
 
 

ANA PAULA MIYAGUSKO TABA OGUIDO 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DA NARINGENINA NA INIBIÇÃO DA 

NEOVASCULARIZAÇÃO INDUZIDA POR ÁLCALI EM OLHOS DE 

CAMUNDONGOS 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2014



ANA PAULA MIYAGUSKO TABA OGUIDO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DA NARINGENINA NA INIBIÇÃO DA 

NEOVASCULARIZAÇÃO INDUZIDA POR ÁLCALI EM OLHOS DE 

CAMUNDONGOS 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 
Stricto Sensu em Ciências da Saúde da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito parcial para 
obtenção do título de Doutor em Ciências da Saúde. 
 
 
Orientador:  Prof. Dr. Antônio Marcelo Barbante 

Casella 
 
Coorientador:  Prof. Dr Waldiceu Aparecido Verri 

Junior 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2014



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação elaborada pela Divisão de Processos Técnicos da Biblioteca Central da 
Universidade Estadual de Londrina 

 
 

Dados Internacionais de Catalogação-na-Publicação (CIP) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 O35a    Oguido, Ana Paula Miyagusko Taba.  

Avaliação do efeito da naringenina na inibição da neovascularização induzida por 

álcali em olhos de camundongos / Ana Paula Miyagusko Taba Oguido. – Londrina, 

2014. 

98 f. il. 
 

Orientador: Antônio Marcelo Barbante Casella. 

Coorientador: Waldiceu Aparecido Verri Junior. 

Tese (Doutorado em Ciências da Saúde) – Universidade Estadual de Londrina, 

Centro de Ciências da Saúde, Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde, 2014. 

Inclui bibliografia. 
 

1. Córnea – Doenças – Teses. 2. Neovascularização – Teses. 3. Flavonóides – Teses. 

4. Agentes antiinflamatórios – Teses. 5. Camundongo como animal de laboratório – 

Teses. I. Casella, Antônio Marcelo Barbante. II. Verri Junior, Waldiceu Aparecido. 

III. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciências da Saúde. Programa de 

Pós-Graduação em Ciências da Saúde. IV. Título.  
 

             CDU 617.7 



ANA PAULA MIYAGUSKO TABA OGUIDO 

 

AVALIAÇÃO DO EFEITO DA NARINGENINA NA INIBIÇÃO DA 

NEOVASCULARIZAÇÃO INDUZIDA POR ÁLCALI EM OLHOS DE CAMUNDONGOS 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 
Stricto Sensu em Ciências da Saúde da Universidade 
Estadual de Londrina, como requisito parcial para 
obtenção do título de Doutor em Ciências da Saúde. 
  

 
BANCA EXAMINADORA 

 
 

__________________________________________ 
Orientador: Prof. Dr. Antonio Marcelo Barbante 

Casella 
Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 
 
 
__________________________________________ 

Prof. Dr. Gerson Jorge Aparecido Lopes  
Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 
 
 

__________________________________________ 
Prof. Dr. Rui Barroso Schimiti  

Clinica de Olhos Dr. Rui Schimiti 
 
 
 

__________________________________________ 
Profa Dra. Sandra Regina Georgetti 

Universidade Estadual de Londrina - UEL 
 

 
__________________________________________ 

Prof. Dr. Silvio Henrique Maia de Almeida 
Universidade Estadual de Londrina - UEL 

 
 

Londrina, 29 Agosto 2014.



 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

`A Deus sempre presente em todas as coisas... 
 
 

`A minha irmã Maria Rita, exemplo de força e coragem. 
 
 

Ao César, Beatriz e Ana Carolina, pessoas mais importantes da minha vida, pelo apoio em 
todas as horas...  



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

"Se cheguei até aqui foi porque me apoiei nos ombros dos gigantes” 

Isaac Newton 



 
 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

AGRADECIMENTO ESPECIAL 
 
 

Aos meus orientadores  

Prof. Dr. Antonio Marcelo Barbante Casella, pelo apoio sempre presente, seu exemplo de 

dedicação e orientação cuidadosa. 

 

 Prof Dr. Waldiceu Aparecido Verri Junior, pela confiança depositada em mim e 

coorientação fundamental.  



AGRADECIMENTOS 

 

 

Ao Prof. Dr. Décio Sabbatini Barbosa, coordenador do programa de pós-

graduação, de Ciências da Saúde da Universidade Estadual de Londrina, pela sua dedicação e 

importante trabalho na Coordenadoria de Pesquisa e Pós-Graduação. 

Ao Prof. Dr. Waldir Garcia (in memorian) pelos enriquecedores ensinamentos e 

apoio na minha carreira acadêmica e elaboração desse projeto de pesquisa.  

Ao apoio dos doutorandos Miriam Sayuri Nagashima Hohmann e Felipe A. Pinho-

Ribeiro, pela colaboração essencial nas análises laboratoriais e na revisão do trabalho. 

Ao Dr. Jefferson Crespigio na análise histopatológica e de imunohistoquímica. 

À Profa. Dra. Tânia Longo Mazzuco, pela dedicação, apoio durante o curso de 

doutorado. 

À Prof.a Dra. Solange Paccola e Francis José pela colaboração da análise digital. 

À equipe do laboratório de pós-graduação do Centro de Ciências da Saúde (CCS) 

e à Dra. Maria Emília sempre no apoio das atividades do laboratório de pós-graduação. 

Aos meus alunos do curso residência de oftalmologia Ian Moreira e Alberto H. 

Utida pelo apoio nos cuidados e procedimentos com animais no Biotério do CCS. 

Ao Dr. Donizeti Rodrigues Belitardo, médico veterinário do CCS, e equipe de 

cuidadores, Izaltino e José, junto ao biotério da pós-graduação.  

Silvia Shiwa, Georg Casari e Rita Casari, Mario Taba Junior e Valeria Taba pelo 

incentivo constante e pelas sugestões valiosas na redação do texto deste trabalho. 

À Natali Silvana Zwaretch, pelo trabalho da formatação e normatização da minha 

tese. 

Aos meus pais Yoneco e Mario Taba, pelos incentivos em todas as fases de minha 

vida, exemplos de persistência na conquista dos sonhos... 



OGUIDO, Ana Paula Miyagusko Taba. Avaliação do efeito da naringenina na inibição da 
neovascularização induzida por álcali em olhos de camundongos. 2014. 98f. Tese 
(Doutorado em Ciências da Saúde) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.  
 
 

RESUMO 
 
 
A Naringenina, (4´, 5, 7- trihidroxiflavanona) é encontrada de forma abundante nas frutas 
cítricas, como “grapefruit”, limão e laranja; é uma flavanona, classe de flavonóide 
considerada como um agente antioxidante, anti-inflamatória e antiangiogênica com papel na 
prevenção doenças neurodegenerativas, arteriosclerose, na geração de tumores e infecções. 
Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a inibição da neovascularização corneana pela 
naringenina e seu mecanismo de ação através da monitoração da atividade de 
mieloperoxidase (MPO), n-acetil-β-D glucosaminidase (NAG), dos níveis de IL-1β, IL-6 e IL-10, 
da atividade antioxidante através dos ensaios da redução de poder de redução férrico 
(FRAP), e da capacidade antioxidante total do radical ácido 2,2ʹ-Azinobis-(3-
Etilbenzotiazolina 6-Sulfônico) (ABTS), dos níveis de antioxidantes, a glutationa (GSH) e 
proteína sulfidrila (PSH). Os animais foram divididos em grupos controle negativo sem 
estímulo neovascular (NaOH 1N), grupo controle positivo com estímulo neovascular tratado 
com solução fisiológica, grupo teste com estímulo neovascular tratado com suspensão de 
naringenina tópica em diferentes concentrações (subgrupos 0,08, 0,8, 8 e 80µg) aplicada 
duas vezes ao dia por 7 dias, iniciando 3 dias antes do estímulo com NaOH e grupo apenas 
com naringenina(80µg) sem estímulo neovascular. A naringenina reduziu o recrutamento de 
neutrófilos e macrófagos de forma dose dependente, sendo mais efetiva na maior 
concentração e reduziu de forma significativa (p<0.01) a área de neovascularização. A 
naringenina (80µg) inibiu a expressão de IL-1β, IL-6, de forma significativa (p<0.05) nas 
análises realizadas 2, 4 e 6 horas após o estímulo com NaOH. Em relação a IL-10 houve uma 
tendência de aumento. Além disso, a naringenina inibiu a depleção da capacidade total 
antioxidante em 4 e 6 horas, e inibiu a depleção de GSH e PSH, de forma siginificativas nas 
medidas realizadas em 2, 4 e 6 horas. A naringenina demonstrou potencial inibitório da 
neovascularização corneana através dos mecanismos anti-inflamatório e antioxidante. O uso 
de colírio tópico de naringenina pode ser considerado um promissor adjuvante na 
modulação da resposta inflamatória e neovascularização corneana. 
 
Palavras-chaves:  Neovascularização corneana. Angiogênese. Córnea. Flavonóides. Modelo 

animal. 
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ABSTRACT 
 
 
Naringenin (4´, 5, 7- trihydroxyflavavone), abundantly found in citric fruits, such as limes, 
oranges, and grapefruits, is a flavanone, a flavonoid class. It is considered an antioxidant, 
anti-inflammatory, and angiogenesis inhibitor with roles in preventing neurodegenerative 
diseases, arteriosclerosis, and creation of tumors and infections.Thus, the goal of this work 
was to evaluate the inhibition of corneal neovascularization by naringenin and its 
mechanism of action through monitoof the activity of myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-
β-D-glucosaminidase (NAG); the levels of IL-1β, IL-6, and IL-10; the antioxidant effect on the 
Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP); the acid 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS); and the levels of antioxidants, glutathione (GSH), and Protein 
Sulfhydryl (PSH).The animals were divided into a negative control group without neovascular 
stimulus (NaOH 1N); a positive control group with neovascular stimulus treated with a 
physiological solution; a test group with neovascular stimulus treated with a topic naringenin 
suspension in different concentrations (subgroups of 0.08, 0.8, 8, and 80µg) applied twice a 
day over a seven-day period, which began three days before the NaOH stimulus; and a group 
with naringenin (80µg) without neovascular stimulus. Dose-dependent naringenin reduced 
the neutrophils and macrophages recruitment, being most effective in a major 
concentration, and it reduced in significant form (p < 0.01) the area of neovascularization. 
Naringenin (80µg) inhibited the expression of IL-1β and IL-6 in significant form (p<0.05) in 
analyses performed two, four, and six hours after the NaOH stimulus. In regards to IL-10, 
there was a tendency of it increasing. Furthermore, naringenin inhibited the depletion of the 
total antioxidant capacity in analyses after four and six hours. It also inhibited the depletion 
of GSH and PSH in significant form in analyses performed in two, four, and six hours 
afterwards. Naringenin has demonstrated inhibitor potential on corneal neovascularization 
through its anti-inflammatory and antioxidant mechanisms. Its eye drop use could be 
considered a promising adjuvant in the modulation of inflammatory response and corneal 
neovascularization. 
 
Keywords: Corneal Neovascularization. Angiogenesis. Cornea. Flavonoids. Animal model . 
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1 INTRODUÇÃO

A neovascularização (NV) corresponde a formação de novos vasos a partir de um vaso 

preexistente  (FOLKMAN,  1971).  A  formação  descontrolada  desses  neovasos  foi  relacionada  com 

vários mecanismos das desordens nos tecidos oculares (córnea, tecido uveal. retina e coróide), nas 

lesões  tumorais  e  nas  metástases,  nos  processos  isquêmicos,  inflamatórios  e  imunológicos 

(CARMELIET, 2005). 

No  olho,  a  NV  é  considerada  responsável  pelo  mecanismo  patológico  das  mais 

importantes  e  frequentes  doenças  que  causam  cegueira  no  adulto,  a  Degeneração  Macular 

Relacionada à Idade e a Retinopatia Diabética Proliferativa, além da Retinopatia da Prematuridade, a 

maior  causa  de  cegueira  em  crianças  prematuras  (CARMELIET,  2005;  DACE  et  al.,  2008;  QAZI; 

MADDULA; AMBATI, 2009).

