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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar e comparar, por meio de histomorfometria ¢ imuno-histoquimica
para PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular), o processo de reparacdo corneal de tlceras
superficiais induzidas em coelhos e tratadas com colirios de 6leo essencial de Citrus lemon (CL). Foram
utilizadas 40 fémeas da espécie leporina, constituindo-se quatro grupos experimentais de 10 animais cada.
Todos os animais foram submetidos a inducdo da ulcera superficial experimental por meio da aplicagdo
topica de n-heptanol. Em dois grupos foram instilados colirios a base de dleo essencial de Citrus lemon,
em diferentes concentragdes, sendo 3% (GL3) e 5% (GLS). Outro grupo foi tratado com Tween 80 8%
(GT), que ¢ o diluente utilizado na produgdo 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 os periodos finais de
avaliagdo. O primeiro subgrupo (M1) foi avaliado apds 24 horas e o segundo (M2), apds cinco dias. Nas
comparagdes entre 0s momentos iniciais e finais, os 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 cornea e maior percentual de proliferagdo celular. Nao houve diferenca de celularidade entre
os tratamentos. Os colirios a base de 0leo essencial de Citrus lemon, nas diferentes concentragdes,
promoveram a reepitelizagdo corneal, sem causar lesdes adicionais ao epitélio ou estroma corneal,
podendo ser utilizado na superficie ocular.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate and compare through histomorphometry and immunohistochemistry
for PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), the repair process in superficial corneal ulcers induced
in rabbits and treated with eyedrops of Citrus lemon (CL) essential oil. Fifty female rabbits were used
and divided into 4 experimental groups of 10 animals each one. Every animal underwent induction of
experimental superficial ulcer by topical application of n-heptanol. Three groups were treated with
eyedrops of Citrus lemon essential oil in two different concentrations: 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 in each one, according to the
final evaluation periods. The first subgroup (M1) was evaluated after 24 hours and the second (M2) 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% had an increase in epithelial thickness at the
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periphery of the cornea and a higher percentage of cell proliferation. There was no difference in
cellularity between treatments. The eyedrops of Citrus lemon essential oil, at different concentrations,
promoted corneal reepithelialization without causing further injury to the epithelium and corneal stroma,

so they can be used on the ocular surface.

Keywords: sicilian lemon, cornea, ulcer, PCNA, histology

INTRODUCAO

A ceratite ulcerativa ¢é caracterizada por lesdes
erosivas corneais com perda de epitélio e
exposicdo do estroma. Os principais agentes
causais sdo os traumas, defeitos palpebrais,
desordens do sistema lacrimal, além de infecgdes
por fungos, bactérias e/ou virus (Gilger et al.,
2007).

O epitélio apresenta grande capacidade de
regeneracdo; assim, apos uma lesdo, as células
epiteliais entram em mitose ¢ deslizam em
direcdo ao centro da lesdo, preenchendo o
defeito. Se todo o epitélio corneal for removido,
0 estroma sera recoberto por deslizamento de
células do epitélio do limbo, sendo
completamente reposto em duas semanas (Gilger
etal., 2007).

Os oleos essenciais sdo extraidos de varias
plantas e conhecidos por suas propriedades
antissépticas e medicinais de sua fragrancia
(aromaterapia). Sdo usados na preservagdo de
alimentos, como antimicrobianos, analgésicos,
sedativos, anti-inflamatérios, espasmoliticos e
agentes anestésicos locais, entre outros (Bakkali
et al., 2008).

Citrus lemon Burm. f. pertence a familia
Rutaceae e ¢ popularmente conhecido no Brasil
como limdo-siciliano (Aloisi et al., 2002;
Cecarelli et al., 2004). Os seus maiores
componentes sdo 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 e Phillips, 2006) e atividades
antiulcerogénicas (Lewis e Hanson, 1991).

O tratamento de ulceras gastricas de ratos com
Citrus lemon promoveu aumento na proliferagdo
celular, vascularizacdo e de células importantes
na resposta as lesdes. Adicionalmente, foi capaz
de evitar a formagdo da ulcera gastrica, por
estimulo a produgdo de muco, -efeitos
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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.

