e GL3, sendo que apenas os dois ultimos nao
apresentaram casos graves. No segundo momento de avaliagdo (M5), o GC foi
significativamente superior ao GL1,5. Os demais grupos ndo diferiram
significativamente, tanto do GC quanto do GL1,5. Notou-se, portanto maior
sensibilidade ocular nos animais tratados com colirio de Citrus lemon a 1,5% em
relacéo ao grupo controle. Entretanto, péde-se verificar que os demais grupos nao
diferiram do controle, o que sugere que os colirios de limao-siciliano nas
concentracdes 3 e 5% nao foram responsaveis pelo aumento da sensibilidade
ocular, assim como o seu diluente (Tween), podendo ser utilizado no tratamento
de Ulceras corneais.

A extensdo da lesdo corneal foi outro parametro, importante na constatacéo
da reepitelizacdo da cornea apos os diferentes tratamentos. No primeiro momento

de avaliacdo ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos,
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mas € interessante ressaltar que o GL3 apresentou trés animais com Ulcera
moderada e apenas dois graves, enquanto nos grupos GC e GT, todos os animais
tiveram ceratites ulcerativas graves, o que sugere um efeito positivo do colirio de
Citrus lemon a 3% na proliferacéo epitelial e recobrimento do estroma, no inicio da
reepitelizagcédo corneal. Entretanto ao se comparar os momentos, pdde-se observar
Ulceras de menor extensdo no segundo momento, comprovadas na avaliacéo
estatistica, nos grupos GC, GT, GL5 e GL1,5; o Unico grupo que nao demonstrou
uma diminuigdo significativa da extensao da lesdo no M5 foi o GL3, provavelmente
por ter apresentado animais com Ulceras menores no primeiro momento de
avaliacao.

Rozza et al. (2011) trataram Ulceras géastricas de ratos com 6leo essencial
de Citrus lemon e observaram aumento da proliferacdo epitelial e celularidade da
submucosa, diminuindo o tempo de cicatriza¢do da Ulcera. O bom resultado obtido
pelo GL3 no inicio do tratamento, embora ndo comprovado estatisticamente, pode
ser pelo efeito do Citrus lemon estimulando a proliferagao celular.

O epitélio apresenta grande capacidade de regeneracdo, e
consequentemente Ulceras superficiais ndo complicadas cicatrizam rapidamente
(Gilger, Bentley & Ollivier 2007). J& ceratites ulcerativas profundas, em que ha
lesédo epitelial e estromal, além de maior envolvimento da flora bacteriana,
apresentam mecanismos mais complexos de reparacao celular (Gilger, Bentley &
Ollivier 2007). Nesses casos, talvez o tratamento com colirio de Citrus lemon
destaque suas propriedades, principalmente quanto ao seu efeito no estimulo da
proliferacdo epitelial, aumento da celularidade e vascularizacdo (Rozza et al.
2007), acelerando a cicatrizagéo.

E importante ressaltar que se trata de um produto natural disponivel no
Brasil, que se mostrou bem tolerado na superficie ocular. Estudos posteriores
devem ser estimulados, com modificacbes na metodologia; reduzindo-se o nimero
de ensaios quanto a concentracdo do colirio, ampliando-se o numero de animais,
bem como a sua avaliacdo em Ulceras corneais que apresentem processos de

reparacdo mais complexos.



38

CONCLUSAO

Os sinais clinicos oftalmolégicos decorrentes das ceratites ulcerativas
superficiais em coelhos sao similares nos animais tratados com colirios a base de
Oleo essencial de Citrus lemon nas diferentes concentracoes.

O colirio de 6leo essencial de Citrus lemon pode ser utilizado no tratamento
de ceratites ulcerativas superficiais sem induzir irritacdo a superficie ocular,

favorecendo a reepitelizagéo corneal.
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ULCERAS DE CORNEA SUPERFICIAIS, INDUZIDAS EM

COELHOS, APOS O USO DE COLIRIO DE CITRUS LEMON
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EXPRESSAO DE PCNA E AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA EM ULCERAS
DE CORNEA SUPERFICIAIS, INDUZIDAS EM COELHOS, APOS O USO DE
COLIRIO DE CITRUS LEMON.

ABSTRACT - Perches C.S., Branddo C.V.S., Ranzani J.J.T., Padovani C.R.,
Pellizzon, C.H., Donatti, C., Sereno, M.G., Fonzar J.F. [Expression of PCNA and
histomorphometry evaluation in superficial corneal ulcer, induced in rabbits, after

using eyedrops of Citrus lemon].

ABSTRACT - The ulcerative keratitis are in the most frequent diseases in
ophthalmologic routine, and potentially cause blindness if treated improperly. The
Citrus lemon (CL) essential oil is a natural product that has anti-inflammatory and
antimicrobial properties, and stimulates cell proliferation. Scientific studies
demonstrated its action on the prevention and treatment of gastric ulcers, however,
the use of this product has not been described in ophthalmology in the treatment of
corneal ulcers. The aim of this study was to evaluate and compare through
histomorphometry and immunohistochemistry for PCNA, the repair process in
superficial corneal ulcers induced in rabbits using eyedrops of Citrus lemon
essential oil. Fifty female rabbits were used and divided into 5 experimental groups
of 10 animals each one. Every animal underwent induction of experimental
superficial ulcer. Three groups were treated with eyedrops of Citrus lemon
essential oil in different concentrations, being 1.5% (GL1, 5), 3% (GL3) and 5%
(GL5). Another group was treated with Tween 80 8% (GT), which is the solvent
used in the production of eyedrops of CL; the control group (CG) received only tear
substitute. All eyedrops were applied four times daily. The experimental groups
were divided into two subgroups with five animals each one, according to the final
evaluation periods. The first subgroup (M1) was evaluated after 24 hours and the
second (M5) after 5 days. In the comparison between the initial and final moments,
the groups treated with tear substitute, Tween 80 8% and eyedrops of Citrus lemon
essential oil 5% led to an increase in epithelial thickness at the periphery of the

cornea and a higher percentage of cell proliferation. However, total cellularity
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increased, represented mainly by inflammatory cells, was observed in treatment
with Citrus lemon 1.5% in the final evaluation period.