A córnea é um tecido ocular com propriedades importantes como a sua transparência e 

a  ausência  de  vasos  (BICAS,  1997;  CHANG  et  al.,  2001;  CURSIEFEN;  KUCHLE;  NAUMANN,  1998; 

IMANISHI  et  al.,  2000).  A  presença  dos  neovasos  corneanos  desencadeiam  alterações  em  sua 

estrutura,  e  provocam  a  perda  de  sua  transparência  (BEEBE,  2008).  Dados  da  NV  corneana  na 

literatura, demonstraram uma incidência de 1,4 milhões ao ano nos Estados Unidos, e 12% desses 

casos são responsáveis pela cegueira (LEE; WANG; ADAMIS, 1998). A NV na córnea foi considerada a 

segunda causa de cegueira e baixa acuidade visual por Whitcher, Srinivasan e Madan (2001). Dentre  

as  causas  de  injúrias  oculares,  11,5%  a  22,1  %  foram  decorrentes  de  queimaduras  químicas, 

responsáveis por induzir a NV corneanas (ORMEROD; ABELSON; KENYON, 1989), principalmente em 

jovens e trabalhadores do sexo masculino (CLARE et al., 2012). 

A  córnea  representa  um  tecido  privilegiado  em  relação  à  resposta  imunológica  nos 

transplantes, devido a sua propriedade avascular. A taxa de sucesso dos transplantes corresponde em 

torno de 90% (AZAR, 2006; KUCHLE et al., 2002; NIEDERKORN, 2013; STREILEIN et al., 1999). Porém a 

ocorrência  da  NV representa  um dos principais  fatores  de risco para a rejeição nesses pacientes 

submetidos à transplantes de córnea (DANA; STREILEIN, 1996; MAGUIRE et al., 1994; CURSIEFEN et 

al.,  2003).  Esse risco de rejeição imunológica (insucesso) se eleva para  índices em torno de 50%, 

segundo dados dos estudos clínicos e experimentais descritos por Dana e Streilein (1996).

A NV fisiológica está normalmente presente no processo de cicatrização do tecido e na 

proliferação  endometrial  no  ciclo  ovariano  (FOLKMAN;  SHING,  1992).  Nos  danos  teciduais,  a 

formação dos neovasos representa uma fase importante que permite a troca e nutriça� o entre as 

ce� lulas  metabolicamente  ativas  nas  áreas  lesadas  (COHEN,  2006).  Sob  o  estímulo  de  vários 
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mediadores, as ce� lulas endoteliais presentes no interior de capilares periféricos das lesões, passam 

pelo  processo  de  diferenciação e  iniciam a  capacidade  de  formação de  novos  tubos  capilares  e 

formação de neovasos (FOLKMAN; SHING 1992).

Apesar da NV representar um mecanismo de resposta fisiológica e uma forma de reparo 

do tecido à estímulos locais, como os traumas mecânicos, químicos ou infecções, a manutenção da 

qualidade  do  tecido  corneano  depende  de  um  equilíbrio  no  sistema  de  controle  angiogênicos 

(CHANG et al., 2001). A NV patológica corresponde à alteração do equilíbrio de fatores reguladores, 

tais como na Retinopatia diabética proliferativa, no qual o maior estímulo de fatores angiogênicos 

levam os  vasos  retinianos  a  invadirem o  vítreo  (TANG  et  al.,  2013);  e  na  Degeneração  macular 

relacionada à idade (forma neovascular), os neovasos coroidianos invadem as estruturas retinianas,  

através da membrana de Bruch, epitélio pigmentado da retina e fotorreceptores da região macular, 

resultando na perda da acuidade visual (AMBATI; FOWLER, 2012; VAN LOOKEREN CAMPAGNE et al.,  

2014).

A lesão produzida por uma substância alcalina em contato com a córnea leva a danos 

oculares,  desde  o  epitélio  corneano  até  as  suas  estruturas  intraoculares,  com  rápida  resposta 

inflamatória,  isquemia  de  vasos  limbares  e  de  segmento  anterior,  podendo  evoluir  para  a  NV 

(WAGONER, 1997). 

Os vários reguladores moleculares da inflamação, da isquemia e do estresse oxidativo, 

envolvidos na injúria tecidual comandam a liberação de fatores capazes de induzir o início de uma 

cascata de eventos que contribuem para a angiogênese (AZAR, 2006; FERRARA; KERBEL, 2005; KIM; 

CHUNG, 2013). O conhecimento desses mecanismos e dos fatores envolvidos possibilita uma ação 

específica, com agentes que atuem em cada etapa da angiogênese. 

Desde o inicio da terapia com anticorpos para o fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF)  há  uma  década,  considerado  um  marco  na  terapia  contra  o  câncer,  outras  formas  de 

tratamento moleculares vem sendo descobertas desde então, com alvo na sinalização da família do 

VEGF (DUDA, 2012).  O benefício dessas novas terapias atingem mais de 500 milhões de pessoas 

(CARMELIET, 2005). Porém, para algumas doenças, a terapia padrão com os anti-VEGF apresentou 

certa resistência e ineficácia no combate a NV ou na sua progressão (CARMELIET; JAIN, 2011; DUDA, 

2012). 

Apesar de existirem opções terapêuticas disponíveis para a NV corneana, como o uso de 

corticosteróides  tópicos  e  anti-inflamato� rios  na� o  esteroidais  (CHANG  et  al.,  2001),  esses  são 

limitados devido a pouca efcácia e efeitos colaterais como catarata, hipertensao ocular e perda da 

visao (COLE et al., 2007). 

As  novas  terapias  moleculares  com  os  anticorpos  monoclonais  como  bevacizumab 

(Avastin®,  Roche,  Brasil)  (KIM et  al.,  2014 FERRARI  et  al.,  2013);  ranibizumab (Lucentis®,  Novarts, 
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Suiça),  pegaptanib  (Macugen®,  Pfizer,  USA)(STEVENSON  et  al.,  2012;  DURSON  et  al.,  2012)  e 

aflibercept (Eylea®, Regeneron, USA) (CHANG et al., 2012) são consideradas promissoras, mas ainda 

de uso experimental na NV corneana. 

Dentre as novas terapias, o estudo em fase mais avançada de comprovação da eficácia e 

segurança,  se  encontra  na  fase  III  de  estudos  clínicos  pelo  FDA (Food  and  Drug  Administration) 

(CURSIEFEN et al., 2014). Apesar do complexo mecanismo molecular e os fatores envolvidos na NV 

estarem sendo vastamente estudados e esclarecidos nesses últimos anos (CHANG et al., 2012; QAZI;  

KEELEY; MEHRAD; STRIETER, 2008; MADDULA; AMBATI, 2009; SIVAK et al., 2011), até o momento não 

existe  um  tratamento  totalmente  eficaz  para  essa  patologia  (PAPATHANASSIOU  et  al.,  2013; 

MOHAMMADPOUR, 2013).

Os flavonóides são considerados antioxidantes naturais, encontrados nos alimentos, e 

sua ação se deve pela presença do grupo fenólico hidroxil ligado ao anel fenólico da sua estrutura. Os 

flavonóides  podem  agir  como  agentes  redutores,  doadores  de  hidrogênio,  varredor  de  radical 

superóxido,  quelante  de  íons  metálicos,  além  de  ativarem  enzimas  antioxidantes  e  inibirem  as 

oxidases (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

A  naringenina,  uma  flavanona  da  classe  dos  flavonóides,  encontrada  em  sua  maior 

concentração  nas  frutas  cítricas  (COELHO  et  al.,  2013),  tem  sido  reportada  por  sua  atividade 

antioxidante,  anti-inflamatória,  imunomoduladora,  neuroproterora,  anticancerígena  e 

antiangiogênica (PELUSO; RAGUZZINI; SERAFINI, 2013; YILMA et al.,  2013; CAVIA-SAIZ et a.,  2010; 

COELHO et al., 2013; XU et al., 2014). 

Pelas propriedades já descritas dos flavonóides, a naringenina foi considerada como uma 

provável  opção  terapêutica  da  NV  corneana  inflamatória  induzida  pela  lesão  decorrente  de 

queimadura química, doença de grande morbidade e importante causa de baixa acuidade visual. 
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 ANATOMIA DA CÓRNEA

A córnea é um tecido transparente, avascular e de forma asférica, que reveste a parte  

externa do globo ocular, juntamente com a esclera. A córnea apresenta propriedades especiais, além  

da  proteção  contra  agentes  externos,  é  responsável  por  74%  do  poder  refracional  do  olho.  As 

medidas horizontais variam de 11 a 12 mm, verticalmente de 9 a 11 mm, e sua espessura média é de 

550 micra. A sua estrutura microscópica é relativamente simples, comparada com outras partes do  

corpo,  apresentam  3  camadas  celulares:  epitélio,  estroma  e  endotélio;  as  interfaces  acelulares: 

camada  de  Bowman  e  membrana  de  Descemet  (KRACHMER;  MANNIS;  HOLLAN,  2005),  e  a  

recentemente descrita, camada pré Descemet de Dua (DUA et al., 2013).

O  epitélio  consiste  em  5  a  6  camadas  de  células  não  queratinizada,  escamosas  e 

estratificadas,  com  50  micra  de  espessura.  As  células  das  camadas  superficiais  são  as  mais  

diferenciadas e com pouca atividade metabólica, diferentemente das células basais. A membrana das 

células epiteliais são compostas por glicoproteinas e glicolipídeos embebidos na hidrofóbica camada 

lipídica.  Nas  camadas  superficiais  apresentam partículas  especiais  denominadas  glicocálices,  que 

conferem a propriedade hidrofílica das células superficiais.

O estroma é o maior componente (90%) da córnea, composto por fibras colágenas (tipo  

I, III, IV e VII) uniformemente dispostas, e dessa forma, essencial para a transparência corneana. É  

composto  ainda  pela  matriz  extracelular,  colágeno,  glicosaminogicanos  e  ceratócitos  (fibroblatos 

corneanos),  que correspondem a 3% do volume estromal.  Tanto o epitélio como o endotélio são 

responsáveis para o estado de hidratação ideal da córnea.

O endotélio  é  composto  por  monocamada  de  células  hexagonais,  responsáveis  pela 

regulação da hidratação corneana. Essas células apresentam grande atividade metabólica, devido à 

presença de transporte ativo de íons, para o controle da entrada de água no estroma. No adulto 

apresentam um número em torno de 3000 células/mm2, e raramente se regeneram. 

A camada de Bowman (entre epitélio e estroma), membrana de Dua (pré Descemet) e 

de membrana de Descemet (membrana basal das células do endotélio), são interfaces acelulares,  

compostas de fibras de colágeno, principalmente as do tipo IV.

A córnea de camundongo, de forma semelhante com a dos primatas, apresentam as três 

camadas celulares: epitélio, estroma e endotélio, e as interfaces acelulares, compostas de fibras de  

colágenos.  A  córnea de camundongos foi  considerada  um modelo  apropriado para  as  pesquisas 

experimentais,  apesar  de apresentarem diferenças  com a  córnea humana ou de primatas,  como 
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maior  proporção  da  camada  epitelial  (30%),  e  maior  espessura  central  do  que  periférica  

(HENRIKSSON; BRON; BERGMANSON, 2012). Contudo, os roedores apresentam vantagens como a 

facilidade  no  manuseio  (alimentação,  higiene  e  acomodação);  ciclo  biológico  curto 

(aproximadamente 2 anos), possibilitando o trabalho simultâneo com vários grupos experimentais e 

custo financeiro acessível.

A  córnea  é  um  tecido  externo  no  globo  ocular  e  naturalmente  avascular,  portanto 

previlegiado do ponto de vista imunológico. Por essas propriedades, o estudo no tecido corneano 

permite o estímulo neovascular e sua análise (o surgimento de um vaso é conseqüência do estímulo  

utilizado), além da observação direta, acompanhamento temporal e espacial do processo angiogênico 

(FECHINE-JAMACARU; FECHINE JÚNIOR; MORAES FILHO, 2005).

O modelo de NV corneana foi amplamente utilizado por Folkman e colaboradores nos 

estudos  do  mecanismo  da  angiogênese,  e  considerado  um  marco  no  esclarecimento  desses 

mecanismos e atividade dos mediadores envolvidos nesse processo (FOLKMAN, 1971; LI et al., 1991;  

KENYON et al., 1996; REGENFUSS et al., 2008).