O presente estudo teve como objetivo avaliar,
por meio de histomorfometria e imuno-
histoquimica para PCNA (Antigeno Nuclear de
Proliferagdo  Celular), o  processo de
reepitelizacdo corneal de tlceras superficiais,
induzidas experimentalmente em coelhos, frente
ao uso de colirios & base de dleo essencial de
Citrus lemon, nas concentracoes 3% e 5%.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 40 fémeas da espécie leporina
(Oryctolagus cuniculus), pertencentes ao grupo
genético Botucatu, com idade variando entre 90 e
180 dias e peso entre 2 e 4kg. Os coelhos foram
fornecidos pelo biotério central da UNESP,
Campus de Botucatu.

Os animais foram submetidos aos exames
clinicos e oftalmoldgicos de rotina com auxilio
de lampada de fenda portatil (Kowa SL-15®),
bem como ao teste de Schirmer (Ophthalmos,
Brasil), a tonometria (Tono Pen®, MedTronic) e
a oftalmoscopia direta (Oftalmoscopio direto,
Welch Allyn). Apos o procedimento cirargico, os
coelhos foram identificados e mantidos em
gaiolas individuais com &agua potavel e racdo
comercial (Coelhil S, Socyl) ad libitum.

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

O oleo essencial de Citrus lemon (Citrus lemon,
Ferquima) foi diluido, no momento do seu uso,
em solugdo de Tween 80 (Polissorbato,
Labsynth) a 8%, a fim de se obterem as
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concentragoes de 3% e 5%, constituindo, desse
modo, os respectivos colirios. O pH da solucao
foi ajustado em 7,2, adicionando-se &cido
cloridrico (quando necessaria a diminui¢do do
pH) ou hidréxido de sédio (quando necessario o
aumento do pH). As solugdes foram preparadas
em capela de fluxo lamelar unidirecional,
estocadas a temperatura de 4°C, protegidas da luz
e utilizadas por até cinco dias.

A composigdo 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%.

Os 40 animais foram distribuidos de forma
igualitaria, aleatoriamente, em quatro grupos
experimentais, designados Grupo Controle (GC),
Grupo Tween 80 8% (GT) e dois grupos de
colirios a base de Citrus lemon (GL), nas
concentragoes 3% (GL3) e 5% (GLS).

No GC, foi instilado colirio substituto da lagrima
(Lacrima plus®, Alcon). No GT, os animais
foram tratados com colirio de Tween 80 na
concentragdo 8%. E os grupos GL3 e GLS5 foram
tratados com colirio a base de 6leo essencial de
Citrus lemon, nas concentragdes 3% e 5%,
respectivamente.

Os animais foram anestesiados com quetamina
(Dopalen®,  Vetbrands)  (20mg/kg)  via
intramuscular (IM), associada a xilazina
(Anasedan®, Vetbrands) (Imgkg) IM e a
morfina (Dimorf®, Cristalia) (0,5mg/kg) IM.
Adicionalmente, foi feita a anestesia tdpica
ocular por meio de utilizacdo de colirio
anestésico  (Anestalcon®,  cloridrato  de
proximetacaina 0,5%, Alcon).

Os procedimentos operatdrios foram realizados
com auxilio de microscopio cirargico (Karl
Kaps, modelo SOM 62 Standard, Alemanha)
apos  antissepsia  utilizando  solugdo de
polivinilpirrolidona (Iodo antisséptico aquoso,
Brasiliquidos Produtos Farmacéuticos) a 1:50 e
colocacdo de panos fenestrados oftalmicos
estéreis. A fixacdo mecanica das palpebras foi
feita com blefarostato Barraquer infantil. Para a
indu¢do da ulcera corneal, uma haste de algodao
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
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durante 3 minutos. A remogdo do epitélio foi
realizada com uma haste de algodao seca e,
posteriormente, a superficie ocular foi lavada
com 60ml de solucdo fisiologica estéril a 0,9%
para a remocdo dos debris e alcool
remanescentes (Sampaio et al., 2006).