Index Terms: sicilian lemon, ulcerative keratitis, PCNA, histology

RESUMO

As ceratites ulcerativas estdo entre as doencas de maior ocorréncia na rotina
oftalmoldgica, sendo potenciais causadoras de cegueira quando tratadas de forma
inadequada. O dleo essencial de Citrus lemon (CL) € um produto natural que
possui propriedades antimicrobianas e antiinflamatérias, além de estimular a
proliferacdo celular. Trabalhos cientificos demonstram sua a¢do na prevencao e
tratamento de Ulceras gastricas, entretanto, seu uso ainda nao foi descrito em
oftalmologia. O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar por meio de
histomorfometria e imuno-histoquimica para PCNA, o processo de reparagdo
corneal de ulceras superficiais induzidas em coelhos, frente a utilizacdo de colirios
de Oleo essencial de Citrus lemon. Foram utilizadas 50 fémeas da espécie
leporina, constituindo-se 5 grupos experimentais de 10 animais cada. Todos o0s
animais foram submetidos a inducdo da ulcera superficial experimental. Em trés
grupos foram instilados colirios a base de 6leo essencial de Citrus lemon, em
diferentes concentracgdes, sendo 1,5% (GL1,5), 3% (GL3) e 5% (GL5). Outro grupo
foi tratado com Tween 80 8% (GT), que é o diluente utilizado na producédo dos
colirios de CL; o grupo controle (GC) recebeu apenas substituto da lagrima. Todos
os colirios foram aplicados quatro vezes ao dia. Os grupos experimentais foram
distribuidos em dois subgrupos, com cinco animais cada, de acordo com o0s
periodos finais de avaliagdo. O primeiro subgrupo (M1) foi avaliado apds 24 horas
e 0 segundo (M5) apds 5 dias. Nas comparacdes entre 0s momentos iniciais e
finais, os grupos tratados com substituto da lagrima, Tween 80 8% e colirio a base
de o6leo essencial de Citrus lemon 5% promoveram aumento na espessura epitelial
na periferia da cérnea e maior percentual de proliferacdo celular. Entretanto, a
maior celularidade total, representada principalmente por células inflamatorias, foi
observada no tratamento com Citrus lemon 1,5% no periodo final de avaliacéo.

Termos de Indexacdao: limao siciliano, ceratite ulcerativa, PCNA, histologia
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INTRODUCAO

A cdrnea € composta por quatro camadas: epitélio e sua membrana basal,
estroma, membrana de Descemet e endotélio. O epitélio corneal é simples,
escamoso e nao queratinizado, de espessura variavel (25 a 40um), com padrdo
basico de membrana basal, células epiteliais basais, células aladas e células
superficiais escamosas (Samuelson 2007). O estroma representa 90% da
espessura corneal e € composto por fibrécitos, denominados ceratécitos,
dispostos de maneira ordenada formando camadas laminares sobrepostas
(Herrera 2008).

A ceratite ulcerativa é caracterizada por lesdes erosivas corneais com
perda de epitélio e exposicdo do estroma. Os principais agentes causais sao 0s
traumas, defeitos palpebrais, desordens do sistema lacrimal, além de infeccbes
por fungos, bactérias e/ou virus (Gilger, Bentley & Ollivier 2007).

O epitélio apresenta grande capacidade de regeneracdo, assim, ap0s uma
leséo, as células epiteliais entram em mitose e deslizam em direcdo ao centro da
leséo, preenchendo o defeito (Gilger, Bentley & Ollivier 2007). Dentro de 4 a 7 dias
ou menos toda a cornea é reepitelizada (Gelatt 2003, Slatter 2005).

Se todo o epitélio corneal for removido, 0 estroma serd recoberto por
deslizamento de células do epitélio do limbo, sendo completamente reposto em
duas semanas. Apos 4 a 5 semanas, em coelhos, o epitélio conjuntival assume as
caracteristicas morfoldgicas de epitélio corneal normal (Gilger, Bentley & Ollivier
2007).

O PCNA é uma proteina expressada durante a mitose celular (Miller et al.
2010); sua imunomarcacdo tem sido utilizada em diversas pesquisas de
proliferacdo celular em corneas humanas e de animais, e a sua especificidade é
garantida por muitas evidéncias que certificam-no como um valioso marcador
(Gan, Fagerholm & Kim 1999).

A expressdo do PCNA apoés remocédo do epitélio e parte do estroma por
ceratectomia fotorefrativa, inicia-se apdés 24 horas e € observada primeiramente

nas células epiteliais das bordas da lesdo; passadas 48 horas, a sua expressao ja
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pode ser observada em todo o epitélio em regeneracdo, diminuindo apos duas
semanas (Gan et al., 2001). Yew et al. (2000) também observaram a presenca de
PCNA no epitélio do limbo, porém, decorridas apenas 12 horas do debridamento
epitelial de corneas de coelhos, com o pico da sua expressao apds 48 horas.

Os o6leos essenciais sao extraidos de varias plantas e conhecidos por suas
propriedades antissépticas e medicinais de sua fragrancia (aromaterapia). S&ao
usados na preservacdo de alimentos, como antimicrobianos, analgésicos,
sedativos, anti-inflamatdrios, espasmoliticos e agentes anestésicos locais, entre
outros (Bakkali et al. 2008). Geralmente, os componentes majoritarios determinam
as propriedades biologicas dos oleos essenciais (Pichersky, Noel & Dudareva
2006).

Citrus lemon Burm. f. pertence a familia Rutaceae e € popularmente
conhecido no Brasil como lim&o-siciliano (Aloisi et al. 2002, Cecarelli et al. 2004).
Os seus maiores componentes sao dois monoterpenos: limoneno e B-pineno,
sendo o primeiro, o principal constituinte dos 6leos essenciais de citrus (Rozza et
al. 2011). Esse produto natural possui propriedades biologicas, tais como efeito
bactericida (Fisher & Phillips 2006) e atividades antiulcerogénicas (Lewis &
Hanson 1991).

O tratamento de Ulceras gastricas de ratos com Citrus lemon promoveu
aumento na proliferacdo celular, vascularizagdo e de células importantes na
resposta as lesdes locais, diminuindo o tempo de cicatrizacédo da uUlcera (Rozza et
al. 2007). Adicionalmente, foi capaz de evitar a formacao da Ulcera gastrica, por
estimulo a producédo de muco, efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios (Rozza et
al. 2011). Moraes et al. (2009) obtiveram resultados semelhantes com o uso de
limoneno como protetor da mucosa gastrica.

O presente estudo teve como objetivo, avaliar, por meio de
histomorfometria e imuno-histoquimica para PCNA, o processo de reepitelizacdo
corneal de Ulceras superficiais, induzidas experimentalmente em coelhos, frente
ao uso de colirios a base de 6leo essencial de Citrus lemon, nas concentracdes
1,5%, 3% e 5%.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas 50 fémeas da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus)
pertencentes ao grupo genético Botucatu, com idade variando entre 90 e 180 dias
e peso entre 2 e 4 Kg. Os coelhos foram fornecidos pelo biotério central da
UNESP, Campus de Botucatu.

Os animais foram submetidos aos exames clinicos e oftalmolégicos de

1 bem como ao teste de

rotina com auxilio de lampada de fenda portati
Schirmer®’, & tonometria®> e & oftalmoscopia direta?®. Apés o procedimento
cirtrgico, os coelhos foram identificados e mantidos em gaiolas individuais com

1> ad libitum.

agua potavel e racao comercia

Os procedimentos experimentais desenvolvidos seguiram as normas da
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) e foram
submetidos & Camara de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu. Protocolo

numero 174/2008 CEEA.

Obtencéo e diluicdo do Tween 80

Realizou-se a diluicdo do Polissorbato 80, conhecido como Tween 80%°, em
solucdo fisioldgica®®, na proporcéo 1:10, obtendo-se a concentracdo de 8%; em
seguida, a solucdo foi submetida a agitacdo por 15 minutos em temperatura

ambiente para homogeneizacéo.