Os  métodos  utilizados  para  o  estímulo  vascular  podem  ser  aqueles  através  de 

dispositivos  ou  implantes  intracorneanos  carregados  com  diversos  agentes,  como  os  fatores  de 

estímulo do crescimento vascular, ou indiretamente através de toxinas ou estímulos inflamatórios (LI  

et al., 1991). Outra técnica utilizada como modelo de indução angiogênica é a desencadeada pela  

inflamação na córnea, por trauma mecânico, térmico ou uma cauterização química (nitrato de prata, 

fios de sutura, hidróxido de sódio) (FECHINE-JAMACARU; FECHINE JÚNIOR; MORAES FILHO, 2005;  

LOPES, 2008), induzida a partir da vasculatura limbar, através de um estímulo neovascular indireto  

(SUNDERKÖTTER et al., 1991). 

O  modelo  experimental  utilizado  neste  estudo,  foi  a  indução  da  neovascularização 

corneana por injúria  através  do álcali  NaOH, 1N.  Escolhido por ser  muito utilizado,  facilidade de 

reprodutividade e simplicidade. Esse modelo simula uma das principais causas de acidente oculares  

(queimadura oculares por álcali),  em jovens trabalhadores,  com devastadora morbidade, pela NV 

corneana e baixa acuidade visual (CLARE et al., 2012).

2.2 MEDIADORES DA ANGIOGÊNESE INFLAMATÓRIA

O início da NV foi demonstrado estar relacionado com um processo inflamatório, através 

do envolvimento de células e mediadores inflamatórios, apenas modificados de acordo com o local e 

sua forma de apresentação, podendo ser fisiológica ou patológica (CHANG et al., 2001; EPSTEIN et al., 

1987; KEELEY; MEHRAD; STRIETER, 2008). 

A inflamaça� o pode ser dividida em duas etapas, aguda e crônica, baseada na duraça� o 
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e suas caracteri�sticas patolo� gicas. A resposta inflamato� ria aguda, desencadeada por injúrias locais, 

biolo� gicas,  qui�micas  ou  fi�sicas,  apresenta  como  principais  caracteri�sticas  a  vasodilataça� o, 

aumento da permeabilidade vascular e a infiltraça� o celular (parte da resposta imune inata). Nesta 

fase  ocorre  a  exsudaça� o  de  fluido  e  protei�na  plasma� ticas  (edema)  e  o  recrutamento  de 

leuco� citos,  predominantemente  neutro� filos,  de  forma  direcionada  para  os  locais  alvo.  A 

inflamaça� o  crônica  esta�  associada  com  a  presença  de  linfo� citos  e  macro� fagos,  NV,  necrose 

tissular, e fibrose. Existem mecanismos anti-inflamatórios ativos que modulam a resposta e evitam 

que ela seja exacerbada (KUMAR et al., 2005). 

Na presença de uma reação inflamatória aguda, os leucócitos são as primeiras células a 

se  apresentarem  e  participarem  na  organizada  inter-relação  das  células  e  dos  mediadores  da 

inflamação  (LINGEN,  2001;  NALDINI;  CARRARO,  2005).  Vários  são  os  mediadores  envolvidos  na 

resposta inflamatória, tais como os derivados de precursores plasmáticos (calicreínas-cininas, sistema 

de  coagulação,  sistema  complemento,  plasmina,  trombina),  de  células  (neutrófilos,  monócitos, 

linfócitos),  substâncias  pré-formadas  da  cascata  da  ativação  (grânulos  intracelulares  como  a 

histamina), da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs),  óxido nítrico, derivados de ácido 

araquidônico (metabolizados tanto pela via das ciclooxigenases, as prostaglandinas ou pela via das 

lipoxigenases, os leucotrienos), além das citocinas (CRUVINEL et al., 2010). 

No  decorrer  do  processo  infamatorio  (fase  crônica)  sao  observadas  tentatvas  de 

cicatrizaça� o pela substituiça� o do tecido lesado por tecido conjuntivo, atrave� s da angiogênese e 

pela fibrose tecidual (KUMAR et al., 2005). 

O processo inflamatório e o complexo processo de angiogênese foram descritos como 

interconectados e envolvidos  com a geração aumentada de espécies reativas de oxigênio (EROs), 

onde  novos  vasos  permitem  o  recrutamento  contínuo  de  células  inflamatórias,  citocinas  e 

quimiocinas, fatores de crescimento, mantendo o ciclo da angiogênese e estresse oxidativo (BITEMAN 

et al., 2007; GOSTNER et al., 2013; LIU et al., 2000; PILLAI et al., 2008; SAIKA et al., 2005), (GOSTNER  

et al., 2013; REUTER et al., 2010). 

Na angiogênese,  o  estímulo pode ocorrer  primeiramente pela  via  direta  através  dos 

fatores como o VEGF e fator de crescimento de fibroblastos (FGF), ou pela via indireta, através de 

estímulo  de  fatores  como o  fator  de  necrose  tumoral  alfa  (TNF-α)  e  fator de  transformação do 

crescimento (TGF)  (COHEN  et  al.,  1996;  FOLKMAN,  1990),  interleucinas  e  quimiocinas,  como  as 

derivadas dos neutrófilos e macrofagos (NOONAN et al., 2008).

No processo de formação de novos vasos, as células endoteliais dos vasos (principais 

células envolvidas na angiogênese), alinhadas as células sanguíneas, sofrem desestabilização da sua 

continuidade, que ocorre pela quebra da barreira da membrana basal do endotélio vascular.  Esse 

mecanismo ocorre através de estímulos de fatores, enzimas e moléculas secretadas principalmente 
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pelos macrófagos ativados (AUERBACH, W.; AUERBACH, R., 1994; LINGEN, 2001). Entre esses fatores, 

se  encontram  o  VEGF,  TNF-α,  interleucinas  IL-1  (IL-1),  interlucina  IL-8  (IL-8),  FGF  e  Fator  de 

Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) (NALDINI; PUCCI; CARRARO, 2001; OGAWA et al., 1999). 

Uma vez que as células endoteliais alcançam o espaço extravascular, migram conforme a 

condução do estímulo quimiotáxico, estimulados pelos linfócitos ou macrófagos. A partir do processo 

de  migração  celular,  as  células  endoteliais  se  proliferam  em  um  número  crescente  a  fim  de 

promoverem a formação dos neovasos;  subsequente a essa proliferação, em uma nova etapa do 

processo,  as  células  endoteliais  necessitam se  reorganizar  para  a  formação da  estrutura  tubular 

(FOLKMAN; INGBER, 1992; AUERBACH et al., 2003, NALDINI; CARRARO, 2005). Nesta etapa, novas  

células são recrutadas e regulam a remodelação tecidual, a resposta imune e a angiogênese. Dentre 

essas  células  incluem  as  plaquetas,  neutrófilos,  células  T,  células  natural  killer  e  macrófagos  da 

circulação (NALDINI; PUCCI; CARRARO, 2001; NALDINI; CARRARO, 2005). 

Nessa  fase  de  proliferação  celular  endotelial  alguns  fatores  pró-angiogênicos  foram 

descritos  como  o  FGF,  TGF,  Fator  de  Crescimento  Epidérmico  (EGF)  e  o  VEGF.  A  ativação  dos 

macrófagos, mastócitos e fibroblastos, é capaz de produzir grandes quantidades desses fatores pró-

angiogênicos, incluindo ainda as citocinas inflamatórias. Essas últimas controlam a proliferação das 

células endoteliais, sua sobrevida e apoptose, assim como a migração e ativação celular (LINGEN, 

2001;  NALDINI;  CARRARO,  2005).  Dentre  os  fatores  pró-angiogênicos  envolvidos,  o  VEGF  é 

considerado  o  mais  potente  indutor  da  proliferação  e  migração  celular,  sendo  responsável  pela 

manutenção da sustentação neovascular (COHEN, 2002; FERRARA; KERBEL, 2005; SENGER, 2010). 

Os  leucócitos  e  macrófagos  contribuem  também  para  a  remodelação  da  matriz 

extracelular,  atuando  na  liberação  de  enzimas  como  melatoproteinases  (MMs),  catepsinas, 

plasminogêneos e uroquinases (KUNDU; SURTH, 2012; RUEGG, 2006). Para a proliferação de células 

endoteliais  em direção a  um estímulo  angiogênico,  a  matriz  extracelular  deve  ser  seletivamente 

degradada,  principalmente pelas  MMs,  que continuem a mais  importante família  de enzimas no 

controle deste processo. Na córnea, as MMs degradam o colágeno tipo IV, presente na membrana 

basal, permitindo a separação do epitélio das camadas estromais, mediadas por moléculas de adesão, 

as integrinas (VU; WERB, 2000).

Os neutrófilos foram descritos como uma das mais importantes células na promoção da 

NV coroidal experimental (ZHOU et al., 2005), uma vez que são as células mais abundantes no sangue 

periférico  e  juntamente  com  macrófagos  atuam  ativamente  como  células  apresentadoras  de 

antígenos,  potencializam  as  respostas  de  células  como  linfócitos  e  a  liberação  de  citocinas  pró-

inflamatórias, como a IL-1, interleucina IL-6 (IL-6), interleucina IL-12 (IL-12), IL-8 e TNF-  α(CRUVINEL et 

al., 2010; DANA, 2007; DINARELLO, 2009). 

Uma situação comum nos diversos locais do inicio da NV inflamatória foi o estado de 
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hipóxia  tecidual  prévio,  seguido  de  um  aumento  da  expressão  dos  fatores  estimulantes  da 

angiogênese (SCHAPER; SCHOLZ, 2003). A hipóxia presente no sítio inflamatório foi descrita como um 

importante estímulo pró-angiogênico, sinalizador dos fatores de ativação como do VEGF, do FGF e 

TNF-  α(GRANGER; SENCHENKOVA, 2010).

As  citocinas  são  as  principais  mediadoras  do  processo  inflamatório,  imunológico  e 

angiogênico  (MESQUITA  et  al.,  2010;  VARELLA;  FORTE,  2001).  Em  um  processo  inflamatório,  as 

citocinas sinalizam e transmitem informações através de receptores de membranas, tanto de células 

locais, na sua célula produtora ou célula distante sistêmica (CUNHA et al., 2005; VARELLA; FORTE, 

2001).  As  principais  células  que  as  produzem  são  os  leucócitos,  macrófagos,  fibroblastos  em 

consequência de uma lesão tecidual (CUNHA et al., 2005; SAIKA, 2007; VARELLA; FORTE, 2001). 

A IL-1 foi descrita como uma família composta por 11 citocinas, com dois compostos 

proteicos  principais,  IL-1  αe IL-1β,  e  seu receptor  antagonista  de IL-1  (IL-1ra)  (DINARELLO,  1996, 

VORONOV et al., 2013, HUISING et al., 2004). A IL-1 é intensamente produzida e secretada por vários 

tipos de células ativadas como os macrófagos, monócitos, fibroblastos e célula detríticas, bem como 

linfócitos B, células natural killer e células epiteliais. Essas citocinas tem papel importante na resposta 

contra a infecção, além de aumentarem a expressão de fatores de adesão das células endoteliais 

(NALDINI;  CARRARO,  2005;  VORONOV;  CARMI;  APTE,  2014).  Tanto  IL-1α  como  IL-1β  foram 

consideradas as primeiras citocinas envolvidas na cascata de mediadores do processo inflamatório, 

juntamente com o TNF-α, quimiocina L1 (CXCL1) e quimiocinas derivada de queratinócitos (AGGAWAL 

et al., 2012; NALDINI; CARRARO, 2005; VERRI et al., 2006).

A IL-1  βnão se encontra presente em condições homeostáticas, mas foi demonstrado ser 

induzida  e  secretada  somente  na  sinalização  inflamatória,  sendo  seu  precursor  IL-1β 

metabolicamente inativo até ser enzimaticamente ativado pela caspase-1 (DINARELLO, 2009).  A sua 

expressão  é  induzida pelo fator de transcrição nuclear NF-kB, após exposição das células imunes a 

alarminas,  moléculas sinalizadoras de dano celular.  A IL-1  βapresenta sensores citoplasmáticos de 

padrões moleculares associados aos patógenos ou a danos celulares, que uma vez ativados, funciona 

como um complexo  capaz  de  recrutar  pró-caspase-1  e  promover  a  formação de  inflamassomas, 

receptores do tipo NOD (NLRs), constituído por um complexo proteico que controla a sua produção e 

a  maturação  (NALDINI;  CARRARO,  2005).  Essa  interleucina  foi  considerada  a  mais  importante 

molécula inflamatória, por ser extensivamente secretada (VORONOV; CARMI; APTE, 2014). 

