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RESUMO - Objetivo: Verificar, do ponto de vista clinico e morfoldgico, o efeito da chalcona na conjuntivite alérgica
induzida por ovalbumina em cobaias. Métodos: Utilizaram-se 54 cobaias, albinos, machos pesando aproximadamente
400 g. Os animais foram sensibilizados por injecdo intraperitoneal de ovalbumina suspensa em solucéo adjuvante
completa de Freund. Posteriormente, a conjuntivite alérgica foi induzida por instilacdo de ovalbumina no saco
conjuntival do olho direito. Os animais foram distribuidos em 3 grupos, conforme o tratamento proposto: chalcona,
corticéide e salina. A avaliacdo clinica foi realizada com 5, 10 e 40 min, 7 e 24 h da indugfo e diariamente até o dia 7
da indugdo. A avaliagdo morfolégica consistiu em avaliar edema, necrose, vascularizagfo e exocitose nos dias 1,3 e
7 daindugdo. Resultados: Em todos os grupos a resposta inflamatdria foi mais intensa 24 h ap6s a indugéo. No grupo
chalcona evidenciou-se menos sinais inflamatérios que no grupo salina. O grupo corticéide apresentou menos
sinais inflamatérios quando comparados aos grupos chalcona e controle. A analise morfolégica evidenciou-se que
os grupos chalcona e corticéide apresentaram efeitos terapéuticos semelhantes. Conclusao: A chalcona teve efeito

terapéutico na conjuntivite alérgica induzida por ovalbumina.
DESCRITORES - Conjuntivite alérgica. Ovalbumina. Chalcona. Aroeira-do-sertdo. Cobaias.

Introducio

A alergia ocular caracteriza-se por uma
reacdo de hipersensibilidade de intensi-
dade varidvel, aguda ou cronica, recorren-
te, que pode acometer palpebras, conjun-
tiva e crnea, podendo levar a um compro-
metimento visual importante .

A ceratoconjuntivite vernal € uma doenga
inflamatéria cronica de etiologia alérgica,
caracterizada por acentuado prurido, ble-
faroespasmo, fotofobia e secrecdo muco-
sa. A hipertrofia papilar é o achado mais
freqiiente localizado principalmente na
conjuntiva tarsal superior podendo ainda
estar presente no limbo. Pontos de Horner-
Trantas (actimulo de eosinéfilos) podem
também ser encontrados no limbo. A
cérnea pode apresentar ceratite punctata

localizada ou difusa e dlcera em escudo.
A patogenia permanece desconhecida,
mas parece ser mediada por anticorpos
IgE, IgG e pela imunidade celular .

Com o objetivo de estudar efeitos fisiopa-
toldgicos e terapéuticos da conjuntivite
alérgica, foram desenvolvidos vérios
modelos experimentais de alergia ocular
que mostraram alteracdes semelhantes as
encontradas na conjuntivite vernal em
humanos, e aqueles que utilizam a
ovalbumina como sensibilizante em
cobaias, sdo os mais usados G¥.

Diversos pesquisadores estudaram os
efeitos de antihistaminicos, esterdides,
cromoglicato de sédio, lodoxamida, N-
acetil aspartilglutamato de sddio,
benzodiazepinicos, nedocromil, indome-

tacina , ciclosporina e aspirina ®'V. Além
disso, vdrias pesquisas demonstraram
que a espécie Myracrodruon urundeuva
da familia Anacardiaceae, (aroeira-do-
sertdo), planta nativa da caatinga nordes-
tina, tem efeito antiinflamatorio, cicatrizan-
te, antiulcerogénico, anti-histaminico,
antibradicinina e analgésico no tratamen-
to de diversas afecgdes (19, Recente-
mente duas fragdes foram isoladas da
entrecasca da planta por meio de fraciona-
mento quimico: uma fracéo rica em tanino
e outra rica em chalcona !*'¥. Esta dltima
¢ objeto de estudo do presente trabalho.

Apesar do uso de diversas substancias
no tratamento da ceratoconjuntivite ver-
nal, a aroeira-do-sertdo é de facil aquisi¢do
e baixo custo, portanto decidiu-se avaliar
os efeitos da chalcona na alergia ocular
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na tentativa de buscar formas alternativas
de tratamento para essa afeccdo.

