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RESUMO
Encontram-se na literatura, estudos com o 6leo de copaiba avaliando seus efeitos

anti-inflamatorio, analgésico e cicatrizante, sobre diversos 6rgaos ou tecidos, porém,
nada é descrito quanto a utilizacdo e sua eficacia em oftalmologia. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar histologicamente a cOrnea com Uulcera quimicamente
induzida e tratada com 6leo de Copaifera multijuga Hayne. Foram empregados 24
ratos Wistar (Rattus novergicus, linhagem Wistar, variagao albino), machos pesando
entre 250 e 300 gramas. ApOs 0s animais serem anestesiados, foi induzida a Ulcera
de cornea utilizando solu¢do de hidroxido de sodio (NAOH) 1N. Os animais foram
divididos em quatro grupos (GC, GL, GE e GT), respectivamente tratados com o 6leo
de copaiba a 0,5%, lubrificante ocular, pomada oftalmica comercial e Tween 80 a
0,5%, a intervalos de seis horas, durante os periodos de avaliacdo 48h (n=12) e 72h
(n=12). Concluidos os tempos de avalicdo, os animais foram submetidos a eutanasia
com pentobarbital sédico e seus bulbos oculares coletados pela técnica de
enucleacdo subconjuntival. Apdés a preparacdo rotineira das laminas para
microscopia de luz e coloracdo em HE, estas foram avaliadas para presenca de
epitélio corneal, bem como as caracteristicas celulares das camadas corneais,
presenca de células inflamatérias e de neovascularizacdo estromal. As 48 horas,
observou-se presenca de epitélio corneal em 100% de GE, em 50% de GC e GT, e
apenas 16,7% de GL; as 72 horas, verificou-se 83,3% de GE, 66,7% de GL, 50% de
GC e 33,3% de GT. Infiltrados inflamatérios em estroma estiveram presentes em
todos 0s animais as 48 e em 72 horas verificou-se em 100% de GC, GT e GL e 80%
de GE. Em camara anterior, fibrina esteve em 50% de GC as 48h e 33,3% em 72h;
em GT verificou-se 16,7% em 48h e 33,3% em 72h; em GE observou-se 16,7% as
48 e 72h e em GL 66,7% as 48h e 16,7% as 72h. Hifema foi visto em 33,3% de GC
as 48h e em 16,7% as 72h; em GT somente em 16,7% as 72h; em GE e GL houve
16,7% em 48h, em GL 16,7% as 72 horas. Concluiu-se que o 6leo de copaiba foi
capaz de promover a reepitelizagdo corneal, podendo ser utilizado como

coadjuvante no tratamento de Ulcera quimicas.

1 INTRODUCAO
O oleo de copaiba é extraido do tronco da copaibeira através de perfuracoes e
sua constituicdo é cerca de 45% de Oleos essenciais e 55% de resina (MONTES et



al., 2009). As caracteristicas do 6leo variam de acordo com a procedéncia da
copaiba e do tipo de solo em que a arvore se encontra (MENDONCA; ONOFRE,
2009). As espécies comumente observadas no Brasil sdo a Copaifera officinalis L.,
Copaifera reticulata Ducke, Copaifera multijuga Hayne, Copaifera confertiflora,
Copaifera langsdorffii, Copaifera cariacea e Copaifera cearensis Huber ex Ducke
(YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). Trata-se de uma solucdo de acidos diterpénicos,
sendo o o6leo essencial constituido por sesquiterpenos (MONTES et al.,, 2009), o
quais se dividem em oxigenados e hidrocarbonetos (GOMES et al., 2008). O acido
copalico e os sesquiterpenos trans-B-cariofileno (GOMES et al., 2010) e o a-copaeno
sdo os principais componentes do 6leo (MENDONCA; ONOFRE, 2009).