As  ações  pró-inflamatórias  de  IL-1β  são  semelhantes  à  ação  do  TNF-α,  como  a 

modulação da expressão de células endotelias, diminuição da coagulação, atividade quimiotáxica no 

recrutamento de leucócitos e estímulo ao metabolismo oxidativo (AGGARWAL; GUPTA; KIM, 2003; 

DESCH et al.,  1990; MACKAY et al., 1993; NALDINI; CARRARO, 2005; VARELLA et al.,  2001;). Além 

disso,  essas  citocinas  estimulam  a  produção  de  mediadores  secundários  como  as  quimiocinas, 
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ciclooxigenases, prostaglandinas e MMPs, sustentando a resposta inflamatória, sendo fundamentais  

para  a  angiogênese  (VORONOV;  CARMI;  APTE,  2014).  Em  estudos  prévios,  a  IL-1β  demonstrou 

promover a angiogênese e sua expressão foi elevada nos monócitos expostos à condições de hipóxia  

(NALDINI;  CARRARO, 2005, VORONOV; CARMI; APTE, 2014; VORONOV et al.,  2013; CARMI et al., 

2009).

Wilson e Esposito (2009)  reportaram que IL-1  βestá  presente no epitélio  intacto das 

células epiteliais e são liberadas dentro do estroma corneano após uma injúria mecânica. Hong et al. 

(2001) demonstraram que a IL-1  βtem um papel importante na regulação da infiltração estéril  de 

células inflamatórias no epitélio após a injúria mecânica em olhos de coelhos.  Ebihara et al.  (2011) 

demonstraram que a IL-1  βinduziu a produção de IL-6 e seu receptor solúvel SIL-6R pelos fibroblastos 

da córnea.

A Interleucina IL-6 é considerada uma citocina pró-inflamatória, com seu receptor solúvel 

SIL-6R, regula a inflamação,  a  resposta imune e  é  produzida por diferentes tipos celulares  como 

macrófagos,  fibroblastos,  células endoteliais  e linfócitos (OKADA; MURAKAMI, 1998).  Em algumas 

doenças  oculares  como  Síndrome  de  Sjogren,  conjuntivites  secas,  vernais  e  nas  uveítes,  a  IL-6 

apresentou-se em níveis elevados (SIMON et al., 2008; YOON et al., 2007). A IL-6 foi reportada estar 

envolvida na cicatrização cutânea (GALLUCCI et al., 2000; GALLUCCI et al., 2001) e da córnea, durante 

o  estímulo  da  migração  de  células  epiteliais  (NISHIDA  et  al.,  1992a;  NISHIDA  et  al.,  1992b; 

NAKAMURA;  NISHIDA,  1999).  Tanto  a  IL-1  βe  IL-6  foram demonstradas estarem dramaticamente 

elevadas na reparação do epitélio durante os primeiros estágios da queimadura por álcali na córnea 

(SOTOZONO et al., 1997).

Cohen e colaboradores (1996) demonstraram a indução indireta da angiogênese, através 

da citocina IL-6 e do estímulo do VEGF mRNA. A expressão da IL-6 foi demonstrada acompanhar a 

vascularização em tecidos de reprodução, cicatrização, crescimento de tumores (MATEO; REICHNER; 

ALBINA, 1994; MOTRO et al., 1990), edema macular da retinopatia diabética (FUNATSU et al., 2003; 

SHIMIZU et al., 2002) e NV corneana (EBRAHEM et al., 2006).

A IL-10 é produzida por células imunológicas, principalmente os monócitos, macrófagos, 

e células T, além dos leuco� citos. Esta interleucina regula diferentes funções das células imunológicas, 

através  dos  complexos  receptores  transmembrana  IL-10R1  e  IL-10R2;  diminui  a  produção  de 

mediadores inflamatórios dos monócitos e macrófagos, como TNF-α,  IL-1β,  IL-6, IL-8;  e apresenta 

função inibitória, de indução de tolerância e sequestradora dos macrófagos (de WAAL MALEFYT et al., 

1991; MOSSER; EDWARDS, 2008; SABAT et al., 2010). Além disso, a IL-10 inibe a apresentação de 

antígenos (ROERS et al., 2004; WOLK et al., 2002).  Sabat et al.  (2010) descreveram como especial 

relevância  da  IL-10,  a  prevenção  e  limitação  da  expressão  exagerada  da  reação  específica  e 

inespecífica  da  resposta  imune,  além  de  ser  considerada  a  mais  importante  citocina  com 
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propriedades anti-inflamatórias, ao lado do TGF-  β(SABAT et al., 2010).

Outros fatores importantes envolvidos na cicatrização tecidual foram descritos como o 

Fator de crescimento derivados de plaquetas (PDGF), produzidos pelas plaquetas, macrófagos, células 

endoteliais e musculatura lisa (MORI et al., 2002). O PDGF juntamente com VEGF, foi demonstrado ter 

um papel  importante  no desenvolvimento da retinopatia  proliferativa  (CAMPOCHIARO; HACKETT; 

VINORES, 1996; CAMPOCHIARO, 2013; MORI et al., 2002).

Os eicosanóides são metabólitos oxigenados produzidos pelas células a partir dos ácidos 

graxos, e possuem a função de regular a inflamação e o funcionamento do sistema imune. O Fator 

ativador de plaquetas (PAF), considerado um mediador lipídico, faz parte da família dos eicosanóides, 

composta  pelas  prostaglandinas,  leucotrienos,  tromboxanos  e  derivados  dos  ácidos  graxos 

hidroxilados. O PAF foi demonstrado ser produzido após estimulação inflamatória, pelos mono� citos, 

macro� fagos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos e plaquetas (CAMUSSI; TETTA; BAGLIONI, 1990). Os 

substratos  para  a  formação dos  eicosanóides  são o  ácido araquidônico,  o  ácido dihomo-gamma-

linolênico e ácido eicosapentaenóico (KALISH et al., 2013), que frente a um estímulo angiogênico, são 

mobilizados da membrana das células imunes e sofrem a ação da enzima fosfolipase A2, através da 

vias das ciclooxigenases ou lipoxigenases. 

Bazan  e  Ottino  (2002)  demonstraram  a  produção  de  eucosanóides  na  fração 

mitocondrial de células da córnea de coelhos, após 2 horas da injúria corneana criogênica, com um 

aumento de 100% de produtos da ciclooxigenase (COX) como as prostaglandinas.

O PAF tem sido encontrado no processo inflamatório na injúria corneana, bem como nos 

nervos terminais sensitivos danificados que exercem influência trófica nas células epiteliais da córnea 

(BAZAN; OTTINO, 2002). Esses autores ainda demonstraram que a estimulação do PAF dependente do 

NF-κB, nos receptores de transmembranas (proteina G), na expressão dos genes da ciclooxigenase 2 

(COX-2) e óxido nítrico sintase induzida (iNOS).

O dano na integridade do tecido corneano tem um papel importante na produção de 

mediadores lipídicos como o PAF e metabólitos como a COX-2. A produção de outros metabólitos 

lipídicos como lipoxigenase (LOX) agem como mensageiros secundários dos fatores de crescimento 

epidérmicos durante o reparo tecidual (KENCHEGOWDA; BAZAN, 2010). Os produtos da COX foram 

também descritos como contribuintes para a NV na córnea (FUJISHIMA et al., 2005; KALISH et al., 

2013; UEDA 1997). A expressão aumentada de COX-2 resultou na liberação de fator de crescimento 

angiogênico e foi adjuvante na estimulação de células tumorais  em humanos (MASFERRER et  al., 

2000).

O fator angiogênico mais importante, estimulador de proliferação, migração de células 

endoteliais, formação de tubo vascular, e envolvidos na inflamação é o VEGF, primeiramente descrito 

por Ferrara, Poete e colaboradores em 1989 (FERRARA; HENZEL, 1989). O VEGF pode ser produzido  
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pelas plaquetas, monócitos ativados, células T, células do epitélio pigmentado da retina, astrócitos, e 

células da musculatura lisa (FERRARA, 1999).

As  células  endoteliais  são  dependentes  do  VEGF,  tanto  durante  a  fase  do 

desenvolvimento,  como  nos  processos  de  angiogênese  fisiológicos  no  ovário  e  útero  (FERRARA; 

GERBER;  LEUCOTER,  2003;  HOEBEN  et  al.,  2004).  O  VEGF  apresenta  função  importante  na 

angiogênese  patológica  dos  tumores,  na  artrite  reumatóide,  na  coróide  e  retina.  VEGF  foi 

demonstrado  apresentar  função  na  linfangiogênese  em  camundongos  (FERRARA;  GERBER; 

LEUCOTER, 2003), no estímulo das células endoteliais, incluindo a proteólise e degradação da matriz 

extracelular, proliferação endotelial, migração e formação de tubos vasculares (CHANG et al., 2001; 

FERRARA; GERBER; LEUCOTER, 2003; KROLL; WALTERNBERG, 1999).

O VEGF pertence a uma família de genes que inclui o fator de crescimento placentário 

(PIGF),  VEGF-B,  VEGF-C  e  VEGF-D.  Esses  fatores  ligam-se  aos  receptores  VEGFR1  e/ou  VEGFR2 

(CHANG et al., 2001; FERRARA; GERBER; LEUCOTER, 2003).

Nas  doenças  oculares  o  VEGF  foi  descrito  ser  responsável  pelo  aumento  da 

permeabilidade vascular na Retinopaptia diabética não proliferativa e proliferativa, na proliferação 

neovascular na Degeneração relacionada a idade e na Retinopatia de prematuridade (WITMER et al.,  

2003). Na córnea houve aumento da sua expressão na NV induzida em córnea de ratos, ocorrendo a 

expressão máxima de mRNA para VEGF em 24 horas (EDELMAN; CASTRO; WEN, 1999). E, além disso,  

considerado um fator crítico na cascata da angiogênese (AMANO et al., 1998; GUPTA; ILLINGWORTH, 

2011). 

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Durante o metabolismo basal das celulas aerobicas ocorre uma producao contnua de 

especies  reatvas  de  oxigenio  (EROs)  acompanhada  por  sua  inatvacao,  atraves  da  acao  de 

antoxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional das biomoleculas. O estresse 

oxidativo ocorre com o desequilíbrio das EROs e as defesas antioxidantes,  na qual  essas defesas  

antioxidantes são insuficientes ou incapazes de remover os agentes oxidantes, e consequentemente 

ocorre  o  aumento  da  formação  de  EROs  (HALLIWELL,  1993).  A  presença  de  EROs,  considerada 

citotoxica,  prejudicial  para  as  moleculas  biologicas  e  o  equilibrio  homeostátco  celular,  levam  a 

alterações  como  a  depleção  de  glutationa  (GSH),  a  peroxidação  lipídica,  danos  nas  membranas 

celulares,  quebra  de  filamentos  de  DNA,  ativação  de  proteases,  nucleases  e  proteína  quinases. 

Portanto, para permitir a sobrevivência das células em ambiente aeróbico, essas EROs devem ser  

neutralizadas pelos sistemas de defesas antioxidantes (FENG et al., 2003).

Mecanismos de proteção para os danos causados por radicais livres oxidantes incluem os 
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sistemas  enzima� ticos  antioxidantes,  como  a  supero� xido  dismutase,  a  catalase  e  a  glutationa 

peroxidase;  assim  como  os  antioxidantes  na� o  enzima� ticos,  as  vitaminas  A,  C  e  E  e  outros 

antioxidantes exo� genos como o tocoferol, ascorbato, caroteno� ides e flavono� ides (BARBOSA et al., 

2010; KABUTO et al., 2003; MATSUGO et al., 2000). 

As EROs como o  íon supero� xido (O2
-), o pero� xido de hidrogênio (H2O2) ou o radical 

hidroxila (OH-), são produtos do metabolismo de oxigênio gerados principalmente pelas mitocôndrias, 

por meio da cadeia transportadora de elétrons. Esse processo de formação desses radicais ocorre 

através de reações específicas, catalisadas por enzimas e com a participação principalmente dos íons 

ferro e de cobre,  tanto no metabolismo fisiológico ou patológico celular  (BARBOSA et  al.,  2010; 

KABUTO et al., 2003). 