No pos-cirargico imediato e a cada 12 horas, foi
administrado, em todos os animais, o anti-
inflamatorio meloxicam (Movatec®, Boehringer
Ingelheim) (0,2mg/kg), por via subcutanea (SC),
além de morfina (Dimorf®, Cristalia) (2mg/kg)
SC, durante trés dias, visando maximizar o
conforto pos-operatorio.

Os animais foram medicados com os colirios, de
acordo com o seu grupo experimental, quatro
vezes ao dia, iniciando-se o tratamento logo apos
a recuperagdo anestésica. Na regido ocular,
foram feitas limpezas diarias das palpebras,
quando necessario, com solugdo salina a 0,9%
(Solugao Fisiologica NaCl 0,9% 250mL, Med
Flex), até o final do periodo de avaliagdo de cada
animal.

Todos os grupos foram divididos em dois
subgrupos constituidos por cinco animais cada,
de acordo com o seu periodo final de avaliacdo,
ou seja, M1, avaliados 24 horas pos-cirurgia (dia
1) e M2, no quinto dia pds-operatorio.

No final do periodo de avaliagdo de cada
subgrupo, os animais foram eutanasiados, apos
anestesia com acepromazina (Acepran® 0,2%,
Univet) (1,5mg/kg) e quetamina (Dopalen®,
Vetbrands) (20mg/kg) via intramuscular, seguida
pela administragdo intravenosa de tiopental
(Thiopentax®, Cristalia) (25mg/kg) e de cloreto
de potassio 19,1% (Cloreto de potassio 19,1%,
Farmace) (2mL/kg). Em seguida, procedeu-se a
enucleagdo do olho operado.

O bulbo ocular foi fixado em formaldeido 10%
(Formol solugdo 10%, Industria Farmacéutica
Rioquimica Ltda.) durante 48 horas e, a seguir,
fixado em solugdo de 4lcool a 70% (Alcool Zulu
absoluto 99,3°, INPM/Companhia Nacional do
Alcool). As corneas foram isoladas, processadas
para a inclusio em parafina e os cortes
histologicos, corados pelo método de
hematoxilina/eosina (HE) (Corantes Merck).

Para a anélise da celularidade, foi utilizado o
microscopio Leica DM® acoplado com o
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software de captura de imagens Leica QWin
Standard Versdo 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 (ceratdcitos) e células inflamatdrias
(neutrofilos, histiocitos, linfocitos e eosindfilos).
Além disso, também foi contado manualmente o
numero total de células epiteliais encontradas
nesses dez cortes histologicos.

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

Para a avaliacdo da proliferagdo celular, foi
realizada imuno-histoquimica para PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen, Novocastra
Laboratories Ltda.), marcador de divisdo celular,
segundo a técnica abaixo descrita.

Apos 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 revelagdo para peroxidase. O
bloqueio de reagdo inespecifica foi feito com
H202 e leite desnatado a 1%; para a recuperagao
antigénica, utilizou-se tampdo citrato aquecido.
As amostras foram incubadas com anticorpo
especifico, anti PCNA, em soluc¢do de bloqueio
(leite desnatado 1%) por duas horas.
Posteriormente, as amostras foram lavadas em
tampdo fosfato (0.01mol/L, pH 7.4) e incubadas
em anticorpo secundario (Super ABC Kit
Universal, Easy Path) e revelado com o Avidina-
Biotina associado com 3-3'diaminobenzina
tetrahydrochloride (DAB, Sigma).
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As laminas foram analisadas no microscépio
Leica DM acoplado com o software de captura
de imagens Leica QWin Standard Versao 3.5.0.;
foram 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 diviso.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se a
técnica da analise de variancia ndo paramétrica
(histomorfometria ¢ PCNA) e paramétrica
(celularidade), para o modelo de medidas
repetidas em grupos independentes, com nivel de
5% de significancia (P<0,05) (Johnson e
Wichern, 2002). Para a avaliacdo estatistica do
numero total de células epiteliais, foi utilizada a
técnica de andlise de variancia ndo paramétrica
para o modelo com dois fatores, complementada
com o teste de comparagdes multiplas de Dunn,
considerando o nivel de 5% de significancia
(Zar, 2009).