Além das inimeras aplicacdes do 6leo em cosméticos e outras industrias,
existem descritas algumas dezenas de propriedades medicinais diferentes como.
efeito anti-inflamatorio, antisséptico, antiasmatico, expectorante. Ainda é empregado
como analgésico, antidiarreico, cicatrizante, afrodisiaco, antioxidante, antitetanico,
anti-herpético, bactericida, anticancerigeno, antitumoral, no tratamento de
leishmaniose, reumatismo, hemorragias, paralisia, dores de cabeca e picadas de
cobra (MENDONCA; ONOFRE, 2009; YAMAGUCHI; GARCIA, 2012). Dentre as
espécies de copaiba, o Oleo-resina da Copaifera multijuga Hayne apresenta
destaque quanto a sua acao anti-inflamatoria, analgésica (GOMES et al., 2007) e
antitumoral (GOMES et al.,, 2010). Em 2009, Mendonca e Onofre verificaram a
eficacia do Oleo-resina para inibir o crescimento da Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa.

As ceratites ulcerativas sdo, entre as oftalmopatias, as mais comumente
relatadas (GELATT, 2014) e aquelas provocadas pela acdo de agentes alcalinos
representam grande desafio para manutencédo da visdo, em decorréncia do intenso
processo inflamatério suscitado (NISHIWAKI-DANTAS; DANTAS; REGGI, 2001,
PERCHES et al., 2012a).

2 OBJETIVOS

Diante dos beneficios do uso de 6leo-resina da Copaifera multijuga Hayne e da
auséncia de informacdes que validem sua utilizacdo em oftalmologia, o objetivo
deste estudo foi avaliar a histologia, o efeito do colirio a base do éleo de copaiba a

0,5% (Copaifera multijuga Hayne), em ulceras corneais provocadas quimicamente.



3 MATERIAL E METODOS, DESENVOLVIMENTO

A pesquisa foi realizada atendendo as normais internacionais da Association
for Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (NIH, 1985), bem como pela
comissao de ética da Universidade de Franca (UNIFRAN), protocolo nimero 051/13.

Empregaram-se 32 ratos machos, Wistar (Rattus novergicus, linhagem Wistar,
variacdo albino), clinicamente higidos, de 250 a 350 gramas. O Oleo-resina de C.
multijuga e as informacdes sobre as suas composi¢des quimicas, foram fornecidos
pelo Prof. Dr. Sérgio Ricardo Ambrosio do Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais
da Universidade de Franca, Franca, Sao Paulo.

O colirio a base de éleo de copaiba 0,5% foi homogeneizado juntamente
com solucdo de Tween 80 a 0,5%, agua destilada foi acrescentada e novamente
homogeneizada com a solu¢cédo e o pH da solucado verificado, devendo-se este ser
neutro. O 6leo permaneceu em temperatura ambiente, protegido da luz, durante 24
horas.

Os animais foram anestesiados com solucdo de 50mg/kg de cloridrato de
cetamina (Vetaset®- Zoetis Ind. Prod. Veterinarios Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil) e
5mg/kg de cloridrato de xilazina (Rompum®- Bayer Salde Animal, Sdo Paulo/SP,
Brasil), aplicada por via intraperitoneal. Realizou-se a antissepsia do olho esquerdo
e a aplicacdo de colirio de proximetacaina (Anestalcon® -Alcon do Brasil, Sdo
Paulo/SP, Brasil), imediatamente antes da aplicacéo do alcali.

Discos de papel filtro Whatman 41 de trés mm de diametro foram embebidos
em solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1N e colocados no centro da cérnea,
durante 80 segundos. A cOrnea foi lavada copiosamente com solucao fisiolégica e o
teste de fluoresceina realizado para comprovacéo da Ulcera cornea.

Os animais foram divididos em quatro grupos com oito animais cada. O G1
recebeu 6leo de copaiba a 0,5%; GT solucdo Tween 80 a 0,5%; GE, pomada
oftdlmica comercial a base de acetato de retinol, aminoacidos, metionina e
cloranfenicol (Regencel® - Latinofarma Indistrias Farmacéuticas Ltda, Cotia/SP,
Brasil); e o GL lubrificante ocular a base de dextrano e hipromelose (Lacribell® -
Latinofarma Industrias Farmacéuticas Ltda, Cotia/SP, Brasil), a intervalos de 6 horas,
durante 72 horas consecutivas. ApOs o0 procedimento, 0s animais receberam
cloridrato de tramadol (5mg/Kg) (Tramadon®Cristdlia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Sdo Paulo/SP, Brasil), por via subcutanea, a cada 12 horas,

durante 3 dias.