O NF-κB é um dos reguladores centrais da sobrevivência celular, a transcrição de DNA, e 

consequente  expressão  de  muitos  genes  responsáveis  pela  reposta  imune,  inflamatória, 

arteriosclerose e câncer (BOWIE; ONEILL,  2000).  O NF-κB  é  uma proteína complexa localizada no 

núcleo das células, um fator nuclear de transcrição induzível, o primeiro diretamente envolvido no 

estresse oxidativo (SCHRECK; RIEBER; BAEUERLE, 1991). Além disso, o NF-κB é mediado por citocinas 

(como o TNF-α, a IL-1 e a IL-6), EROs, radiação ultra violeta e oxidação lipídica (GUZIK; HARRISON, 

2006). 

No olho, o NF-κB foi relacionado com a atividade mediadora da NV coroidiana (YOSHIDA 

et al., 1998).

O  endotélio  vascular  foi  considerado  um  dos  primeiros  alvos  das  EROs  no  estresse 

oxidativo,  presente  nas  condições  inflamatórias,  mediadas  por  fagócitos  ativados  (SHONO et  al., 

1996; SHWEIKI et al., 1992; VERCELLOTTI et al., 1991).

O estresse oxidativo foi demonstrado estar envolvido com o processo da inflamação e 

vem  sendo  comprovado  como  importante  estímulo  de  VEGF,  migração  do  endotélio  celular, 

envolvendo  o  receptor  VEGFR2,  na  sinalização  dos  componentes  antioxidantes,  nas  repostas 

angiogênicas nos crescimento dos tumores (OSHIKAWA et al.,  2012;  SHONO et al.,  1996; USHIO-

FUKAI; NAKAMURA, 2008).

A  disfunção  de  enzimas  envolvidas  na  produção  de  EROs  é  fundamental  para  o 

mecanismo de estresse oxidativo. A nicotinamida-adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase, 

representa uma enzima com papel fundamental nas etapas de formação de EROs, e foi detectada 

primeiramente em neutrófilos, com capacidade de geração de superóxido de oxigênio e formação de 

NADPH reduzido (BAEHNER; GILMAN; KARNOVSKY, 1970).

Além da NADPH oxidase, a xantina oxidase, LOX e COX constituem fontes principais de 

formação  de  EROs  do  sistema  de  enzimas  redox  (sistema  de  troca  de  elétons,  nas  reações  de 

oxidação e redução) (SCHRAMM et al., 2012). 

24



28

A atividade NADPH oxidase foi demonstrada ser regulada pelas citocinas (TNF-α, TNF-β, 

IL-1),  fatores  de  crescimentos  (EGF,  FGF-β,  IGF-1,  PDGF,  TGF-β1,  VEGF)  e  hormônios  (GUZIK; 

HARRISON, 2006; SCHRAMM et al., 2012). A atividade de NADPH oxidase foi encontrada nas células 

endoteliais, células dos músculos lisos e fibloblastos (KLENIEWSKA et al., 2012). 

Na  retina,  a  biodisponibilidade  de  NADPH  foi  demonstrada  estar  diminuída  na 

patogênese da retinopatia diabética, que negativamente afeta o sistema de defesa da GSH. GSH e�  

considerado o principal tampa� o de oxirredução intracelular e desempenha uma função essencial na 

proteção celular  contra  o dano oxidativo (MEHTA et al.,  2006;  POLAK et  al.,  1997).  Na córnea o 

sistema de NADPH oxidase contribui para a formação de superóxido durante a inflamação (O’BRIEN 

et al., 2006). 

A atividade da enzima GSH redutase, antioxidante que gera GSH (glutationa reduzida) e 

sua forma oxidada GSSG, depende de NAPDH. A GSH  é  um tripepti�deo formado por resi�duos de 

glicina, glutamato e cistei�na, sendo esse u� ltimo aminoa� cido portador do grupo sulfidrila (-SH). O 

GSH atua na proteca� o contra o estresse oxidativo, atrave� s da sua aca� o como captadora de radicais 

livres e indiretamente como substrato da glutationa peroxidases e glutationa-s-transferase, além de 

ser  um  marcador  da  viabilidade  celular  e  sua  diminuic� a� o  e�  indicativa  de  lesa� o  oxidante. 

Normalmente a oxidação desses compostos protéicos portadores de grupos sulfidrilas a dissulfetos 

mistos e�  uma resposta prima� ria ao estresse oxidativo (KABUTO et al., 2003). Na córnea, a GSH foi 

descrita como responsável por manter sua hidratação e transparência (GANEA; HARDING, 2006). 

A depleção de NADPH também diminui  a  síntese de Oxido Nítrico (NO),  um agente 

protetor vascular.  O NAPDH serve como um cofator para a enzima  óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) (OMOLOLA; AYEPOLA; OGUNTI, 2014; VA� SQUEZ-VIVAR et al., 1998

NO tem papel importante nos processos moleculares como a inibição de ativação de 

plaquetas,  relaxamento  vascular,  e  ação  anti-inflamatória.  Sua  redução  aumenta  a  inflamação  e 

rompe a integridade de células endoteliais (MEHTA et al., 2006; OMOLOLA; AYEPOLA; OGUNTI, 2014, 

VA� SQUEZ-VIVAR et al., 1998). Por outro lado, o NO  é  considerado um fator pró-inflamatório, em 

situações anormais de elevada produção, e importante na formação de intermediários reativos do 

nitrogênio (RNS), na patogênese da inflamação vascular e disfunção endotelial (SHARMA; AL-OMRAN; 

PARVATHY, 2007).

Os macrófagos possuem atividade fagocítica intensa e possuem um sistema de digestão 

intracelular com envolvimento tanto de EROs, como RNS (CRUVINEL et al.,  2010; THOMAS et al., 

2008). NO foi relacionado com a angiogênese pelos efeitos mitogênicos estimulados por VEGF em 

células endoteliais microvasculares (COOKE; LOSORDO, 2002; MORBIDELLI et al., 1996; ZICHE et al.,  

1997) e pelo aumento da expressão de FGF (DULAK et al., 2000).

O mecanismo de peroxidação lipídica refere-se à degradação de lipídeos das membranas 
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celulares  na  presença  de  EROs,  que  leva  a  lesão  dessas  membranas,  com  a  alteração  na 

permeabilidade ao fluxo iônico, alterações do DNA, oxidação das lipoproteínas e comprometimento 

dos componentes da matriz extracelular (BALASUBRAMANIYAN; KALAIVANI SAILAJA; NALINI, 2003). 

Os produtos finais são os reativos de aldeído, como a formação de malonaldeído (MDA), mensageiros 

secundários de EROs, considerados indicadores mais comuns da peroxidaca� o lipídica (BARBOSA et 

al., 2010). 

2.4 O MODELO DE ESTÍMULO DA NEOVASCULARIZAÇÃO CORNEANA 

A  injúria  química  pelo  NaOH  na  córnea  estimula  a  formação  dos  novos  vasos  pelo 

mecanismo  inflamatório,  partir  da  vasculatura  li�mbica.  Trata-se,  portanto,  de  um  esti�mulo 

neovascular indireto e inespeci�fico (SUNDERKOTTER et al., 1991; KENYON et al., 1996). O modelo de 

queimadura por álcali na córnea em animais é amplamente utilizado nos estudos da NV inflamatória, 

incluindo os camundongos (KUBOTA et al., 2011; SAIKA et al., 2005)

A severidade da queimadura qui�mica corneana e�  dependente do ânion ou ca� tion, da 

sua  concentraça� o,  seu  volume,  duraça� o do  contato  e  toxicidade  inerente  ao  agente  qui�mico; 

podendo atingir e provocar danos as estruturas intraoculares. O NaOH em contato com a córnea 

provoca  uma  reação  saponificação  do  ânion  hidro� xido  (OH)  com  os  a� cidos  gordurosos  das 

membranas  celulares,  com  resultante  rotura  e  morte  celular  e  o  ca � tion  e�  responsa� vel  pela 

penetraça� o  do  a� lcali  especi�fico.  Ca� tions  reagem  com  os  grupos  carboxi�licos  do  cola� geno 

estromal e dos glicosaminoglicanos e a hidrataça� o destes resulta em perda da transparência do 

estroma (WAGONER, 1997). 

Clinicamente,  a  injúria  por  álcali  pode  originar  dor  severa  pela  estimulaça� o  de 

terminaço� es  nervosas  na  co� rnea,  e  liberaça� o  intraocular  de  prostaglandinas.  O  potencial 

hidrogeniônico (pH) do humor aquoso aumenta dentro de 3 a 5 minutos depois da queimadura por 

hidroxido de sodio, retornando ao normal no periodo compreendido entre 30 minutos e 3 horas. O 

reparo da lesão corneana após a injúria pelo álcali que ocorre através das células epitelias é inibido 

pela persistente inflamação e dano na membrana basal do epitélio. Além disso, ocorre o crescimento 

de epite� lio conjuntival na superfi�cie corneana, NV superficial e profunda, persistência de ce� lulas 

caliciformes  e  eroso� es  epiteliais  recorrentes  devido  a�  adesa� o epitelial  anormal  da  membrana 

basal (WAGONER, 1997). 

As células epiteliais intactas secretam citocinas como IL-1Ra receptor antagonista e TGF-

b, que inibem a produção de colagenase tipo I  dos ceratócitos do estroma, porém com a injúria 

química, esse mecanismo homeostático é rompido (STRISSEL et al., 1995). Após 12 horas da injúria 

química  ocorre  a  infiltração  das  células  inflamatórias  (polimorfonucleares  e  mononucleares)  da 
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periferia corneana, através dos vasos perilesionais do limbo corneano e conjuntiva. Essas células são 

quimioatraídas pelos produtos das células epiteliais e tecido degradado do estroma. 

Se a injúria alcalina é severa, ocorre isquemia ou necrose de vasos limbares, penetração 

intraocular com isquemia do segmento anterior; além disso, ocorre uma segunda onda de infiltração 

de células inflamatórias em torno do sétimo ao décimo quarto dia após a injúria. A infiltração de 

células  inflamatórias  estromais  persiste  enquanto  se  mantém  o  defeito  do  epitélio  corneano,  e 

conseqüente liberação de fatores para o estímulo da formação de neovasos corneanos (BROWN et 

al., 1970; WAGONER, 1997).

Na  injúria  por  álcali  na  córnea,  foi  observado  um  aumento  da  expressão  da  IL-1β 

(FUKUDA et al., 1997), e esta citocina foi envolvida na infiltração de macrófagos e no estímulo à NV 

corneana (DANA et al., 2007). Além disso, sua expressão na córnea foi mediada através da sinalização 

pelo NF-kB de células do estroma e pela COX-2 (KUBOTA et al., 2011; NAKAO et a., 2007; KUWANO et  

al., 2004).  

A IL-6 também apresentou expressão elevada na injúria por álcali na córnea, juntamente 

com a IL-1β, e diminuição dos níveis de IL-10 (SOTOZONO et al., 1997). Além disso, a NV provocada 

por essa injúria, foi inibida pelo anticorpo do receptor solúvel IL-6R (SAKIMOTO et al., 2012; SARI, et 

al., 2014). 

A injúria por NaOH na córnea de camundongos induziu estresse oxidativo, pela formação 

elevada de EROs, que precedeu a inflamação, e esse estresse foi considerado o principal ativador da 

NV corneana, bem como a ativação do fator de trancrição NF-kB. A inibição desse principal fator 

nuclear envolvido no sistema redox do estresse oxidativo, suprimiu a infiltração de macrófagos e 

VEGF, nesse modelo (KUBOTA et al., 2011). 

2.5 TERAPIA ANTI ANGIOGÊNICA NA NEOVASCULARIZAÇÃO CORNEANA

A inibição do processo de NV na córnea, seguindo os avanços do controle dos neovasos 

nos tecidos como a coróide e retina, tem sido amplamente estudada (GUPTA et al., 2011) e alguns  

exemplos dos estudos descritos a seguir: da inibição do VEGF com anticorpos monoclonais (BUCAK et 

al., 2014; DURSUN et al., 2012; FERRARI et al., 2013; KIM et al., 2014; KO et al., 2013; OLIVEIRA et al.,  

2010; OSDEMIR et al., 2013; PAPATHANASSAIOU et al., 2013; STEVENSON et al., 2012); da inibição de 

TNF-α (CADE et al., 2014; DANA et al., 2007; KIM et al., 2013); da inibição da IL-1 (COXON et al., 2002;  

DANA et al., 2007); da inibição da IL-6 (SAKIMOTO et al., 2012); da inibição do NF-kB (SAIKA et al.,  

2005); da inibição das proteinases (JOVANOVIC et al., 2014; DAN et al., 2008; SOTOZONO et al., 1999;  

WENRU  et  al.,  2011;  XIAO  et  al.,  2012);  além  de  estudos  com  procedimentos  através  da  

fotocoagulação à laser de femtosegundo (SIDHU et al., 2014) e a terapia fotodinâmica (BUCHER et al.,  
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2014).