Métodos

A pesquisa foi realizada de acordo com as
Normas Internacionais para a Pesquisa
Biomédica em Animais (1990) conforme a
Lei Federal n® 6.638, de 08 de maio de
1979 (4.

Foram utilizadas 54 cobaias (Cavius
porcellos), machos, com peso médio de
400 g, procedentes do Biotério do Centro
de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(Hemoce).

Os animais foram sensibilizados com duas
injecdes intraperitoneais de 10 pg de
ovalbumina diluida em 0,5 ml de solucio
salina a 0,9% e emulsificada com 0,5 ml de
solucdo adjuvante de Freund. A primeira
sensibiliza¢do ocorreu no dia zero e a
segunda no dia sete do experimento.

No dia 24 do experimento, que corres-
pondia a 24 dias ap6s a primeira sensibili-
zacao, foi realizada a inducao da conjunti-
vite alérgica com a instilacdo no saco
conjuntival do olho direito de cada animal
com 5 mg de ovalbumina diluidaem 10 pul
de solugdo salina a0,9%. No olho esquer-
do, foram instilados 10 pl de solucdo salina
a0,9%.

Os animais foram distribuidos ao acaso
em trés grupos com 18 animais cada um,
conforme o tratamento proposto: grupo
chalcona (animais tratados com chalcona;
grupo corticéide (animais tratados com
acetato de fluormetolona) e grupo salina
(animais tratados com solugdo salina a
0,9%). Os animais foram tratados, obser-
vados diariamente e avaliados do ponto
de vista clinico e morfoldgico nos dias 1,
3 e 7 a partir da indug@o da conjuntivite.

Ap6s 24 h da indugdo da conjuntivite
alérgica foi iniciado o tratamento. Os
animais foram tratados até dia 7 da inducao
e avaliados a cada 24 horas. O grupo
chalcona foi tratado com a instilag@o ocular
de 0,5 mg de chalcona trés vezes ao dia. O
volume utilizado foi de 50 pl de uma
solu¢@o de 10 mg de chalcona por 1 ml de
solugdo salina a 0,9%. O grupo corticdide
foi tratado com a instilacdo ocular de 50 pl
correspondente a 0,05 mg de acetato de
fluormetolona 0,1% suspensdo oftdlmica
administrada trés vezes ao dia até dia7 da
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indugdo. O grupo salina foi tratado com a
instilac@o de 50 ul de salina 0,9% trés ve-
zes ao dia até dia 7 da indug@o. Nos trés
grupos, o tratamento citado foi instituido
no olho direito de cada animal e no olho
esquerdo foram instilados 50 pl de solugio
salinaa 0,9% no saco conjuntival.

Evolugdo clinica

Avaliacdo clinica

As alteracdes oculares foram observadas
com 5, 10 e 40 min, 7 e 24 h e diariamente
até o dia 7 da inducdo. Os critérios adota-
dos para a avaliagdo clinica tiveram como
base o escore descrito por Sompolinsky
(1992) ® conforme consta no Quadro 1.

Grau Sinais

0 Auséncia de reacdo

1 Hiperemia conjuntival

2 Acentuada hiperemia conjuntival e quemose

3 Acentuada hiperemia conjuntival, quemose e quemose conjuntival
cobrindo a cérnea

4 Acentuada hiperemia conjuntival, quemose conjuntival
envolvendo cérnea e fluido lacrimal turvo

5 Acentuada hiperemia conjuntival, quemose conjuntival envol-

vendo a cérnea, fluido lacrimal turvo e descarga purulenta na

superficie ocular

QUADRO 1 - Escores usados na evolugdo clinica dos animais, conforme Sompolinsky (1992). Os
escores foram acrescidos de 0,5 por um ou mais dos sintomas: pronunciada hiperemia palpebral;
opacificagdo ou tlcera cérnea. O valor méximo de escores foi limitado a 5 pontos.