No periodo de 48 e 72 horas, os animais foram submetidos a eutanasia com
pentobarbital sddico (120mg/kg) por via intraperitoneal e os bulbos oculares colhidos
e mantidos em formol tamponado a 10% até o processamento das laminas e sua
coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram avaliadas em
microscépio optico, quanto a presenca de espongiose e depdsito anémalo, infiltrado
inflamatorio, neoformacao vascular, edema, fibrina, hemorragia, cicatrizagdo corneal

e reacao na camara anterior.

4 RESULTADOS

Referente a 48 horas, observou-se a presenca do epitélio da cornea em
100% de GE, em 50% de GC e GT, e apenas 16,7% de GL; as 72 horas verificou-se
83,3% de GE, 66,7% de GL, 50% de GC e 33,3% de GT. Infiltrados inflamatorios no
estroma estavam presentes em todos os animais em 48 horas e em 72 horas, foi
encontrado em 100% de GC, GT, GL e 80% de GE. Na camara anterior, a fibrina
estava em 50% de GC em 48h e 33,3% em 72h; no GT verificou-se 16,7% em 48h e
33,3% em 72h; no GE, observou-se 16,7% em 48 e 72h e GL 66,7% em 48h e
16,7% em 72h. Hifema foi observado 33,3% de GC em 48h e 16,7% em 72h; em GT
apenas 16,7% em 72h; em GE e GL, houve 16,7% em 48h, em GL 16,7% em 72h.

Os resultados referentes a essas observacdes, nos periodos 72 e 48 horas
apos a lesao, encontram-se dispostos, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2 e as

imagens, referentes aos diferentes tratamentos encontram-se nas Figuras 1 e 2.
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Tabela 1. Descricéo histoldgica dos bulbos oculares de ratos submetidos a ulcera corneal quimica, apresentando altera¢des no epitélio, estroma e camara
anterior. Os grupos aludem-se ao tratamento com lubrificante ocular (GL); pomada oftalmica comercial (GE); solugcdo Tween 80% (GT); e 6leo de copaiba
0,5% (GC). Resultado referente a 72 horas de avaliagdo. Ausente (0), Presente (1), Moderado (2), Acentuado (3). Neovascularizacao: Discreto (1) refere-se
a 5 vasos, Moderado (2) refere-se a 5 a 10 vasos, Acentuado (3) refere-se a mais de 10 vasos.
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Tabela 2. Descricdo histologica dos bulbos oculares de ratos submetidos a ulcera corneal quimica, apresentando alteracées no epitélio, estroma e camara
anterior. Os grupos aludem-se ao tratamento com lubrificante ocular (GL); pomada oftalmica comercial (GE); solu¢do Tween 80% (GT); e 6leo de copaiba 0,5%
(GC). Resultado referente a 48 horas de avaliagdo. Ausente (0); Presente (1); Moderado (2); Acentuado (3). Neovascularizac¢éo: Discreto (1) refere se a 5 vasos;
Moderado (2) refere-se a 5 a 10 vasos; Acentuado (3) refere-se a mais de 10 vasos.

EPITELIO ESTROMA CAMARA ANTERIOR

G.. 4 o0 1 1 3 3 1 1 0 1

GE 0 1 0O 0O 1 1 0 0o 0o 0

11 0 0 3 0 3 2 0 0 2
13 1 0 1 1 2 0 1 1 1
15 0 1 1 3 3 3 1 1 1
Gr. % 1 1 1 0O 1 2 0 0 1
17 0 1 1 0 3 3 3 0 2
19 1 0 0 1 2 1 0 0 0
21 1 0 0 1 1 2 0 0 0

23 1 1 1 1 3 3 0 0 0
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Figura 1. Fotomicrografia da cornea esquerda de ratos. Nota-se em A, B, C e D o epitélio normal
referente as 48 e 72 horas de instilacdo em gotas do 6leo de Copaiba a 0,5% (GC). Observe o
epitélio (Ep), o estroma (S) e a espongiose (setas), (HE 400X).