Apesar do grande interesse nos estudos sobre a NV na córnea, o seu controle representa  

um desafio para a integridade da visão e restabelecimento da acuidade visual (BACHMANN; TAYLOR, 

2013). 

Kubota  e  colaboradores  (2011)  descreveram  a  importância  da  uma  abordagem 

preventiva do ponto de vista terapêutico da NV da córnea, nos casos de injúria por álcali, com o uso 

de antioxidantes. 

2.6 FLAVONÓIDES

Os  flavonóides,  considerados  primeiramente  como  antioxidantes,  são  metabólitos 

secundários das plantas, concentrados em sementes, frutos, cascas, raízes, folhas e flores (DORNAS 

et al., 2009), e representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre os compostos de 

origem vegetal.

Os  flavono� ides  possuem  uma  estrutura  comum,  consistindo  em  dois  ane� is 

aroma� ticos (A e B) ligados entre si  por um anel  heteroci�clico (anel  C).  Com base no estado de 

oxidac� a� o, nos grupos funcionais ligados ao anel C e da ligac� a� o dos ane� is B e C, os flavono� ides 

podem  ser  divididos  em  diferentes  subclasses:  flavonóis,  flavonas,  flavanóis,  antocianidinas, 

flavanonas, e isoflavonas (NARAYANA et al., 2000; PELUSO; RAGUZZINI; SERAFINI, 2003) Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura Básica do Flavonóide

Fonte: Adaptado de Egert e Rimbah (2011).

A atividade antioxidante esta�  relacionada,  geralmente,  com a  estrutura  química  do 

flavonóide,  de  acordo  com  o  nu� mero  de  grupos  hidroxil  presentes  na  sua  constituição.  Assim, 

quanto  maior  o  número  de  substituintes  hidroxilo,  mais  forte  sera�  a  atividade  do  composto 

flavonóide (HAVSTEEN et al., 2002). 

As atividades biológicas dos flavonóides tem sido amplamente relatadas e seu interesse 

está  relacionado aos benefícios demonstrados pelos potentes efeitos antioxidantes (CAMPANINI et 

al.,  2014; CASAGRANDE et al.,  2006; GEORGETTI et al.,  2013; IVAN et al.,  2014; KIM et al.,  2004; 

MANSURI et al., 2014, MOON; YANG; PARK, 2006; SHEN et al., 2014) através de vários mecanismos 

como,  eliminação  de  radicais  livres,  quelação  de  íons  e  inibição  enzimática  do  sistema  redox 

(MOJZISOVÁ; KUCHTA, 2001; PELUSO; RAGUZZINI; SERAFINI, 2013). 

Os  flavonóides  também  inibem  a  peroxidação  lipídica,  a  agregação  plaquetária, 

contração da  musculatura  lisa,  e  sistemas  enzimáticos  relacionados  à  produção de eicosanóides, 

incluindo fosfolipase A2,  COX e  LOX,  reduzindo assim a  produção e  liberação de  prostanóides  e 

leucotrienos (KIM et al., 2004). Devido a essas propriedades e sua significante atividade in vivo, os 

flavonóides tem sido considerados como agentes anti-inflamatórios. Essa atividade anti-inflamatória 

e�  tambe� m resultante da sua capacidade de interação com va� rias  enzimas chaves,  envolvendo 

citocinas, fatores de transcric� a� o reguladores e sistemas antioxidantes, além de apresentar um papel 

inibidor na via do NF-κB, (GOMES et al., 2008).

Alguns  exemplos  dos  estudos  com  flavonóides  são  os  relacionados  com  o  efeito 

cardioprotetor (MOJZISOVA; KUCHTA, 2001); antidiabetogênico (FERNANDES et al., 2009; KONATE et 

al., 2014; OMOLOLA; AYEPOLA; OGUNTI, 2014; VAN DAM; NAIDOO; LANDBERG, 2013); neuroprotetor 

(MURSU et al., 2008; NAKAYAMA et al., 2011; SINGH; CHOPRA, 2014); protetor do sistema digestivo 

(LEE et al., 2005, PARK et al., 2005; GUAZELLI et al., 2013); antidepressivo (PATHAK; AGRAWAL; DHIR,  

2013);  efeito  analgésico  (BORGHI  et  al.,  2013,  MARTINEZ  et  al.,  2013;  WANG  et  al.,  2014); 

anticarcinogênico  (BENAVENTE-GARCIA;  CASTILHO,  2008;  YANG  et  al.,  2014);  na  periodontite 

(NAPIMOGA et al., 2013) e na ação antiangiogênica (KANDASWAMI et al., 2005; PEPPER et al., 2004; 

REN et al., 2003). 

A naringenina é um flavonóide da classe flavanonas, mais encontrado nas frutas cítricas 

(COELHO et al., 2013), na forma glicosilada, e quando metabolizado pelo microflora bacteriana do 

intestino humano, se transforma na sua forma agliconada (forma livre). Apresenta característica de 
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maior  facilidade  em  solventes  apolares,  ou  seja,  é  lipofílica,  devido  sua  estrutura  molecular.  O 

cara� cter  lipofi�lico  e�  importante  para  seu  desempenho,  pela  penetração,  percurso  entre  a 

administração e o local de atuação (MULLIE et al., 2007; FRANKE et al., 2007, GOMES et al., 2008;  

PARK et AL., 2007). Figura 2.

Em  estudos  prévios  dos  efeitos  da  naringenina,  foram  relatadas  a  inibição  dos 

mediadores pró-inflamatórios como o NO e prostaglandinas E2, induzidos por lipopolissacarídeos, 

através da regulação negativa da expressão de óxido nítrico sintase induzível e COX-2. Além disso, ela 

atenuou a produção da citocinas IL-1β, TNF-α, a proteína quimioatrativa de monócitos MPC-1, pela 

supressão da sua atividade de transcrição do NF-kB, e pela inibição da formação de ácido hipocloroso, 

uma EROs gerada por macrófagos e neutrófilos ativados (PARK; KIM; CHOI, 2012; NIE et al., 2012). A 

naringenina  demontrou  ainda  efeito  inibidor  da  mieloperoxidase  (MPO),  enzima secretada  pelos 

neutrófilos ativados e relacionada com a sinalização celular (NISHIMURA et al., 2013).

O pré tratamento com a naringenina apresentou inibição do estresse oxidativo de células 

cardiomioblásticas, através da sinalização da proteína NrF2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like  

2),  importante  fator  de  transcrição  nuclear  na  ativação  de  genes  relacionadas  com  enzimas 

antioxidantes, além da inibição da depleção da GSH e da peroxidação lipídica (RAMPRASATH et al., 

2014). 

A ingesta de mais de 100 ml/dia de suco de laranja (sem adição de açúcar) foi associada 

à  diminuição da expressão genética de TNF-α,  IL-6 e  receptor  IL-1 em células mononucleares do 

sangue periférico (COELHO et al., 2013).

A  naringenina  apresentou  associação  com atividade  anti-inflamatória,  e  antioxidante 

(PELUSO; RAGUZZINI; SERAFINI, 2013, CAVIA-SAIZ et al., 2010), capacidade de inibir a proliferação de 

células cancerosas (ANAND et al., 2012; ARUL; SUBRAMANIAN, 2013; BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 

2008; LI et al., 2014; LOU et al., 2012; MEIYANTO HERMAWAN; ANINDYAJATI, 2013; MUTHAIAH et al., 

2013; SABARINATHAN; MAHALAKSHMI; VANISHER, 2011), neuroproteção, (COELHO, 2013, NIE et al., 

2012; SABARINATHAN; MAHALAKSHMI; VANISHER, 2011), inibiu a asma alérgica (IWAMURA, 2010) e 

apresentou ação imunomoduladora (YILMA et al., 2013).

Figura 2 - Naringenina
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Flavanonas

Fonte: Adaptado de Egert e Rimbah (2011).

No olho, a ação da naringenina foi avaliada na retina, nos estudos de Kara et al. (2014), e  

demonstrou capacidade de inibir da enzima caspase 3, importante prote ína envolvida na apoptose 

das células retinianas, na lesão isquêmica. Além disso, a naringenina inibiu a expressão da COX2 e 

iNOS na retina, principais fatores envolvidos na inibição da expressão do VEGF e inibiu a expressão do 

seu  mRNA.  A  naringenina  ainda  inibiu  a  expresssão  das  metaloproteinases  MMP-2  e  MMP-9,  

aumentou o fluxo sangüíneo coroidiano e preveniu a neovascularização coroidal (JI; XU; CHIOU, 2009; 

SHEN; ZHANG; CHIOU, 2010; XU et al., 2014).

Considerando as evidências atribuídas a naringenina em apresentar as atividades anti-

inflamatórias, antioxidante e antiangiogênica, foi estimado que esse flavonóide pudesse exercer tais 

efeitos terapêuticos no modelo de NV na córnea. 

O modelo de NV corneana induzido pela injúria através do  álcali, também considerado 

uma das principais causas de cegueira em humanos e ainda sem um tratamento efetivo, apresenta  

características de indução da angiogênese pelo processo inflamatório e estes, envolvidos no estresse 

oxidativo.  Portanto,  a  efeito  da  naringenina na inflamação corneana,  pela  avaliação da migração 

leucocitária e expressão de citocinas inflamatórias, além da capacidade antioxidante e inibição da NV 

corneana foi realizada nesse modelo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a eficácia terapêutica da naringenina na redução do processo de angiogênese 

inflamatória em córnea de camundongos induzida por álcali.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

▪ Avaliação do efeito terapêutico ocular da naringenina tópica sobre o infiltrado de 

neutrófilos e macrógafos através de marcadores Mieloperoxidade (MPO) e N-acetil-β-

D  glucosaminidase  (NAG),  no  modelo  de  NV  induzida  por  álcali  em  olhos  de 

camundongos;

▪ Avaliar a formação da neovascularizacão corneana clínica pela injúria por álcali e o 

efeito da naringenina topica através da análise biomicroscópica, pela pelo sistema 

digital.

▪ Avaliar  o  efeito  terapêutico  ocular  da  naringenina  tópica  sobre  a  produção  de 

citocinas  IL-1β,  IL-6,  IL-10  no  modelo  de  NV  induzida  por  álcali  em  olhos  de 

camundongos;

▪ Avaliar o efeito terapêutico tópico da naringenina no estresse oxidativo através da 

atividade da capacidade total antioxidante, pelos ensaios do poder de redução férrico 

(FRAP),  e  capacidade  sequestradora  do  2,2´-Azinobis-(3-Etilbenzotiazolina  6-

Sulfonico) (ABTS), pela manutenção dos níveis de glutationa reduzida (GSH) e dos 

grupos sulfidrila de proteínas (PSH), no modelo de NV induzida por álcali em olhos 

camundongos.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados para este estudo um total de 572 camundongos Swiss machos (20-25g).  

Os animais criados no Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina – UEL, foram mantidos 

no Biotério  do Departamento de Ciências Patológicas da  Universidade Estadual  de Londrina  pelo 

menos 2 dias antes dos experimentos. Os camundongos ficaram alojados em gaiolas convencionais  

de  propileno  (300x195x130mm)  com  tampa  de  metal  e  com  divisórias  para  ração  e  água.  Os 

camundongos tiveram livre acesso à comida (ração específica para roedores de laboratório) e  água 

(água da torneira em uma mamadeira específica para esta finalidade). Quanto à lotação, o número 

máximo de camundongos foi de cinco camundongos/por gaiola (área de 585mm2). O biotério onde 

foram mantidos os animais em suas respectivas gaiolas é equipado com ar condicionado, exaustores 

de ar e ciclo claro/escuro de 12h. Os animais foram humanamente tratados e todos os procedimentos 

estiveram de acordo com os cuidados aprovados pelo Comitê  de  Ética e Pesquisa em Animais da 

Universidade Estadual de Londrina (processo 013/2013). Todos os procedimentos foram conduzidos  

sob condições estéreis. 

Os camundongos foram anestesiados por meio de injeção intramuscular com associação 

de  quetamina  80  mg/Kg  (Ketalar  –Pfizer,  Br)  e  xilazina  10mg/kg  (Virbaxyl-Virbac,  Br), 

complementação com anestesia tópica ocular com cloridrato de propacaína 0.5% (Anestalcon–Alcon, 

Br). 