%0 | ampada de fenda portatil Kowa SL-15®

2! Teste de Schirmer Ophthalmos®

2 Tondmetro de aplanacdo Tono Pen®- Med Tronic
28 Oftalmoscépio direto Welch Allyn®

24 Coelhil S - Socyl

% Tween 80 - Labsynth

% Solucao Fisioldgica NaCl 0,9% 250mL - Med Flex
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Obtencéo do colirio de 6leo essencial de Citrus lemon

O 6leo essencial de Citrus lemon? foi diluido, no momento do seu uso, em
solucao de Tween 80 8%, a fim de se obter as concentracdes de 1,5%, 3% e 5%,
constituindo deste modo, os respectivos colirios. O pH da solugéo foi ajustado em
7,2, adicionando-se &cido cloridrico (quando necessario a diminuicdo do pH) ou
hidroxido de sédio (quando necessario o aumento do pH). As solu¢des foram
preparadas em capela de fluxo lamelar unidirecional, estocadas a temperatura de
4°C, protegidas da luz e utilizadas por até 5 dias.

A composicao do 6leo essencial de Citrus lemon utilizado no experimento,
apresentou o limoneno como seu principal componente, representando 70,75%,

seguido pelo B-pineno com 13,19% e pelo y-terpineno com 9,19%.

Grupos experimentais

Os 50 animais foram distribuidos, aleatoriamente, em cinco grupos
experimentais, designados Grupo Controle (GC), Grupo Tween 80 8% (GT) e trés
grupos de colirios a base de Citrus lemon (GL), em diferentes concentragdes,
sendo 1,5% (GL1,5), 3% (GL3) e 5% (GL5). Cada grupo foi constituido por 10
animais.

No GC, foi instilado colirio substituto da lagrima®®. No GT, as animais foram
tratados com colirio de Tween 80 na concentracdo 8%. E os grupos GL1,5, GL3 e
GL5, foram tratados com colirio a base de 6leo essencial de Citrus lemon, nas

concentracdes 1,5%, 3% e 5%, respectivamente.

Procedimentos anestésicos e cirargicos
Os animais foram anestesiados com quetamina® (20mg/Kg) via

intramuscular (IM), associada & xilazina®® (Img/Kg) IM e a morfina® (0,5mg/Kg)

2" Citrus lemon - Ferquima

% |acrima plus® (hipromelose e dextrano 70) - Alcon
# Dopalen® - Vetbrands

% Anasedan® - Vetbrands

31 Dimorf® - Cristalia
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IM. Adicionalmente, foi feita a anestesia tépica ocular por meio de utilizacdo de
colirio anestésico™®,

Os procedimentos operatdrios foram realizados com auxilio de microscopio
cirtrgico®® apés antissepsia utilizando solugéo de polivinilpirrolidona® a 1:50 e
colocacdo de panos fenestrados oftalmicos estéreis. A fixacdo mecanica das
palpebras foi feita com blefarostato Barraquer infantil. Para a inducao da ulcera
corneal, uma haste de algoddo foi embebida em n-heptanol e aplicada sobre a
cornea a partir do limbo, de forma centripeta, mantendo o contato do alcool com a
cornea durante 3 minutos. A remocao do epitélio foi realizada com uma haste de
algoddo seca, e posteriormente, a superficie ocular foi lavada com 60 ml de
solucdo fisiologica estéril a 0,9% para a remocdo dos debris e alcool
remanescentes (Sampaio et al. 2006).

Todos os animais foram submetidos ao procedimento cirdrgico de inducao

de Ulcera de cornea experimental.

Pos-operatorio

No pds-cirargico imediato e a cada 12 horas, foi administrado em todos os
animais, o antiinflamatério & base de meloxicam®® (0,2 mg/kg), por via subcutanea
(SC), além de morfina® (2 mg/Kg) SC, durante trés dias, visando maximizar o
conforto pos-operatdrio.

Os animais foram medicados com os colirios, de acordo com 0 seu grupo
experimental, quatro vezes ao dia, iniciando-se o tratamento logo apds a
recuperacdo anestésica. Na regido ocular foram feitas limpezas diarias das

palpebras, quando necessario, com solucao salina a 0,9%>, até o final do periodo

% Anestalcon® - Cloridrato do proximetacaina 0,5% - Alcon

¥ Microscoépio Cirdrgico Karl Kaps, modelo SOM 62 Standarad, Alemanha

% PVPI - lodo anti-séptico aquoso/ Brasiliquidos Produtos Farmacéuticos/ Comercial Bono
LTDA

% Movatec® - Meloxicam solucao injetavel — Boehringer Ingelheim

% Dimorf® - Cristélia

37 Solucao Fisioldgica NaCl 0,9% 250mL - Med Flex
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de avaliacao de cada animal.

Momentos de avaliagéo
Todos os grupos foram divididos em dois subgrupos constituidos por cinco
animais cada, de acordo com o seu periodo final de avaliagdo, ou seja, M1,

avaliados 24 horas pés-cirurgia (dia 1) e M5, no quinto dia pés-operatério.

Avaliacdo histomorfométrica

No final do periodo de avaliacdo de cada subgrupo, os animais foram
eutanasiados, apds anestesia com acepromazina® (1,5 mg/Kg) e quetamina® (20
mg/Kg) via intramuscular, seguida pela administracdo intravenosa de tiopental®
(25 mg/Kg) e de cloreto de potassio 19,1%* (2 mL/Kg). Em seguida, procedeu-se
a enucleacéo dos olhos operados.

O bulbo ocular foi fixado em formaldeido 10%* durante 48 horas, e a
seguir, fixado em solucéo de alcool a 70%*. As cérneas foram isoladas e incluidas
em parafina. Foram realizados cortes por microtomia (4 micrometros), aplicados
sobre laminas, corados pelo método de hematoxilina/eosina (HE)** e analisados
ao microscopio de luz para realizacdo da andlise descritiva.

Para a andlise da celularidade foi utilizado o microscépio Leica DM®
acoplado com o software de captura de imagens Leica QWin Standard Versao
3.5.0. Foram capturadas 10 imagens de cada corte histologico, que foram
posteriormente analisadas, de forma quantitativa, no programa AVSoft BioView
4®. Para se obter a celularidade, foram contadas células epiteliais, do estroma
(ceratocitos) e células inflamatérias (neutrofilos, histiocitos, linfocitos e eosinofilos).

% Acepran 0,2% - Univet

% Dopalen® - Vetbrands

0 Thiopentax 1g - Cristalia

! Cloreto de Potassio 19,1% - Farmace

2 Formol — solugéo 10%/ IndUstria Farmacéutica Rioquimica Ltda
3 Alcool Zulu absoluto 99,3° INPM/Companhia Nacional do Alcool

4 Corantes Merck
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Além disso, também foi contado manualmente o nimero total de células epiteliais
encontradas nesses dez cortes histologicos.