RESULTADOS

A avaliacdo das lesoes corneais mostrou mediana
da espessura epitelial na regido periférica da
cérnea maior nos grupos tratados com colirio de
Citrus lemon, tanto no primeiro quanto no
segundo momento de avaliagdo (Tab. 1). No
quinto dia de tratamento, a mediana da espessura
aumentou em todos os grupos, tanto na regido
periférica quanto no ponto médio. Entretanto o
GT foi o Gnico grupo que mostrou mediana
aumentada no centro da coérnea (Tab. 1). Houve
aumento na celularidade (células epiteliais,
estromais ¢ inflamatorias) apos 5 dias de
tratamento, sem diferenca entre os grupos. As
células inflamatorias derivadas do processo de
cicatrizagdo foram similares em todos os grupos.

O estroma encontrava-se integro, nos dois
momentos de avaliagdo, em todos os cortes
analisados (Fig. 1).

Na avaliagio do numero total de células
epiteliais, notou-se aumento significativo da
quantidade de células epiteliais nos grupos GC,
GT e GLS, do M1 em relagdo ao M2 (Tab. 2).
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Tabela 1. Mediana, valores minimos ¢ maximos da espessura (um) das regides do epitélio da cornea,
segundo os momentos de avalia¢do (em dias) e 08

GC 0,00 (0,00; 12,27)A 0,00 (0,00; 0,00)A 0,00 (0,00; 0,00)A
GT 0,00 (0,00; 14,92)A 0,00 (0,00; 0,00)A 0,00 (0,00; 0,00)A
Ml GLS 6,40 (0,00; 9,46)A 0,00 (0,00; 0,00)A 0,00 (0,00; 0,00)A
GL3 7,96 (0,00; 14,41)A 0,00 (0,00; 0,00)A 0,00 (0,00; 0,00)A
GC 15,69 (11,64; 34,26)B 17,62 (8,88; 38,77)B 0,00 (0,00; 22,38)A
GT 17,38 (10,75; 21,86)B 16,07 (7,56; 35,07)B 9,18 (0,00; 24,03)A
M2 GLS 26,77 (17,23; 34,35)B 13,63 (9,72; 22,93)B 0,00 (0,00; 19,99)A
GL3 24,10 (8,64; 30,70)A 15,56 (5,74; 21,23)B 0,00 (0,00; 25,17)A

Letras maitisculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo, duas medianas seguidas de uma mesma letra
maiuscula ndo se diferem (P>0,05). GC - Grupo Controle, GT - Grupo Tween, GL5 - Grupo Citrus lemon 5% e GL3
- Grupo Citrus lemon 3%.

A

Figura 1. (A) Regio da periferia corneal de coelho do Grupo Citrus lemon 5% no M1, notar auséncia de
epitélio, estroma sem lesdes e com infiltrado inflamatorio. (B) Regido corneal central de coelho do Grupo
Citrus lemon 5% do M2, observar a completa reepitelizagdo e diminui¢do da celularidade em relagdo a A
(Coloragdo HE — obj. 400x). (C) e (D) Cortes histologicos de cérnea de coelhos do Grupo Citrus lemon
3%, submetidos a imunomarcacgdo para PCNA. Observar a presenca de células epiteliais em proliferagao
(células com o nucleo marrom escuro), dispostas em uma camada incompleta no Ml e notar a
reepitelizacdo completa e a presenga de células em proliferagdo no M2 (obj. 400x).
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Tabela 2. Mediana e valores minimos ¢ maximos do nimero total de células epiteliais segundo grupo e

momento de avaliagdo

Momento de avaliagao

Grupo (M1) 1 dia (M2) 5 dias

GC 107,5 (0,00; 268,00)A 465,5 (328,00; 856,00)B
GT 67,0 (0,00; 170,00)A 728,0 (408,00; 1377,00)B
GL5 22,5 (0,00; 124,00)A 635,5 (507,00; 807,00)B
GL3 118,0 (0,00; 446,00)A 559,0 (410,00; 706,00)A

Letras maitsculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo, duas medianas seguidas de uma
mesma letra maitscula ndo se diferem (P>0,05). GC - Grupo Controle, GT - Grupo Tween, GL5 - Grupo

Citrus lemon 5% e GL3 - Grupo Citrus lemon 3%.