Avaliacdo morfoldgica

Foi realizada a enucleacdo e os olhos fo-
ram fixados em solugdo de formalina a
10% e encaminhados para a rotina de pre-
paro de 1aminas no Laboratério de Patolo-
gia do Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal do Ceara.

Os cortes foram realizados na espessura
de 4 micrdmetros, no sentido longitudinal,
sendo dispostos trés cortes por ldmina e
submetidos a coloragao pela hematoxilina-
eosina e azul de toluidina. Foram prepa-
radas seis 1aminas por cada olho de cada
animal. A leitura foi feita em microscopio
optico com magnitude de 40, 100 e 400 X e
registrada a presenca de exocitose, edema,
vasos € necrose.

A presenga de edema, vasos, necrose e
exocitose foi avaliada utilizando-se uma
escala de escores de 0-3 (0- auséncia do
parametro; 1- leve; 2- moderado; 3-
acentuado) &1,

Andlise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados
os diferentes grupos foram avaliados
usando-se a andlise de varidncia por
postos de Kruskal-Wallis com o objetivo
de comparar os trés grupos nos trés
periodos estudados. Quando mostrou
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diferenca significante, a andlise foi comple-
mentada com o teste de Wilcoxon para
comparagdo entre dois grupos. Em todos
os testes fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel
para rejeicao da hipétese de nulidade.

Resultados

Os achados da avaliacdo clinica estdo dis-
criminados nas tabelas e graficos abaixo e
mostraram que em todos os grupos as
alteracOes clinicas foram mais acentuadas
com 24 h da indugéo da conjuntivite alérgi-
ca. No dia 3 daindugio, no grupo chalcona
evidenciaram-se menos sinais inflamaté-
rios que no grupo salina. O grupo corticéi-
de apresentou menos sinais inflamatérios
quando comparado aos grupos chalcona
e controle. No dia 7 da indug@o, observou-
se involugdo clinica do processo inflama-
torio em todos os grupos tratados.

A andlise morfolégica observou-se que
os trés grupos nio apresentaram diferen-
cas significantes antes do tratamento. A
andlise morfolégica da cérnea do OD
evidenciou-se que no terceiro dia da indu-
¢do, os grupos chalconas e corticoide
apresentaram exocitose significantemente
menor que o controle, sem ter havido dife-
rencas significantes entre si. Em relagdo ao
edema, necrose e vasculariza¢do ndo foram
evidenciadas alteracdes significantes entre
os grupos tratados (Tabelas 4 e 5).
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TABELA 1 — Média + E. P. M. dos escores da avaliagdo clinica nas primeiras 24 h da inducéo da
conjuntivite alérgica em cobaias e distribuidas nos grupos chalcona, corticéide e salina

Escores de avaliagao clinica
(Média+E.P.M.)

Periodos Chalcona Corticoide Salina
5 min 0,67+0,21 0,50+0,22 0,83+0,17
10 min 1,67+0,21 1,50+0,22 1,50+0,34
40 min 2,25+0,25 2,33+0,21 2,42 +0,20
7h 3,17+0,17 3,08 +0,15 3,25+0,11
24h 4,92 +0,08 4,83+0,11 4,92+0,08
Teste de Kruskal-Wallis
(Hcritico = 5’71)
Periodo 24h H_, cuiago = 0,62
A=C=S
6 -
5 -
4 -

g 4 OChalcona (A)
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FIGURA 1 — Média + E. P. M. dos escores da avaliacdo clinica nas primeiras 24 hs da inducdo da
conjuntivite alérgica em cobaias e distribuidas nos grupos chalcona, corticéide e salina.