A analise morfométrica também foi realizada utilizando-se o analisador de
imagens Leica QWin Standard Versao 3.5.0., para medic6es manuais. Na andlise
morfométrica, avaliou-se a espessura do epitélio e do estroma corneal. O epitélio
foi mensurado em trés diferentes regifes, sendo a medida periférica referente ao
epitélio localizado na periferia da cornea e a medida central na regido central da
coérnea. A medida denominada ponto médio foi obtida na regido entre as medidas
periférica e central. A espessura do estroma foi aferida na regido central da
cornea. Foram realizadas dez medidas de cada regido, sendo sua média

considerada como a espessura final.

Avaliacado da proliferacéo celular

Para a avaliacdo da proliferacdo celular, foi realizada imuno-histoquimica
para PCNA* (Proliferating Cell Nuclear Antigen), marcador de diviséo celular,
segundo a técnica abaixo descrita.

Apoés a inclusdo das corneas em parafina, foram realizados cortes por
microtomia (3 micrémetros) e aplicados sobre laminas. Em seguida, estas foram
desparafinizadas, reidratadas e destinadas a imuno-histoquimica com método de
revelacdo para peroxidase. O bloqueio de reagéo inespecifica foi feito com H202 e
leite desnatado a 1%; para a recuperacdo antigénica, utilizou-se tampao citrato
aquecido. As amostras foram incubadas com anticorpo especifico, anti PCNA, em
solucédo de bloqueio (leite desnatado 1%) por duas horas. Posteriormente, as
amostras foram lavadas em tampao fosfato (0.01 mol/L, pH 7.4) e incubadas em
anticorpo secundario®® e revelado com o Avidina-Biotina associado com 3-
3 diaminobenzina tetrahydrochloride®’.

As laminas foram analisadas no microscopio Leica DM acoplado com o

software de captura de imagens Leica QWin Standard Versao 3.5.0.; foram

* Proliferating Cell Nuclear Antigen - Novocastra Laboratories Ltda
6 Super ABC Kit Universal — Easy Path
“" DAB — Sigma
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capturadas dez imagens de cada amostra; as células epiteliais totais e as
marcadas para PCNA foram contadas manualmente, obtendo-se a porcentagem

de células epiteliais em diviséao.

Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se a técnica da analise de
variancia nao paramétrica (histomorfometria e PCNA) e paramétrica (celularidade),
para o modelo de medidas repetidas em grupos independentes, com nivel de 5%
de significancia (P<0,05) (Johnson & Wichern 2002). Para a avaliagcdo estatistica
do numero total de células epiteliais foi utilizada a técnica de analise de variancia
ndo paramétrica para o modelo com dois fatores, complementada com o teste de
comparacdes multiplas de Dunn, considerando o nivel de 5% de significancia (Zar
20009).

RESULTADOS

Histomorfometria

Na avaliacdo histomorfométrica da periferia da cérnea, os grupos GL5 e
GL3 apresentaram espessura mediana ao redor de 6 a 8 ym (Figura 1), enquanto
nos grupos GC, GT e GL1,5 a maioria dos cortes histolégicos da coérnea
apresentou auséncia de epitélio na periferia; as corneas portadoras de epitélio
apresentaram de uma a duas camadas, compostas por células arredondadas. Nas
regides do ponto médio (Figura 2) e central ndo se observou epitélio no primeiro
dia de avaliacéo.

No subgrupo M5, verificou-se a presenca de epitélio na periferia da cérnea
em todos o0s grupos, com espessura variando de 15 a 27 pm, os grupos GL3 e
GL5 foram os que apresentaram os maiores valores de mediana (Tabela 1); o
namero de camadas celulares variou de 2 a 6, sendo que a maioria das cérneas
apresentou de 3 a 4 camadas de células epiteliais e células arredondadas na
camada basal. No ponto médio, todos 0s grupos possuiam epitélio, com valores
de espessura variando de 10,13 (GL1,5%) a 17,62 (GC); presenca de 1 a 4



53

camadas de ceélulas epiteliais, com a maioria dos animais apresentando 2 a 3
camadas celulares e células arredondadas na camada basal. Na medida central
da cornea, o GT apresentou espessura mediana de 9,18 pm, enquanto a maioria
dos animais dos demais grupos apresentou auséncia de epitélio; o numero de
camadas celulares epiteliais variou de 0 a 4.

O estroma encontrava-se integro em todos os cortes avaliados, com

valores medianos entre 420 e 560 ym, tanto no M1 quanto M5.

30 -
_ |

5 25 GC
2 20 - mGT
[oF ]
g 15 GLS
C 10
2 EGL3
< 57

0 . mGL1,5

M1 M5

Figura 1 — Representacdo das medianas da altura epitelial (em micrémetros) da
regido da periferia corneal, nos diferentes grupos e momentos (M) de avaliacao

em dias; GC - Grupo Controle, GT-Grupo Tween, GL5 - Grupo Citrus lemon 5%, GL3 - Grupo
Citrus lemon 3% e GL1,5 - Grupo Citrus lemon 1,5%.

30 -
.(__B 25 - mGC
S 20 - mGT
o 10 -
2 mGL3
< 5-

0 - | | mGL1,5

M1 M5

Figura 2 — Representacdo das medianas da altura epitelial (em micrometros) no
ponto médio, regido entre a periferia corneal e o centro, do GC (Grupo Controle),
GT (Grupo Tween), GL5 (Grupo Citrus lemon 5%), GL3 (Grupo Citrus lemon 3%) e
GL1,5 (Grupo Citrus lemon 1,5%) nos diferentes momentos (M) de avaliacdo, em

dias.
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Tanto no subgrupo M1 quanto no M5, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos, quando comparados 0s grupos dentro de uma
mesma medida, e quando comparadas as medidas do epitélio (periferia, ponto
médio e central) dentro do mesmo grupo; também ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos relacionadas a espessura do estroma
(Tabela 1).

Porém, quando comparados 0S grupos entre 0s momentos, pode-se
verificar um aumento significativo da espessura periférica do epitélio no GC, GT e
GL5, com a evolugédo do pdés-operatorio (M5). No ponto médio, o epitélio corneal
foi estatisticamente maior em todos os grupos do M5 em relacdo ao M1,
diferentemente da area central da cérnea, em que os valores foram similares.

Quanto ao estroma, no GT, verificou-se espessura estromal maior no M1

em relacdo ao M5; ja os demais grupos nao diferiram (Tabela 1).

Celularidade

Na celularidade corneal total, a qual evidenciou principalmente as células
inflamatdrias (neutrdfilos, histidcitos, linfocitos e eosindfilos), ndo foram verificadas
diferencas significativas entre os grupos nos diferentes momentos de avaliacéo.
Porém observou-se aumento significativo desta (Figura 11), no M5 do grupo GL1,5
em relacdo ao M1. Os demais grupos comportaram-se de maneira semelhante
nos dois momentos (Tabela 2).

A avaliacdo da celularidade total dos cortes histologicos esta apresentada

na Figura 3 e Tabela 2.
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Tabela 1 — Mediana, valores minimos e maximos da espessura (um) das regides do epitélio da cérnea e estroma

central, segundo os momentos de avaliagdo (em dias) e grupos; GC - Grupo Controle, GT - Grupo Tween, GL5 - Grupo Citrus

lemon 5%, GL3 - Grupo Citrus lemon 3% e GL1,5 - Grupo Citrus lemon 1,5%.