A imunomarcagdo celular para PCNA foi
evidenciada apenas no epitélio da cérnea e foi
observado em todos os cortes histologicos
portadores do mesmo (Fig. 1). Observou-se

aumento significativo da divisdo e multiplicagdo
das células epiteliais no M2 dos grupos GC, GT
e G5, em relagdo ao M1 (Tab. 3).

Tabela 3. Mediana e valores minimos e maximos da porcentagem de células marcadas para PCNA,

segundo grupo e momento de avaliacdo

Momento de avaliagdo

Grupo (M1) 1 dia (M2) 5 dias

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

Letras maitisculas comparam os momentos dentro do mesmo grupo, duas medianas seguidas de uma mesma letra
maitscula ndo se diferem (P>0,05). GC - Grupo Controle, GT - Grupo Tween, GL5 - Grupo Citrus lemon 5% e GL3

- Grupo Citrus lemon 3%.
DISCUSSAO

O o6leo essencial de Citrus lemon ¢ uma mistura
complexa de compostos volateis (Aloisi et al.,
2002; Cecarelli et al., 2004) com reconhecidas
propriedades bioldgicas (Baser e Buchbauer,
2009). Os seus principais componentes sao
terpenos (Bakkali et al., 2008), que, dentre as
substincias 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 n3o 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  oftalmoldgico
veterinario.

Nos cortes histologicos avaliados, todas as

cOrneas apresentavam o estroma integro, com
variagdo apenas da sua celularidade, que era
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representada por ceratocitos em pequena
quantidade e células inflamatérias em nimero
variado. As células epiteliais que se
apresentavam em processo de divisdo e migracao
em direcdo ao centro da cornea provavelmente
eram originarias da camada basal do epitélio do
limbo que, na auséncia do epitélio corneal,
possuem capacidade de proliferagio e de
transformarem-se em células epiteliais da cornea,
contribuindo para a sua reparagdo (Yew et al.,
2000).

O epitélio apresenta grande capacidade de
regeneracdo; assim, apds uma lesdo, as células
entram em mitose e deslizam em dire¢do ao
centro da cornea, preenchendo o defeito (Gilger
et al., 2007). Esse mesmo padrio de cicatrizagdo
pdde ser constatado no processo de reparagdo das
corneas estudadas, ja que no primeiro momento
de avaliagdo, apo6s um dia do procedimento
cirargico, observaram-se células epiteliais apenas
na periferia corneal e somente em alguns cortes
histolégicos; enquanto no periodo final de

1665



Perches et al.

avaliagdo, apés cinco dias, notou-se a presenga
de epitélio recobrindo todo o estroma, ou apenas
a periferia e ponto médio corneal.

No MI, todos os grupos apresentaram pelo
menos um animal com epitélio na periferia
corneal, sendo que o GL3 e o GLS5 apresentaram
os maiores valores de mediana de altura epitelial,
7,96um e 6,4um, respectivamente; enquanto nos
demais grupos observou-se mediana zero. Além
disso, foram os grupos que continham maior
numero de animais apresentando epitélio, com
quatro animais no GL5 e trés no GL3. Embora
ndo comprovada a diferenca na analise
estatistica, esses bons resultados podem sugerir
possivel efeito positivo sobre a proliferacdo
celular do dleo essencial de Citrus lemon, o que
também foi observado por Rozza et al. (2007) no
tratamento de Ulceras gastricas de ratos.

Nenhum grupo do M1 apresentou epitélio no
ponto médio e central corneal devido as
caracteristicas da reparagéo corneal associada ao
tempo de evolugdo, que, segundo Yew et al.
(2000), apdés a completa remogdo 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 remocgédo do epitélio e parte
do estroma por ceratectomia fotorefrativa, a
divisdo celular inicia-se apos 24 horas e ¢
observada primeiramente nas células epiteliais
das bordas da lesdo (Gan et al., 2001). Portanto,
na primeira avaliagdo, com apenas 24 horas da
cirurgia, ¢ possivel encontrar células epiteliais
somente na regido da periferia corneal.