TABELA 2 — Média + E. P. M. dos escores da avaliacdo clinica até o dia 3 da induc@o da conjuntivite
alérgica em cobaias e tratada com chalcona, corticéide e salina

Média + E. P. M. dos escores

Periodos (dias) Chalcona Corticoide Salina
1 475+0,11 4,93+0,08 4,64+0,10
2 450+0,13 4,79+0,11 4,79+0,11
3 417+0,17 3,41+0,26 4,64+0,19
Teste de Kruskal-Wallis
(Hcritico = 5’71)
Periodo 3 Teste de Wilcoxon
Hcalculado = 10’27* (Wcrl'tico = 28) C < S a Wcalculado = 22’5*
A<Sa Wcalculado = 26’5*
C<Aa Wcalculado = 27’0*

p < 0,05 entre os grupos tratados nodia3. C<S; A<S; C<A

A anilise morfolégica da conjuntiva do
OD observou-se que os grupos chalcona
e corticéide apresentaram exocitose,
edema, necrose e vascularizagdo signifi-
cantemente menor que o controle no pe-
riodo 3. No periodo 7, o grupo chalcona
apresentou exocitose e edema significan-
temente menor que o controle. Nao houve
diferenca significante entre os grupos cor-
ticéide e chalcona nos periodos estu-
dados.

Discussao

O uso popular de Myracrodruon urun-
deuva (aroeira-do-sertio), como antiinfla-
matdrio, em diversas afeccdes e suas pro-
priedades antiinflamatdrias e antiulcero-
génicas comprovadas 13, estimularam
o estudo de sua atividade, na alergia ocu-
lar. Para tanto, decidiu-se avaliar do ponto
de vista clinico e morfoldgico, o efeito de
uma frag@o rica em chalcona isolada da
entrecasca da aroeira-do-sertio, na con-
juntivite alérgica induzida por ovalbumina,
em cobaias.

Diversos modelos experimentais foram
reproduzidos para estudar reacdes de
hipersensibilidade em conjuntiva de co-
baias. A preferéncia pelo modelo de con-
juntivite alérgica induzida por ovalbumina
diluida em solucdo adjuvante de Freund
em cobaias ocorreu por ser de facil exeqii-
bilidade, ser reproduzido em 100% dos
animais e induzir processo alérgico ocular
agudo com alteracdes clinicas e morfol6-
gicas comprovadas ¢#. A ovalbumina tem
sido o antigeno frequentemente utilizado
para a imunizacao de cobaias com ou sem
solucdo adjuvante. Quando utilizada de
maneira isolada em animais imunizados
provocou uma reacgdo inflamatéria aguda
a qual teve duragdo de poucas horas e
ndo causou alteragcdes histopatoldgicas
importantes ©. No entanto, no modelo
reproduzido nesta pesquisa, utilizou-se a
ovalbumina juntamente com solugio
adjuvante de Freund administrada por via
intraperitoneal para provocar uma sensibi-
lizacdo nos animais e obter um modelo de
hipersensibilidade celular ¢,

Os primeiros sinais de alergia apareceram
com 5 minutos apés a indug@o e consis-
tiram de pronunciada hiperemia conjunti-
val. Aos 10 minutos surgiu a quemose que
foi se acentuando e cobrindo toda a super-
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FIGURA 2 - Média + E. P. M. dos escores da avalia¢do clinica até o dia 3 da induc@o da conjuntivite
alérgica em cobaias e tratada com chalcona, corticéide e salina.

TABELA 3 — Média + E. P. M. de escores da avaliacdo clinica observados até o dia 7 da inducdo da
conjuntivite alérgica em cobaias e tratada com chalcona, corticéide e salina.

Média + E.P.M. dos escores de avalia¢do clinica

Dias Chalcona Corticoide Salina
1 483+0,11 4,75+0,11 475+0,11
2 3,92+0,24 3,42+0,20 3,92+0,24
3 2,25+0,17 1,67+0,21 2,75+0,17
4 1,08 0,08 0,33+0,21 1,33+0,21
5 0,50+0,22 0,00+0,00 1,00+£0,26
6 0,0020,00 0,00+0,00 0,00+0,00
7 0,0020,00 0,00+0,00 0,00+0,00
Periodo 7 Teste de Kruskal-Wallis
calculado = 0 (Hesico = 5:71) A=C=3S
<] O Chalcona (A)
% 4 - W Corticdide (C)
g 7 - OSalina (S)
o MMIINI N s

Dias

FIGURA 3 — Média + E. P. M. de escores da avaliagdo clinica observados até o dia 7 da indugdo da
conjuntivite alérgica em cobaias e tratada com chalcona, corticéide e salina.