Figura 2. Fotomicrografia de cérnea (CO) e camara anterior (CA) esquerda ratos. Observe em A (GL,
48h) Fibrina (F), Hifema (H) e Células inflamatérias (E) (HE, 100X). Em B (GE, 48h) Fibrina (F) e
Células inflamatdrias (E) proxima ao Endotélio Corneal (HE, 400X). Em C,observe epitélio corneal
(Ep), estroma (S), células inflamatérias (setas), auséncia de epitélio (X), (HE. 200X). Em D, vesicula
intra-epitelial (V) (GL, 48hs; HE. 200X). Em E Células inflamatérias (E) e Neovasculariza¢do (N) (72h,
HE, 100X).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A opcéo por utilizar o 6leo de Copaiba como uma substancia adjuvante para
a cicatrizacao corneal se deu, principalmente pelas vérias citacdes de sua atividade
anti-inflamatoria, antibiética, analgésica (GOMES et al., 2007) e antitumoral
(.GOMES et al., 2010), porém sem relatos sobre sua atuagao na superficie ocular.

Outras substancias naturais ja foram empregadas em Ulceras corneais
guimicamente induzidas, como prépolis (MARTIN et al., 2013), Citrus lemon
(PERCHES et al., 2012b) e Aloe vera (ATIBA et al., 2015). Martin e colaboradores
(2013), utilizaram propolis brasileiro no tratamento de Ulceras corneais quimicamente
induzidas e observaram a cicatrizacdo e neutrofilos infiltrados na coérnea, nos
periodos de 12, 24, 48 e 120 horas, havendo a completa reepitelizagdo entre 48h e
120h, a aplicacéo topica acelerou a cicatrizacdo e reduziu a resposta inflamatoria
ap6s a queimadura corneal em ratos. Atiba et al. (2015) examinaram
histologicamente o grau da inflamacao e a cicatrizagcdo do Aloe vera. O experimento
foi realizado em ratos saudaveis e diabéticos, nos periodos de 24, 48 e 72 horas.
Observaram-se multiplas células escamosas com o epitélio da cérnea e alguns
fibroblastos dentro do estroma e o minimo de células infiltradas. Verificaram
completa reepitelizacéo e efeitos imunomoduladores e cicatrizantes. Perches et al.
(2012b) utilizaram o Citrus lemon nas concentracfes a 1,5%, 3% e 5%, nos dias 0, 1
e 5. A concentragcdo de 3% apresentou estimulacdo na proliferacdo celular,
aumentou a celularidade e vascularizacéo, favorecendo a reepitelizacao.

Neste estudo, segundo a avaliacdo histologica, verificou-se formacédo de
epitélio e manutencdo do mesmo durante os periodos estudados. Com relacdo a
inflamacéo, presenca de fibrina e hifema, foi possivel observar diminuicdo destes
durante os periodos avaliados, podendo-se sugerir que o 6leo de copaiba foi capaz
de beneficiar o processo cicatricial em Ulceras quimicamente induzidas. Porém,
enfatiza-se que a avaliacdo das lesbes por um periodo maior e a analise da
expressdo de metaloproteinases (MMPSs), que sdo enzimas proteoliticas que tem a
funcdo de remodelar, secretar citocinas, fatores de crescimento e inibidores, que
resultam na sua reparagao corneal (OLLIVIER et al., 2007), trariam informagdes
mais fidedignas sobre o efeito do 6leo na restituicAo de Ulceras quimicamente
induzidas.

Pode-se verificar que a concentracdo de 0,5%, todos os grupos, no periodo

de 48 horas, apresentaram alteracbes que caracterizam a severidade da lesao
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aguda, com presenca elevada de células inflamatérias ap6s o defeito epitelial.
Observou-se intensa presenca de neovascularizacdo e fibrina no primeiro periodo
(48hrs), principalmente os grupos GL e GC. O epitélio total observa-se no grupo GE
e metade no grupo GC e GT. No periodo de 72hrs houve diminuicdo de hifema,
fibrina e neovascularizacdo; quanto ao epitélio total observa-se nos grupos GE e
GC, podendo-se concluir que Oleo de copaiba foi capaz de promover a
reepitelizacdo da cornea e pode ser usado como coadjuvante no tratamento de
Glceras quimicas, porém novos estudos sao necessarios visando a compreensao e

observacéo do processo cicatricial em periodo tardio.
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