No segundo momento de avaliagdo (apds cinco
dias), os animais de todos os grupos
apresentaram epitélio na periferia e ponto médio
da cornea. O GL5 e GL3 novamente foram os
grupos com as maiores medianas na periferia
corneal, obtendo 26,77um e 24,lpm,
respectivamente, o que corresponde a altura
normal do epitélio corneal, que, segundo
Samuelson (2007), pode variar de 25 a 40pm. No
ponto médio corneal, os valores das medianas
dos grupos foram similares, enquanto na regido
central o GT foi o unico grupo em que a mediana
nao foi nula, obtendo 9,18um de altura epitelial
no centro da cérnea. Assim como no primeiro
momento de avaliagdo, no M2, os grupos
tratados com colirio de Citrus lemon nas
concentragdes 3 ¢ 5% mostraram uma tendéncia,
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ndo significativa, ao estimulo da proliferacdo
celular; o que talvez possa ser comprovado em
estudos com um niimero maior de animais. Além
disso, o tratamento com Tween também
demonstrou resultados similares aos do grupo
controle, ou seja, auséncia de reagdes adversas, o
que permite a manutengdo de sua utilizagdo
como diluente do colirio de citrus sem que ocorra
comprometimento da reepitelizagdo corneal.

Na analise estatistica, a0 se compararem oS
momentos, no M2 os grupos GC, GT e GLS
apresentaram um aumento com significancia da
altura epitelial na periferia da cérnea. No GL3
esse padrdo ndo foi verificado, possivelmente
devido a maior mediana apresentada no M1, e
consequentemente menor aumento relativo da
sua altura epitelial, embora a sua mediana tenha
sido uma das maiores no M2 também. No ponto
médio, todos os grupos apresentaram a altura
epitelial significativamente maior, j& que no
primeiro momento nenhum animal continha
células epiteliais nessa regido.

Por meio da imuno-histoquimica para PCNA,
que ¢ um valioso marcador de mitose celular
(Gan et al., 1999), pode-se notar, no M1, que os
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, os grupos com 0s
melhores resultados foram o controle e o GL3.
Essa alta porcentagem de células em divisdo nos
grupos tratados com O6leo essencial de limdo
pode, provavelmente, ser decorrente do efeito
positivo na estimulacdo da proliferacdo celular, o
que também pode ser observado na avaliagdo da
altura epitelial da periferia corneal no primeiro
momento de avaliagdo.

Os grupos GC, GT e GL5 mostraram aumento na
taxa de mitose celular no M2 em relagdo ao
primeiro momento de avaliagdo. O grupo tratado
com colirio de 06leo essencial de limdo a 3%,
embora tenha apresentado uma das maiores
medianas no M2, ndo demonstrou um aumento
com significAncia provavelmente por ter
apresentado animais com alta taxa de divisdo
celular logo no primeiro dia de avaliagdo,
conforme ja apresentado anteriormente.
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Avaliacao histomorfométrica...

Apos 24 horas do procedimento cirrgico e no
periodo final de avaliacdo, todos os grupos
apresentaram  valores  similares para a
celularidade encontrada na cornea, sendo
representada por algumas células epiteliais,
ceratocitos e células inflamatdrias, que se
infiltram no estroma apds lesdo corneal (Gilger
et al.,, 2007). Segundo Gan et al. (1999), a
presenca de leucocitos aumenta a expressdo de
PCNA, favorecendo a proliferacdo celular e
diminuindo o tempo de cicatrizag@o.

O dleo essencial de Citrus lemon é um produto
natural,  disponivel = mundialmente, com
propriedades bioldgicas a serem exploradas no
tratamento de doengas oculares. Ressalta-se que
nosso grupo de pesquisa iniciou a utilizagdo
desse produto em oftalmologia, devendo-se
estimular trabalhos posteriores com maiores
complexidades na metodologia que permitam a
sua avaliagdo em um numero maior de animais,
assim como em Uulceras profundas ou
contaminadas.

CONCLUSAO

Os colirios a base de oleo essencial de
Citrus lemon, nas diferentes concentragdes,
promoveram a reepitelizagdo 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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