ficie corneana aos 40 minutos. Com 7 horas
de observacio, evidenciou-se hiperemia
conjuntival, acentuada quemose, intenso
lacrimejamento, fotofobia, edema e hipere-
mia palpebral e fluido lacrimal turvo. Com
24 horas notou-se exacerbacido do quadro
com descarga purulenta na superficie
ocular, pannus, opacificacio e tlcera de
cornea. Apds 48 horas, houve reducido

46 -

gradativa dos achados descritos de modo
que com 7 dias apds a indugado da conjun-
tivite, todas essas alteracdes desaparece-
ram espontaneamente. Os resultados da
avaliacdo clinica foram semelhantes aos
descritos em estudos anteriores 4.

Percebeu-se uma melhora clinica do qua-
dro inflamatério nos grupos chalcona e
corticéide quando comparado ao controle.
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O grupo corticéide apresentou melhora
clinica da inflamagdo quando comparado
ao grupo chalcona. No sétimo dia da
inducgdo, todos os grupos tratados nao
apresentaram alteracdes clinicas. Apesar
da involugdo clinica espontinea do
processo alérgico ap6s 7 dias da inducgio,
o tratamento com chalcona ou corticéide
antecipou a cura clinica que justifica a
procura por novas formas de tratamento
para essa afeccdo.

O estudo morfolégico da cérnea do OD
sugeriu que a chalcona e o corticéide, no
periodo 3, apresentaram efeitos terapéu-
ticos semelhantes sobre a exocitose. A
presenca de células inflamatdrias acima da
membrana basal, dentro do espago epite-
lial, € anormal e significa inflamagdo ativa.
Em condic¢des normais, essas células nao
sdo encontradas no epitélio, portanto a
exocitose constitui um importante para-
metro para quantificar a inflamagdo. Mes-
mo sem apresentar diferencas signifi-
cantes entre os grupos tratados, o edema,
a necrose e a vascularizacdio estiveram
presentes na cérnea do OD caracterizando
0 acometimento por essa afec¢do mesmo
que em menor intensidade quando compa-
rado a conjuntiva.

A andlise morfolégica da conjuntiva do
OD evidenciou-se diferencas significan-
tes dos parametros entre os grupos estu-
dados. Observou-se que a chacona e o cor-
ticéide apresentaram efeitos terapéuticos
semelhantes sobre a exocitose, edema,
necrose e vascularizag@o. Isso comprova
o efeito antiinflamatério da chalcona ja
estudado em pesquisas anteriores >3,

Embora a avaliagao clinica seja conside-
rada um importante critério de avaliagdo,
o estudo morfolégico demonstra ser mais
fidedigno. Mesmo apés a cura clinica com
7 dias da indugdo da conjuntivite alérgica,
ainda persistiam alteracdes morfoldgicas
entre os grupos estudados.

O modelo experimental de conjuntivite
alérgica induzida por ovalbumina em co-
baias foi reproduzido por diversos pesqui-
sadores com a finalidade de estudar os
efeitos de antihistaminicos, esterdides,
cromoglicato de sédio, lodoxamida, N-
acetil aspartilglutamato de sédio, benzo-
diazepinicos, nedocromil, indometacina,
ciclosporina e aspirina 'V,

Naio ha relatos do uso da aroeira-do-sertio
em conjuntivite alérgica induzida por
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TABELA 4 — Média + E. P. M. dos escores da andlise morfoldgica verificados na cérnea OD nos dias 1, 3 e 7 da inducdo da conjuntivite alérgica em
cobaias e tratada com chalcona, corticéide e salina

Andlise morfolégica cérnea OD (Média+ E. P. M. )

Chalcona Corticdide Salina
Dias 1 3 7 1 3 7 1 3 7

Exocitose 2,83 +0,17 0,00 2,83 0,17 0,17 2,83 1,00 0,00
+0,17 0,17 +0,00 +0,17 +0,17 +0,17 +0,17 +0,00 +0,00

Edema 233 0,50 0,00 233 0,67 0,00 233 1,00 033
+0,21 +0,22 +0,00 +0,21 +0,21 +0,00 +0,21 +0,00 +0,21