Momento Grupo

Medida

Periferia

Ponto médio

Central

Estroma

GC
GT
M1 GL5
GL3
GL1,5

0,00 (0,00; 12,27)a*Aa
0,00 (0,00; 14,92)aAa
6,40 (0,00; 9,46)aAa
7,96 (0,00; 14,41)aAa
0,00 (0,00; 28,07)aAa

0,00 (0,00; 0,00)aA**a
0,00 (0,00; 0,00)aAa
0,00 (0,00; 0,00)aAa
0,00 (0,00; 0,00)aAa
0,00 (0,00; 0,00)aAa

0,00 (0,00; 0,00)aAa***
0,00 (0,00; 0,00)aAa
0,00 (0,00; 0,00)aAa
0,00 (0,00; 0,00)aAa
0,00 (0,00; 0,00)aAa

561,82 (352,58; 619,38)aAB
527,41 (417,28; 622,00)aBp
491,92 (339,11; 652,09)aAB
509,02 (412,49; 623,19)aAB
556,95 (378,71; 566,58)aAB

GC
GT
M5 GL5
GL3
GL1,5

15,69 (11,64, 34,26)aBa
17,38 (10,75; 21,86)aBa
26,77 (17,23; 34,35)aBa
24,10 (8,64; 30,70)aAa
15,08 (8,27; 24,54)aAa

17,62 (8,88; 38,77)aBa
16,07 (7,56; 35,07)aBa
13,63 (9,72; 22,93)aBa
15,56 (5,74; 21,23)aBa
10,13 (6,48; 13,86)aBa

0,00 (0,00; 22,38)aAa
9,18 (0,00; 24,03)aAx
0,00 (0,00; 19,99)aAa
0,00 (0,00; 25,17)aAa
0,00 (0,00; 9,41)aAa

471,64 (215,02; 550,41)aAB
397,24 (184,78; 437,01)aAB
424,85 (391,90; 559,92)aAB
535,93 (264,10; 674,06)aAB
470,58 (367,46; 549,97)aAB

* duas medianas seguidas de uma mesma letra mintscula ndo diferem (p>0,05) quanto aos respectivos grupos fixados o0 momento de avaliagcdo

e a medida.

** duas medianas seguidas de uma mesma letra mailscula nédo diferem (p>0,05) quanto aos respectivos momentos de avaliagdo fixados o

grupo e a medida.

*** duas medianas seguidas de uma mesma letra grega ndo diferem (p>0,05) as respectivas medidas fixados o grupo e o momento de

avaliagéo.
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Figura 3 — Representacdo das médias da celularidade encontrada nos cortes
histologicos do GC (Grupo Controle), GT (Grupo Tween), GL5 (Grupo Citrus
lemon 5%), GL3 (Grupo Citrus lemon 3%) e GL1,5 (Grupo Citrus lemon 1,5%), nos

diferentes momentos (M) de avaliacdo em dias.

Tabela 2 - Média e desvio padrdo da celularidade segundo grupo e momento de

avaliagao.
Momento de avaliacdo
Grupo (M1) 1 dia (M5) 5 dias
GC 182,20 + 46,28 aA 215,68 £+ 40,80 aA
GT 176,00 £ 80,41 aA 215,52 + 44,86 aA
GL5 192,30 £ 53,38 aA 229,90 £+ 31,46 aA
GL3 165,34 £+ 15,05 aA 213,10 £ 44,20 aA
GL1,5 195,20 £ 58,17 aA 283,12 + 71,99 aB

*Letras mindsculas comparam o0s grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras
mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras iguais representam

diferencas né&o significativas (p>0,05).

Na avaliacdo do numero total de células epiteliais, obtidas em dez campos
histologicos, notou-se um aumento significativo da quantidade de células epiteliais,
nos grupos GC, GT, GL5 e GL1,5, do M1 em relacdo ao M5. Quando comparados
0s grupos dentro do mesmo momento ndo foram observadas diferencas entre os

tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Mediana e valores minimos e maximos do numero total de células

epiteliais segundo grupo e momento de avaliac&o.

Momento de avaliagcéo

Grupo (M1) 1 dia (M5) 5 dias

GC 107,5 (0,00; 268,00) aA 465,5 (328,00; 856,00) aB
GT 67,0 (0,00; 170,00) aA 728,0 (408,00; 1377,00) aB
GL5 22,5 (0,00; 124,00) aA 635,5 (507,00; 807,00) aB
GL3 118,0 (0,00; 446,00) aA 559,0 (410,00; 706,00) aA
GL1,5 0,00 (0,00; 85,00) aA 348,5 (299,00; 388,00) aB

*Letras minUsculas comparam os grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras
mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras iguais representam

diferencas néao significativas (p>0,05).

Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)

A imunomarcacéo celular para PCNA foi evidenciada apenas no epitélio da
coérnea e foi observado em todos os cortes histoldégicos portadores do mesmo,
com variacdo da porcentagem de células em divisdo em relagdo ao numero total
de células. A excecdo foi um animal do grupo GL3 do M1 que n&o apresentou

imunomarcacao, apesar de apresentar 18 células epiteliais.

25 -
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Figura 4 — Representacdo das medianas da porcentagem de células marcadas
para PCNA do GC (Grupo Controle), GT (Grupo Tween), GL5 (Grupo Citrus lemon
5%), GL3 (Grupo Citrus lemon 3%) e GL1,5 (Grupo Citrus lemon 1,5%) nos

diferentes momentos (M) de avaliacdo em dias.

Os grupos avaliados comportaram-se de maneira similar nos diferentes

momentos de avaliacdo (Tabela 4) quanto a porcentagem de células marcadas
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para PCNA, que representam as células em mitose. Os grupos que apresentaram
maiores percentuais numericos de imunomarcacao foram o GC e GL3 no M1, e os
grupos GL5 e GL3 no M5. Entretanto, observou-se aumento significativo da
divisdo e multiplicacéo das células epiteliais no M5 dos grupos GC, GT e G5, em

relacdo ao M1.

Tabela 4 - Mediana e valores minimos e maximos da porcentagem de células

marcadas para PCNA, segundo grupo e momento de avaliacéo.

Momento de avaliacdo

Grupo (M1) 1 dia (M5) 5 dias

GC 7,79 (0,00; 10,00) aA 18,02 (14,33; 24,26) aB
GT 2,35 (0,00; 11,19) aA 17,06 (12,93; 22,51) aB
GL5 4,03 (0,00; 20,00) aA 23,81 (11,44; 26,15) aB
GL3 7,60 (0,00; 30,27) aA 23,36 (15,99; 41,08) aA
GL15 0,00 (0,00; 25,88) aA 18,82 (7,73; 25,00) aA

*Letras minuUsculas comparam os grupos fixado o momento de avaliacdo. Letras
mailsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo. Letras iguais representam

diferencas néo significativas (p>0,05).