Após o procedimento anestésico, foi utilizada a solução alcalina (NaOH, 1N) nos olhos de 

camundongos. O NaOH foi administrado através de papel filtro de 2 mm de diâmetro, embebido de 

forma homogênea nessa solução por 15 segundos, aplicado na córnea por 10 segundos, seguido da 

escarificação epitelial com lâmina 15, e logo após esse procedimento, a córnea foi irrigada com 20 ml 

de NaCL 0,9% (ORMEROD et al., 1989).

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.2.1 Naringenina

A Naringenina (98% de pureza) foi adquirida da Sigma-Aldrich, e preparada com solução 

isotônica de NaCL 0.9%, imediatamente antes de instilada no olho direito dos animais, nas seguintes  

concentrações 0,01, 0,1, 1,0 e 10g/L. A suspensão de naringenina, após agitar, foi instilada no olho 
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direito de cada animal, através da microgota (8µl), duas vezes ao dia, com início 3 dias antes do 

procedimento de indução de NV na córnea por NaOH, até 7 dias após a injúria (Figura 3). 

Figura 3 -  Ilustração da administração da microgota  de 8ul  salina  ou naringenina nos grupos 
controles e tratados

Fonte: Autora.

Foram realizados  4  experimentos  distintos  para  a  análise  da  eficácia  da  naringenina 

tópica  ocular:  (1)  no  primeiro  experimento  foram  realizadas  as  análises  para  determinação  da 

atividade de mieloperoxidase (MPO) e n-acetil β-D glucosaminidase (NAG), marcadores da infiltração 

de neutrófilos e macrófagos no olho, realizadas no terceiro e sétimo dia após a injúria alcalina; (2) no  

segundo experimento, foram realizadas as análises da NV pela observação direta, através de imagens  

biomicroscópicas  digitais,  com avaliações no terceiro e  sétimo dia  após a  injúria  alcalina;  (3)  no  

terceiro experimento foram realizadas as análises da expressão das citocinas IL-1, IL-6 e IL-10; (4) no  

quarto experimento foram realizadas as análises de estresse oxidativo da córnea, pelos ensaios do 

FRAP e ABTS, além das medidas dos níveis de GSH e PSH. Tanto as análises das citocinas como de  

estresse oxidativo foram nas medidas realizadas 2, 4 e 6 horas após a injúria alcalina corneana, como 

segue exemplificado abaixo (Figura 4):

Figura 4 - Linha do tempo dos ensaios realizados em relação a injúria com NaOH e administração da 
naringerina tópica  na córnea. 

Fonte: autora

4.2.2 Determinação de Infiltração de Leucocitos na Córnea 
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Para a determinação de mieloperoxidase (MPO) e N-Acetil Β-D glucosaminidase (NAG),  

os  animais  foram  divididos  em  grupos  de  cinco  animais:  1)  controle  negativo,  sem  estímulo 

neovascular através da injúria (NaOH, 1N); 2) grupo apenas com naringenina, sem injúria com NaOH;  

3) grupo controle positivo com injúria corneana (NaOH), tratado com solução fisiológica (NaCL 0,9%);  

4) grupo com injúria corneana tratado com diferentes dose de naringenina naringenina 0,08µg; 5) 

grupo com injúria corneana tratado com naringenina 0,8µg;  6) grupo com injúria corneana tratado 

com naringenina 8µg; 7) grupo com injúria corneana tratado com naringenina 80µg. Somente o olho 

direito dos camundongos foram submetidos a injúria por NaOH e tratados com naringenina colírio 

tópico ou NaCL 0,9%. Os ensaios foram realizados através do globo ocular direito eviscerado como 

amostra. Após o sacrifício dos animais, os olhos foram coletados no terceiro e sétimo dia após o  

estímulo neovascular através da injúria na córnea. Total de animais nesta etapa: 5 animais por grupo  

x 7 grupos= 35 animais x 2 etapas x 2 repetições do experimentos = total de 140 animais. 

4.2.2.1 Determinação da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A enzima MPO, presente em leucócitos da linhagem granulocítica e monocítica,  tem 

papel  fundamental  na produção de EROs.  A determinação da atividade da MPO é utilizada para 

avaliar a migração de leucócitos para um determinado tecido (CASAGRANDE et al., 2006), assim, este  

teste  foi  utilizado  para  verificar  o  acúmulo  de  neutrófilos  no  tecido  ocular  no  modelo  de  NV 

inflamatória induzida por álcali através de solução de NaOH, 1N. 

A amostra do globo ocular, obtida após a evisceração foi colocada em solução tampão de 

K2HPO4 (pH 6,0), contendo 0,5% de bromido de hexadecil-trimetilamônio (HTAB). As amostras foram 

homogeneizadas com auxílio de Polytron® (PT3100) e centrifugadas a 14000rpm, 4ºC, por 2 minutos 

e  o  sobrenadante  coletado  e  analisado  por  espectrofotometria  de  atividade  de  MPO  em 

comprimento de onda de 450nm. Brevemente, 10µl de amostra do sobrenadante foram misturadas  

com 200µl de solução tampão de fosfato 50mM em pH 6,0, contendo 0,167mg∕ml de dihidrocloreto 

de O-dianisidina e 0,015% de peróxido de hidrogênio. A atividade da MPO foi então comparada a  

uma curva  padrão  de neutrófilos  e  o  resultado expresso pelo  número  de  neutrófilos  x104 /olho 

(CASAGRANDE et al., 2006; VALÉRIO et al., 2007).

4.2.2.2 Determinação de atividade de N-Acetil Β-D glucosaminidase (NAG)

A determinação da atividade de n-acetil-β-D glucosaminidase, descrita por Navarro et al. 

(2013),  foi  realizada  com  algumas  modificações.  NAG  é  usada  como  marcador  indireto  de 

recrutamento de macrófagos. Brevemente, 40  μl  de subrenadante, obtido no mesmo ensaio para 
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MPO, foram colocadas placas com 96 poços, seguida de adição de 80 μl de solução tampão 50 mM 

fosfato  (pH  6.0).  A  reação  foi  iniciada  pela  adição  de  2.24  mM  4-nitrofenil  N-acetil-l-β-D 

glucosaminidase. A placa foi encubada a 37oC, para a hidrólise enzimática do substrato com liberação 

do  íon  p-nitrofenilato.  A  ação enzimática  foi  interrompida  com  a  adição de  solução  tampão  de 

adiglicina (pH 10.6). O produto da reação foi medido em espectrofotômetro, em 400 nm, (Multiskan 

GO  ThermoScientific).  A  atividade  de  NAG  foi  comparada  com  amostras  padrão  de  curva  de 

macrófagos e apresentada como atividade em números de macrófagosx103/mg por olho.
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4.2.3 Identificação da Neovascularização Corneana Através da Avaliação Clínica Fotográfica Digital 

Através Biomicroscópio

A  análise  da  clínica  da  NV  corneana  foi  realizada  através  da  fotografia  digital  pelo 

biomicroscópico binocular óptico, com sistema HS 5000 (Sistema de Vídeo e Captura de Imagem - 

Huvtz®). Para a análise da imagem corneana foi utilizado o programa de computador de domínio  

público denominado ImageJ 1.45x (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA, Java 1.6.0_02) 

e a avaliação da neovascularização foi realizada por porcentagem de área com neovasos, expressos 

em mm2, convertidas dos valores em pixel da fotografia digital pelo sistema Imagej (KIM; CHUNG, 

2013). 

Para esta  análise,  os  grupos foram dividos  os  7 grupos de 5  animais,  com a mesma 

configuração para a análise de MPO e NAG.1) grupo controle negativo, sem estimulo neovascular 

com NaOH;  2) grupo  sem estimulo neovascular e tratado somente com 80  µg de naringenina;  3) 

grupo com injúria corneana pelo NaOH, tratado solução isotônica (NaCL 0,9%); 4) grupo com injúria 

corneana pelo NaOH, tratado com naringenina colírio tópico foi subdividida em 4 grupos: 0,08, 0,8, 8 

e 80 µg; 

A avaliação clínica da NV através do registro fotográfico digital pelo biomicroscópio foi  

realizada no terceiro e  sétimo.  Portanto nessa  etapa,  foram 7 grupos de 5  animais,  total  de  35  

animais, avaliados em 2 etapas, tempo 3 e 7 dias (x2), testes avaliados em 2 repetições (x2) . Total de 

animais=140 animais
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Figura 5 - Imagem da cornea para a avaliação da neovascularização por porcentagem de área, 
expressos em mm2, convertidas dos valores em pixel da fotografia digital pelo sistema 
Imagej

Fonte: Autora.

4.2.4 Avaliação da Produção de Citocinas

A  avaliação  das  citocinas  IL-1β,  IL-6,  importantes  mediadoras  inflamatórias,  foram 

obtidas através da modulação da sua produção, além da avaliação da citocina IL-10, considerada uma 

citocina  anti-inflamatória,  tornando-se  mediadoras  fundamentais  na  fase  de  resolução  desse 

processo. Para avaliação dessas citocinas, tão bem como para avalição de atividade antioxidante, a 

dose escolhida da naringenina para os grupos tratados foi de 80µg. Essa dose apresentou diferença  

significativa  na  inibição  da  NV  na  análise  clínica  pela  biomicroscopia  digital  e  valores  mais  

significativos na análise de infiltração de neutrófilos e macrófagos. 

Os animais foram dividos em 4 grupos de 6 animais: 1) grupo controle negativo, sem 

estímulo neovascular  com NaOH; 2)  grupo sem estimulo neovascular  e  tratado com naringenina 

80µg; 3) grupo com injúria corneana pelo NaOH, tratado solução isotônica (NaCL 0,9%); 4). grupo  

com injúria corneana pelo NaOH, com naringenina 80µg. As amostras foram obtidas através do globo 

ocular eviscerado 2, 4 e 6 horas após o estímulo neovascular com NaOH. Total de animais utilizados 

nessa etapa: 6 animais por grupo x 4 grupos=24 animais x 3 tempos (2, 4 e 6 horas) x 2 repetições dos  

experimentos= 144 animais.

A determinação da citocinas foram realizadas pelo método enzimático de reações por 

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) (LEE, 1991) com kits comerciais, que para essas citocinas 

são amplamente disponíveis.

Após  coletados,  os  olhos  foram homogeneizados  em solução  Tampão Fosfato  Salina 

(PBS) contendo: 0,4M de NaCl, 0,05% de Tween 20, 0,5% de albumina bovina sérica (BSA), 0,1mM de 

fenil-metil-sulfonil de flúor, 0,1 mM de cloreto de benzetônio, 10 mM de EDTA e 20 KI ml-1 aprotinina  

(Sigma).  Após  a  homogeneização,  as  amostras  foram  centrifugadas  (3000  rpm/  10min)  e  o 

sobrenadante utilizado para avaliar os níveis de citocinas por ELISA. 

Brevemente, placas de 96 poços foram incubadas por toda à noite a 4 oC com anticorpos 

contra as proteínas de interesse (10 μg/ml). No dia seguinte, as placas foram lavadas e incubadas por  

2 horas com uma solução a 1% de albumina bovina no intuito de evitar ligações inespecíficas. Após 

esse  bloqueio  e  lavagem  das  placas,  as  curvas-padrão  em  várias  diluições  ou  as  amostras  (em  

triplicata) foram adicionadas e incubadas a 4oC por 24 h. As placas foram lavadas três vezes com 
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tampão e os anticorpos policlonais  biotinilados diluídos 1/2.000, adicionados (100 μl/poço).  Após 

incubação em temperatura ambiente por 1 hora, as placas foram lavadas e 50 μl de avidina-HRP 

diluídas  1:5000  foi  adicionada.  Em  seguida  (trinta  minutos  após),  50  μl  do  reagente  colorido  

ortofenileno-diamina (OPD) (solução 0,4 mg OPD – 0,4 μl H2O2 – 1 ml tampão) foi adicionado e as 

placas foram mantidas no escuro, em temperatura ambiente, por 15-20 min. A reação enzimática  

será interrompida com H2SO4 (1 M, 50 μl poço -1) e as absorbâncias foram determinadas em 490 nm.  

Os resultados foram obtidos comparando a densidade óptica com as densidades das curvas padrões. 