Necrose 1,50 0,00 0,00 1,50 0,00 0,00 1,50 0,00 0,00
+0,22 0,00 +0,00 +0,22 +0,00 +0,00 +0,22 +0,00 +0,00

Vasos 2,50 1,00 0,00 2,50 1,00 1,00 2,50 1,00 1,00
+0,34 +0,00 +0,00 0,34 +0,00 +0,00 +0,34 +0,00 +0,00

(Teste de Kruskal-Wallis)
(H . =571)

critico

TABELA 5 — Média =+ E. P. M. dos escores da andlise morfoldgica verificados na conjuntiva OD nos dias 1, 3 e 7 da indugdo da conjuntivite alérgica
em cobaias e tratada com chalcona, corticdide e salina

Andlise morfolégica cérnea OD (Média+ E. P. M.)

Chalcona Corticdide Salina
Dias 1 3 7 1 3 7 1 3 7

Exocitose 2,83 1,00 0,00 2,33 0,67 0,33 2,83 1,67 0,83
+0,17 +0,26 +0,00 +0,17 +0,21 +0,21 +0,17 +0,21 +0,17

Edema 2,67 0,67 0,00 2,67 1,00 0,17 2,67 1,67 0,67
+0,33 +0,21 +0,00 +0,33 +0,00 +0,17 +0,33 +0,21 +0,21

Necrose 2,17 0,00 0,00 2,17 0,00 0,00 2,17 0,83 0,00
+0,17 +0,00 +0,00 +0,17 +0,00 +0,00 +0,17 +0,17 +0,00

Vasos 2,83 1,00 1,00 2,83 1,00 1,00 2,83 1,00 1,00
+0,17 +0,00 +0,00 +0,17 +0,00 +0,00 +0,17 +0,42 +0,00

Teste de Kruskal-Wallis
(Hcritico = 5’71 )
ovalbumina em cobaias. Sabe-se do seu e anti-alérgicas aqui encontradas. Uma junctivitis: ~ The  significance  of

uso popular nas mais diversas dreas da

medicina pelo seu efeito antiinflamatdrio
(12-13)

No presente trabalho, as avaliacdes
clinicas e morfolégicas tornaram evidentes
que a chalcona teve efeito antiinflamatério
e anti-alérgico semelhante ao corticéide
na conjuntivite alérgica induzida por
ovalbumina em cobaias. Esse fato gera
perspectivas para o aproveitamento dessa
planta como fitoterdpico. No entanto,
novos estudos deverdo ser realizados,
utilizando esse e outros modelos de
conjuntivite alérgica, no sentido de
confirmar as atividades antiinflamatérias

vez confirmadas essas atividades, seria
importante pesquisar sua acdo em outras
afeccdes oculares.

Conclusao

A chalcona tem efeito terap&utico seme-
lhante ao corticéide na conjuntivite alérgi-
ca induzida por ovalbumina, em cobaias.
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ABSTRACT - Purpose: To study for clinical and morphological point of views, the effects of a chalcone in allergic
conjunctivitis induced by ovalbumim in guinea pig. Methods: Fifty-four white male guinea pigs weighing approximately
400 g were used in the study. All animals were sensitized by intraperitoneal injection of ovalbumin suspended in
Freund’s complete adjuvant solution. Conjunctivitis was induced by the ovalbumin by instillation of ovalbumin in
conjunctival sac of right eye’s. The animals were randomized in 3 groups agreement with the proposed treatment:
chalcone,corticoid and saline. The clinical analysis were recorded at 5, 10 e 40 min, 7 e 24 h after induced and daily
until 7 days after induced. Morphologic analysis consisted in evaluating edema, necrosis, vascularization and
exocytosis at the 1, 3 and 7 days following induction of conjunctivitis. Results: Clinical alterations were more
accentuated 24 h after induction. Inflammatory signs were less apparent in chalcone group as compared to saline
Corticoid group presented less inflammatory signs when compared to chalcone and control groups. Morphologic
analysis disclosed that chalcona effect is similar to corticoid effects. Conclusion: It is concluded that chalcona had
therapeutic effect in the allergic conjunctivitis induced by ovalbumine in guinea pigs.
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