Nas figuras 5 e 6 estdo representados, respectivamente, o corte histolégico
de cérnea normal de coelho e de um animal do GL5 (M5), submetido aos

procedimentos experimentais.
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Figura 5 — Corte histolégico de cornea normal de
coelho. Observar epitélio simples, escamoso e néo
gueratinizado (seta); o estroma, representando a
maior espessura corneal (cabeca de seta), com
baixa celularidade; membrana de Descemet e

endotélio (seta larga) (Coloracédo HE — obj. 200x).

Figura 6 — Corte histologico de cérnea de coelho
pertencente ao GL5, aos cinco dias do pdés-operatorio.
Notar area de transicao entre a Ulcera corneal superficial e

a reepitelizacéo (seta) (Coloracéo HE — obj. 400x).
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Nas figuras 7 a 11 estao

representadas
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regibes avaliadas por

histomorfometria nos diferentes grupos experimentais e momentos de avaliacao.

A\

Figura 7 — Cortes histolégicos de cérnea do Grupo Controle. (A) Regido da

periferia da cornea no M1, notar auséncia de epitélio e estroma integro, porém

com a presenca de moderado infiltrado inflamatoério polimorfonuclear. (B) Regiédo

periférica no M5, observar células epiteliais dispostas em duas camadas. (C)

Regido do ponto médio corneal do M5, observar o epitélio recobrindo todo o

estroma. (D) Regido central da cornea do M5, notar a auséncia de epitélio e

discreto infiltrado inflamatorio (Coloracédo HE — obj. 400x).
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C

D

Figura 8 — Cortes histologicos de cérnea do Grupo Tween. (A) Regidao da

periferia no M1, notar auséncia de epitélio, estroma integro com discreta

celularidade. (B) Regido periférica no M5, verificar células epiteliais dispostas de

forma regular, recobrindo a camada estromal. (C) Regido do ponto médio

corneal no M5, observar a reepitelizacdo e o aumento da celularidade no

estroma, em relacdo a A. (D) Regido central da cérnea no M5, observar a

auséncia de epitélio e maior celularidade estromal (Coloracdo HE — obj. 400x).
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Figura 9 — Corte histologico de cérnea de coelhos do Grupo Citrus lemon 5%.
(A) Regiao da periferia corneal no M1, notar auséncia de epitélio, estroma sem
lesbes e com infiltrado inflamatério. (B) Regido periférica no M5, observar o
epitélio recobrindo todo o estroma. (C) Regido do ponto médio no M5, com a
presenca de células epiteliais dispostas de forma regular em trés camadas. (D)
Regido corneal central do M5, observar a completa reepitelizacdo e diminuicdo

da celularidade em relacéo a A (Coloragao HE — obj. 400x).



Figura 10 — Corte histoldgico de cornea de coelhos do Grupo Citrus lemon 3%.

(A) Regido da periferia corneal no M1, observar a auséncia de reepitelizacéo e
estroma integro. (B) Regido periférica no M5, notar a presenca de ceélulas
epiteliais dispostas de forma regular em trés camadas. (C) Regido do ponto
médio da cornea no M5, com a presenca de células epiteliais dispostas de forma
regular, notar o nacleo arredondado da camada basal. (D) Regido central da
coérnea do M5 reepitelizada e com discreta celularidade estromal (Coloracédo HE
— obj. 400x).



64

g g W
N - e
______-ﬂ—'""':' o T e —
e
o e WL = e
E e - B o *.',--
o - B - =
i - -
w - - - & o =
- —_—
= - - -
= -
- - —
- - -
- -l
a . & -
- -]
— S
i A =
e J""""f" T;' .
- s e e e “rrt
i = P | et e e 11" -
I L L F o i ot »
e e o I" e -l T T
e e Y e v it - T T
3 . - ! =
= e 7 - - - -
Lol d— g .-. E - =
e = = = » %
AT g 2o i el Wl I .. — b "
B ek ' - ’ " - -
z/ p= 4 3 sy * et - - W
/', P ’ r L T . - - 5
B F el ’ ¥ g i 2 -
. ¢
Y, AR T o
e S ;nr‘/_,.- " 5 - =
W . - - ] -y "
A ed T e i ey - " - = o
By ¥ - v - # - * > - e s
iy v i T - - = =
» /! o - 4 = - = e -
(K] - r n’;',' & — - s - - - =)
g Wy F P g F r - P -

Figura 11 — Cortes histolégicos de cornea de coelhos do Grupo Citrus lemon
1,5%. (A) Regido da periferia corneal no M1, observar a auséncia de células
epiteliais e a presenca de células polimorfonucleares. (B) Regido periférica no
M5, notar a presenca de epitélio recobrindo o estroma, e diminuicdo das células
inflamatdrias em relacédo a A. (C) Regido do ponto médio da cérnea no M5, com
auséncia de células epiteliais e presenca marcante de células inflamatérias. (D)
Regido central da cérnea, sem epitélio, notar estroma anterior irregular e com

infiltrado inflamatério polimorfonuclear evidente (Coloracdo HE — obj. 400x).

Nas figuras 12 a 16 estdo representados os cortes histolégicos submetidos
a imuno-histoquimica para PCNA, nos diferentes grupos experimentais e

momentos de avaliacao.



65

Figura 12 — Cortes histologicos de cérnea do Grupo Controle, submetidos a
imunomarcacdo para PCNA em diferentes momentos. (A) Notar auséncia de
epitélio, assim como de células em proliferacdo no estroma. (B) Observar o
epitélio recobrindo o estroma e a presenca de células em proliferacéo,
imunomarcadas para PCNA (células com o nucleo marrom escuro, seta) (obj.
400x).

Figura 13 — Cortes histolégicos de cérnea de coelhos do Grupo Tween,

submetidos a imunomarcacédo para PCNA em diferentes momentos. (A) Notar
auséncia de células epiteliais, assim como de células imunomarcadas no
estroma. (B) Observar a presenca de células epiteliais em proliferagéo (células
com o nucleo marrom escuro), dispostas na camada basal e recobrindo todo o

estroma (obj. 400x).



Figura 14 — Cortes histolégicos de cornea de coelhos do Grupo Citrus lemon
5%, submetidos a imunomarcacgédo para PCNA em diferentes momentos. (A)
Observar a auséncia de reepitelizacdo e de células imunomarcadas para
PCNA. (B) Notar o epitélio com varias camadas recobrindo todo o estroma de
forma regular e a presenca de células imunomarcadas (células com o nucleo

marrom escuro) (obj. 400x).

Figura 15 — Cortes histoldgicos de cornea de coelhos do Grupo Citrus lemon

3%, submetidos a imunomarcacdo para PCNA em diferentes momentos. (A)
Observar a presenca de células epiteliais em proliferacéo (células com o nucleo
marrom escuro), dispostas em uma camada incompleta. (B) Notar a

reepitelizacdo completa e a presenca de células em proliferacéo (obj. 400x).
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Figura 16 — Cortes histologicos de cérnea de coelhos do Grupo Citrus lemon

1,5%, submetidos & imunomarcacao para PCNA em diferentes momentos. (A)
Notar a auséncia de células epiteliais e estroma sem proliferacéo celular. (B)
Area de transicdo entre a Ulcera e a reepitelizacdo corneal; notar a presenca
de células em proliferacdo (células com o nlcleo marrom escuro), assim como

a migracao celular em direcdo a area lesionada (obj. 400x).

DISCUSSAO

O ¢dleo essencial de Citrus lemon é uma mistura complexa de compostos
volateis (Aloisi et al. 2002, Cecarelli et al. 2004) com reconhecidas propriedades
biolégicas (Baser & Buchbauer 2009). Os seus principais componentes Ssao
terpenos (Bakkali et al. 2008), que dentre as substancias encontradas na
natureza, constituem o principal composto quimico com atividades
antiulcerogénicas (Lewis & Hanson 1991). Esse produto natural ja foi utilizado com
éxito em estudos com ulceras gastricas em ratos (Rozza et al. 2011), entretanto
nao foram encontrados relatos do seu uso na oftalmologia e mais especificamente
no tratamento de Ulceras de cornea, que estdo entre as doengas oculares mais
comuns no atendimento oftalmolégico veterinario.

A cOrnea € composta pelo epitélio e sua membrana basal, estroma,
membrana de Descemet e células endoteliais, que juntos compdem suas
camadas. A ceratite ulcerativa € caracterizada por lesdes erosivas superficiais ou

profundas na cdérnea com perda de epitélio e exposicdo do estroma (Gilger,
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Bentley & Ollivier 2007). Para a obtencao de ceratites ulcerativas superficiais, com
perda apenas do epitélio, foi utlizado o n-heptanol, que associado ao
debridamento mecanico, auxilia na remocdo das células epiteliais, mantendo o
estroma integro; assim todas as Ulceras tratadas apresentavam a mesma
profundidade e extensdo, o que nado seria possivel se fossem utilizados animais
atendidos na rotina oftalmolégica.

Nos cortes histologicos avaliados, todas as coérneas apresentavam o
estroma integro, com variacdo apenas da sua celularidade, que era representada
por ceratdcitos em pequena quantidade e células inflamatdrias em numero
variado. As células epiteliais que se apresentavam em processo de divisdo e
migracdo em direcdo ao centro da cérnea provavelmente eram originarias da
camada basal do epitélio do limbo que, na auséncia do epitélio corneal, possuem
capacidade de proliferacdo e de transformarem-se em células epiteliais da cérnea,
contribuindo para a sua reparacao (Yew et al. 2000).

O epitélio apresenta grande capacidade de regeneracdo; assim, ap0s uma
lesé@o, as células entram em mitose e deslizam em dire¢cdo ao centro da cornea,
preenchendo o defeito (Gilger, Bentley & Ollivier 2007). Esse mesmo padrédo de
cicatrizacdo pobde ser constatado no processo de reparacdo das corneas
estudadas, ja que no primeiro momento de avaliacdo, apdés um dia do
procedimento cirdrgico, observou-se células epiteliais apenas na periferia corneal
e somente em alguns cortes histolégicos; enquanto no periodo final de avaliacéo,
apos cinco dias, notou-se a presenca de epitélio recobrindo todo o estroma, ou
apenas a periferia e ponto médio corneal.

No M1, todos os grupos apresentaram pelo menos um animal com epitélio
na periferia corneal, sendo que, o GL3 e o GL5 apresentaram os maiores valores
de mediana de altura epitelial, 7,96pm e 6,4um respectivamente; enquanto nos
demais grupos observou-se mediana zero. Além disso, foram 0s grupos que
continham maior nimero de animais apresentando epitélio, com quatro animais no
GL5 e trés no GL3. Embora ndo comprovada a diferenca na andlise estatistica,
esses bons resultados podem sugerir possivel efeito positivo sobre a proliferacéo

celular do 6leo essencial de Citrus lemon, o que também foi observado por Rozza
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et al. (2007), no tratamento de Ulceras gastricas de ratos. Em contrapartida, no
GL1,5 foi verificado apenas um animal com epitélio na periferia corneal, sugerindo
que a menor concentracdo nao foi suficiente para promover o estimulo para
mitose das células epiteliais.

Nenhum grupo do M1 apresentou epitélio no ponto médio e central corneal
devido as caracteristicas da reparacao corneal associada ao tempo de evolucao,
que segundo Yew et al. (2000), apos a completa remocéo do epitélio corneal de
coelhos, as primeiras células em mitose podem ser observadas no epitélio do
limbo decorridas 12 horas do debridamento epitelial. Se ocorrer a remocéo do
epitélio e parte do estroma por ceratectomia fotorefrativa, a divisdo celular inicia-se
apos 24 horas e é observada primeiramente nas células epiteliais das bordas da
lesdo (Gan et al. 2001). Portanto, na primeira avaliagdo com apenas 24 horas da
cirurgia é possivel encontrar células epiteliais somente na regido da periferia
corneal.

No segundo momento de avaliacdo (apods 5 dias), os animais de todos os
grupos apresentaram epitélio na periferia e ponto médio da cérnea. O GL5 e GL3,
novamente foram o0s grupos com as maiores medianas na periferia corneal,
obtendo 26,77um e 24,1um respectivamente, 0 que corresponde a altura normal
do epitélio corneal, que segundo Samuelson (2007) pode variar de 25 a 40um. No
ponto médio corneal, os valores das medianas dos grupos, com excecao do
GL1,5, foram similares, enquanto na regido central, o GT foi o Unico grupo em que
a mediana nédo foi nula, obtendo 9,18um de altura epitelial no centro da cérnea.
Assim como no primeiro momento de avaliagdo, no M5, os grupos tratados com
colirio de Citrus lemon nas concentracdes 3 e 5% mostraram uma tendéncia, ndo
significativa, ao estimulo da proliferacdo celular; o que talvez possa ser
comprovado em estudos com um numero maior de animais; além disso, o
tratamento com Tween, diluente do 6leo essencial de Citrus lemon, também
demonstrou resultados similares aos do grupo controle, ou seja, auséncia de
reacOes adversas, o que permite a manutencao de sua utilizacdo como diluente do

colirio de citrus sem que ocorra comprometimento da reepitelizacédo corneal.
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Na andlise estatistica, ao se compararem 0s momentos, no M5 os grupos
GC, GT e GL5 apresentaram um aumento com significaAncia da altura epitelial na
periferia da cérnea. No GL3 este padrao nao foi verificado, possivelmente devido a
maior mediana apresentado no M1, e consequentemente menor aumento relativo
da sua altura epitelial, embora a sua mediana tenha sido uma das maiores no M5
também. No ponto médio, todos os grupos apresentaram a altura epitelial
significativamente maior, jA que no primeiro momento nenhum animal continha
células epiteliais nessa regido.

Em coelhos, a espessura corneal medida através de paquimetro
ultrassénico € de 407+6,2um (Tailai, Payor & Holden 1983), enquanto Donatti
(2010) relata espessura corneal de 265,94um obtida em corneas que foram
submetidas a histopatologia, portanto encontravam-se desidratadas, assim como
as do presente estudo, em que as médias da espessura do estroma obtidas
variaram de 184,78um a 674,06pum. Essa grande variacdo deve-se ao processo de
preparacdo dos cortes histolégicos, em que uma cérnea pode ter ficado mais
desidratada que outra, as diferencas fisiol6gicas individuais nos animais, mesmo
padronizados as suas idades e pesos, ou ao possivel edema corneal, pois quando
ocorre uma lesdo no epitélio, a por¢cdo aquosa do filme lacrimal penetra no
estroma, promovendo a sua tumefacao (Slatter 2005).

Para a avaliacdo da proliferagdo celular, foi realizada a imunomarcacao
para PCNA, que tem sido utilizada em diversas pesquisas em corneas humanas e
de animais, e a sua especificidade é garantida por muitas evidéncias que o
certificam como um valioso marcador de mitose celular (Gan, Fagerholm & Kim
1999). Por meio da imuno-histoquimica pdde-se notar, no M1, que 0s animais com
as maiores porcentagens de células em divisdo pertenciam aos grupos tratados
com colirios de oleo essencial de Citrus lemon, chegando até a 30,27% em um
animal do GL3, enquanto nos grupos GC e GT, as maiores porcentagens de cada
um foram, respectivamente, 10 e 11,19%. Porém considerando-se as medianas,
0s grupos com os melhores resultados foram o controle e o GL3. Essa alta
porcentagem de células em divisdo nos grupos tratados com 06leo essencial de

limdo pode, provavelmente, ser decorrente do efeito positivo na estimulacdo da
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proliferacdo celular, o que também pbéde ser observado na avaliacdo da altura
epitelial da periferia corneal no primeiro momento de avaliacéo.

Segundo Gan et al. (2001), apés 48 horas da remocao do epitélio e parte do
estroma por ceratectomia fotorefrativa, a expressdo de PCNA pdde ser observada
em todo o epitélio em regeneracdo e diminuiu apds duas semanas, 0 que
corrobora o presente trabalho, no qual cinco dias apods inducdo a Ulcera, a
expressao de PCNA pdde ser visualizada em células distribuidas ao longo do
epitélio em regeneracdo dos animais avaliados, com variagdo apenas da
porcentagem de células que se encontravam em mitose no momento da
avaliacao.

No M5, os grupos GL3 e GL5 obtiveram as maiores medianas tanto na
avaliacdo da proliferacdo celular, quanto na altura epitelial, 0 que se justifica, ja
gue com mais células em mitose, a tendéncia € que um ndmero maior de
camadas celulares seja formado, aumentando a altura epitelial. Entretanto, na
contagem do numero total de células epiteliais, a mediana dos grupos tratados
com colirios de Citrus lemon nas concentracdes 3 e 5% ficou abaixo da mediana
do GT, que apresentou 728 células contra 559 e 635, respectivamente. I1sso pode
ter acontecido, pois no GT as células estavam distribuidas mais uniformemente
sobre o estroma enquanto no GL3 e GL5, encontravam-se mais concentradas na
periferia corneal, como ja observado nas medidas epiteliais do centro da cornea,
em que o GT foi 0 Unico grupo com mediana positiva.

Os grupos GC, GT e GL5 mostraram aumento na taxa de mitose celular no
M5 em relacdo ao primeiro momento de avaliacdo. O grupo tratado com colirio de
Oleo essencial de limdo a 3%, embora tenha apresentado uma das maiores
medianas no M5, ndo demonstrou um aumento com significaAncia provavelmente
por ter apresentado animais com alta taxa de diviséo celular logo no primeiro dia
de avaliagédo, conforme ja apresentado anteriormente.

Apoés 24 horas do procedimento cirdrgico, todos 0s grupos apresentaram
valores similares para a celularidade encontrada na cérnea, sendo representada
por algumas células epiteliais, ceratocitos e células inflamatoérias, que infiltram-se

no estroma apods leséo corneal (Gilger, Bentley & Ollivier 2007). Segundo Gan,
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Fagerholm & Kim (1999), a presenca de leucdcitos aumenta a expressao de
PCNA, favorecendo a proliferagéo celular e diminuindo o tempo de cicatrizagao.

No segundo momento de avaliagdo, ocorreu aumento no numero total de
células epiteliais em todos os grupos, porém apenas no GL1,5 a celularidade
apresentou um aumento significativo devido & presenca de mais células
inflamatorias, principalmente de neutrofilos, que sdo favoraveis a cicatrizagao
corneal, porém, quando em excesso, denotam inflamacdo exacerbada e/ou
infeccao.

O Oleo essencial de Citrus lemon é um produto natural, disponivel
mundialmente, com propriedades bioldgicas a serem exploradas no tratamento de
doencas oculares. Ressalta-se que o presente estudo foi pioneiro na utilizacio
desse produto em oftalmologia, devendo-se estimular trabalhos posteriores com
maiores complexidades na metodologia que permitam a sua avaliacdo em um

namero maior de animais, assim como em Ulceras profundas ou contaminadas.

CONCLUSAO

Os colirios a base de Oleo essencial de Citrus lemon, nas diferentes
concentracdes, promoveram a reepitelizacdo corneal, sem causar lesdes
adicionais ao epitélio ou estroma, podendo ser utilizado na superficie corneal para

o tratamento de ceratites ulcerativas.
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CONCLUSOES GERAIS

Baseado nas condi¢des experimentais deste estudo, conclui-se:

- N&o ha diferenga entre os tratamentos com colirios & base de Citrus
lemon, nas concentracdes 1,5%, 3% e 5%, bem como os controles, tratados com
substituto da lagrima e Tween 80 8%, com relacdo as variaveis oftalmoldgicas
secrecao ocular, hiperemia conjuntival, guemose e opacidade corneal.

- Na variavel Ulcera de cérnea, com a evolucdo pds-operatoria, ha reducéo
da extensédo da Ulcera corneal nos tratamentos, com excec¢éo do a base de Citrus
lemon 3%, o qual apresentou menor extensdo de Ulcera no primeiro dia de
avaliacao.

- Os animais tratados com colirio a base de 6leo essencial de Citrus lemon
1,5%, no periodo final de avaliacdo, apresentaram maior sensibilidade ocular em
relacdo aos tratados com substituto da lagrima.

- Nao ha diferenca entre os tratamentos com colirio de lagrima artificial,
Tween 80 8% e a base de Citrus lemon quanto a espessura, celularidade total da
cornea e proliferacdo celular, nos momentos de avaliacao (M1 e M5).

- Nas comparag6es entre os momentos iniciais e finais, o colirio a base de
Oleo essencial de Citrus lemon 5%, assim como 0s controles, promoveram
aumento na espessura epitelial da periferia da cérnea e maior percentual de
proliferacdo celular no segundo momento de avaliagdo (M5). Entretanto, a maior
celularidade total, representada principalmente por células inflamatdrias, foi
observada no tratamento com Citrus lemon 1,5% no periodo final.

- O colirio de Citrus lemon, nas concentragdes instituidas, ndo provoca
irritacdes na conjuntiva, tampouco induz lesdes adicionais ao epitélio ou estroma,

podendo ser utilizado na superficie ocular.
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