4.2.5 Avaliação do estresse oxidativo

4.2.5.1 Avaliação da Capacidade Antioxidante Total da córnea pelos ensaio de ABTS e FRAP

Para os ensaios de FRAP e ABTS, os camundongos foram divididos em 4 grupos: 1) grupo 

controle, sem estímulo neovascular com NaOH, 1N; 2) grupo sem estímulo neovascular com NaOH e 

tratado naringenina 80ug; 3) grupo com injúria corneana pelo NaOH, tratado com solução isotônica 

(NaCL 0,9%); 4) grupo com injúria corneana pelo NaOH, tratado com naringenina 80ug. As amostras  

foram obtidas através do globo ocular eviscerado 2, 4 e 6 horas após o estímulo neovascular com 

NaOH. Total de animais: 6 animais por grupo x 4 grupos= 24 animais x 3 tempos (2, 4 e 6 horas após  

estímulo através da injúria por alcali) x 2 repetições dos experimentos= 144 animais.

A capacidade antioxidante total de fluídos biológicos, células e tecidos são avaliados pela 

formação  de  radicais  cátion  2,2'-azino-bis  (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonônico)  (ABTS·+).  A 

determinação da capacidade antioxidante total foi realizada por meio das amostras coletadas dos 

olhos, imediatamente pesadas em um homogenato preparado com solução de KCl 1,15% gelado para  

a concentração de 20% peso/volume. As amostras foram centrifugadas (200 x g, 10 min, 4 oC) e o 

sobrenadante foi retirado para análise pelo ensaio do (ABTS) (KATALINIC et al., 2005). A solução de  

ABTS foi preparada com384 mg de ABTS + 66,23 mg de persulfato de potássio para 100 mL de solução 

final (tampão fosfato), mantido a solução em frasco escuro  por 16 horas em temperatura ambiente 

antes do uso.  Essa solução foi diluída ABTS com tampão fosfato (pH 7,4) até atingir uma absorvância  

de 0,8 a 730 nm. Aproximadamente 500 μL de ABTS para 20 mL de tampão.  O sobrenadante foi 

adicionado à essa solução de ABTS+ diluída e as amostras misturadas em vortex. Após 6 min as  

absorbâncias  das  amostras  foram  lidas  em  espectrofotômetro  a  734  nm.  A  curva  padrão  foi 

preparada utilizando direfentes concetrações de Trolox  para posterior cálculo dos resulatdos em 

mMol equivalente de Trolox/g de córnea.

O FRAP, indica menor capacidade de ligação da ferritina ao ferro e, consequentemente, 

maior quantidade de ferro livre, capaz de catalisar a geração de radicais OH -, por meio das reações de 
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Fenton e Haber-Weiss (KATALINIC et al., 2005). Para o ensaio do FRAP, 50 μL do sobrenadante foi  

misturado com 150 μL do reagente de FRAP, previamente preparado conforme descrito por Katalinic 

et al. (2005), no poço da microplaca. Após uma incubação de 30 min a 37 °C, as absorbâncias das  

amostras foram determinadas por espectrofotometria a 595 nm. Para cada ensaio uma curva padrão 

utilizando Trolox  foi  preparada em diversas  concentrações,  para  posterior  cálculo  dos  resultados 

expressos em mMol equivalente de Trolox/mg de córnea. 

4.2.5.2 Quantificação da Glutationa Reduzida (GSH) e grupos sulfidrilas totais (PSH)

A  glutationa  é  um  antioxidante  hidrossolúvel  que  pode  ser  encontrada  na  forma 

reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). Numerosas proteinas contem grupos sulfdrila, ou tol   (-SH) e 

esses grupos PSH ou cisteinas tambem estao presentes nas celulas e tecidos. A oxidacao da forma tol  

de uma enzima ou a redução da forma dissulfeto pode resultar em ativação ou inativação da sua 

função. Tanto GSH e grupos sulfidrilas PSH são considerados marcadores de estresse oxidativo celular. 

A determinação de seus níveis foi realizado por espectrofotometria (412nm) de acordo com o método 

proposto por Titze (1969) e os resultados foram expressos em μmol/mg de Proteína. 

Para a análise dos níveis de GSH e PSH, os animais foram divididos em 4 grupos: 1) grupo 

controle, sem estímulo neovascular com NaOH; 2) grupo sem estimulo neovascular com NaOH e 

tratado com suspenção naringenina 80µg; 3) grupo com injúria corneana pelo NaOH, tratado solução 

isotônica (NaCL 0,9%); 4) grupo com injúria corneana pelo NaOH, tratado com naringenina 80µg. As 

amostras foram obtidas através do globo ocular eviscerado 2, 4 e 6 horas após o estímulo neovascular 

com NaOH. Total de animais: 6 animais por grupo x 4 grupos= 24 animais x 3 tempos (2, 4 e 6 horas 

após estímulo através da injúria por NaOH) x 2 repetições dos experimentos= 144 animais.

A determinação dos níveis de GSH e PSH, foram obtidas pelo amostras do globo ocular 

eviscerado, coletado e homogeneizado em EDTA 0,02 M gelado. Ao homogenato foi adicionado ácido 

tricloroacético 50% (TCA) e as amostras misturadas em vortex e, após 15 min, centrifugadas (1.500 x 

g, 15 min, temperatura ambiente). Uma alíquota foi utilizada sem a adição de TCA (utilizada para 

sulfidrilas  totais,  PSH),  enquanto  outra  alíquota  foi  tratada  com  TCA  e  utilizada  para  GSH.  O 

sobrenadante  foi  adicionado  ao  Tris-HCl  0,4  M  (pH  8,9)  e  ao  ácido  5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico)  

(DTNB)  e  em seguida misturado em vortex.  O desenvolvimento  de  cor  ocorreu  pela  reação dos 

grupos tois com DTNB, e consequentemente, liberacaoo de TNB, cujas absorbânciasforam medidas 

fotometricamente após 5 min, a 412 nm. Uma curva padrão foi preparada utilizando  GSH e PSH em 

diferentes concentrações, e os resultados expressos em μmol GSH/g córnea e PSH/g córnea (SEDLAK;  

LINDSAY, 1968).
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5 ANALISE ESTATÍSTICA

Os resultados obtidos com mais de uma variável  como tempo e tratamentos,  assim, 

foram  analisados  estatisticamente  utilizando  a  análise  de  variância  multivariada  (ANOVA).  As 

diferenças estatísticas entre os grupos serão comparadas por ONE-WAY ANOVA, seguido pelo teste 

de comparações múltiplas de Tukey. Para a análise estatística foi utilizado o GraphPad Prism 5 (La 

Jolla, CA). Foram consideradas significativas diferenças para P<0.05.
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ABSTRACT

Naringenin (4′, 5, 7-trihydroxyflavanone), abundant in citric fruits like grapefruit, lemon and 

orange,  is  a  flavanone,  a  type  of  flavonoid  that  has  been  considered  as  an  antioxidant,  anti-

inflammatory and anti angiogenic agent playing a role in the  prevention of many diseases such as 

neurodegeneration, atherosclerosis, tumor generation and microbial infections. We investigated the 

effect of topically administration naringenin on eye in a experimental induced corneal alkali model in 

mice. Naringenin at the most effective concentration of 10g/L decreased neutrophil and macrophage 

recruitment,  as  determined  by  myeloperoxidade  and  n-acetyl-β-D  glucosaminidase  activity,  and 

reduced morphological changes in neovascularization using slit-lamp biomicroscopy, corneal digital 

photography,  and  computer-assisted  analysis  of  corneal  neovascularization  area.  Moreover, 

naringenin inhibited production of cytokines IL-1β and IL-6 and prevented the down regulation of 

anti-inflammatory  cytokine  IL-10.  The  treatment  with  naringenin  prevented  oxidative  stress  by  

increasing  the levels  of  reduced glutathione and protein-bound sulphydryls,  and the antioxidant  

potential  in  FRAP  and  ABTS  assays.  The  results  indicate  that  there  were  anti-inflammatory,  

antioxidant and anti angiogenic effects with the local use of narigenin in corneal alkali injured model  

in  mice.  Therefore,  narigenin  seems  to  be  a  promising  active  treatment  for  inflammatory 

neovascularization.
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Neovascularization is a process that leads to formation of new capillary blood vessel as an extension  

of  existing vasculature1.  When present in the eye, is  an abnormality  responsible for blindness in 

several  eye  diseases.  It  is  present  in  proliferative  diabetic  retinopathy  and  age-related  macular 

degeneration, which are the main cause of blindness in adults, and in retinopathy of prematurity, the 

largest cause of blindness in premature children2,3. The cornea is a tissue with refractive properties 

and is totally transparent and avascular. The presence of neovascularization in this tissue leads to loss 

of its transparency and thus is considered the second most important cause of blindness and low 

visual acuity4. Moreover, neovascularization represents one of the main risk factors for rejection in 

patients  undergoing  corneal  transplantation5–7.  During  neovascularization,  several  positive  and 

negative regulators control the cascade of events that contributes to angiogenesis 8.  Among them, 

inflammation plays an important role in pathological neovascularization in several deseases. 

The  inflammatory  response  occurs  after  tissue  injury  or  infecction  and  leads  to  recruitment  of  

neutrophils and macrophages that, in turn, can promote angiogenesis9 by secreting pro-angiogenic 

factors  such  as  interleukin  IL-1β and  IL-610.  These  mediators  increase  vascular  permeability  and 

facilitate additional recruitment of leukocytes11. Moreover, the new blood vessels generated during 

neovascularization  exhibit  increased  vascular  permeability  which  also  contributes  to  sustain  the 

inflammatory response. Thus, the production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 represents an 

important step that controls inflammation and, consequently, the pathological neovascularization. In 

fact, several diseases have been associated to lower levels of this cytokine12. 

Oxidative  stress  increases  during  inflammation and has  also an important  role  in  angiogenesis 13. 

Studies show that oxidative stress  is  involved in  pathways that  lead to neovascularization11,14,  by 

inducing the migration of  endothelial  cells  as occurs on angiogenic  answers in tumor growth15,16. 

Additionally,  reactive oxygen species (ROS), which  are considered one of the culprits of oxidative 

stress,  can activate  both nuclear  factor-kappa B (NF-κB)  and NLRP3 inflammasome,  inducing  the 

expression and maturation of IL-1β, respectively. Through these pathways, many inflammatory and 

pro-angiogenic mediators are produced, including IL-612.
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Naringenin (1) is  4′, 5, 7-trihydroxyflavanone, a flavanone found abundantly in vegetables and citrus 

fruits  that  exhibits  several  protective  effects17,18.  It  had  been  demonstrated  that  1 inhibits 

myeloperoxidase  activity,  an  enzyme  secreted  by  activated  neutrophils19,  downregulates  NF-κB 

activity,  and  reduces  the  production  of  NF-κB-related  cytokines  such  as  IL-1β and  IL-620,21. 

Furthermore,  1 reduces neutrophil-derived ROS and also enhances ROS detoxification by triggering 

the synthesis of reduced glutathione, the most abundant non-enzymatic antioxidant in cells 20. In the 

eye, 1 inhibited choroidal neovascularization22,23 
.

Several  therapeutic  options  are  currently  available  to  treat  corneal  neovascularization  like 

corticosteroids and nonsteroidal anti-inflammatory eye drops and photocoagulation, all with limited 

efficiency  and  harmful  side  effects24,25.  Expectations  are  that  combined  inhibition  of  different 

pathways may lead to better treatments for corneal neovascularization26.  In this sense, flavonoids 

have been considered promising candidates for a new category of anti-inflammatory drugs. 

Motivated by  the pressing  need for  improved treatment  options,  and considering  the emerging 

literature reporting the protective effects of 1 in choroidal neovascularization22,23, we investigated the 

protective effects of  naringenin eye drops in alkali  (NaOH)-induced corneal  neovascularization in  

mice, as well as its effects on the inflammation and oxidative stress present in this model. 
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RESULTS AND DISCUSSION

Naringenin (1) Reduces Myeloperoxidase and N-acetyl-β-D-glucosaminidase Activity in the Cornea 

of Mice with NaOH-induced neovascularization.  Several lines of evidence indicate that infiltrating 

leukocytes play a crucial role in the development of neovascularization in different ocular tissues 27–29. 

In this sense, the effect of daily treatment with 1 eye drops (0.08, 0.8, 8 and 80 µg) on NaOH corneal 

injury-induced leukocyte recruitment was investigated (detailed in the experimental protocol of the 

experimental section). In the present study we assessed the leukocyte recruitment to the cornea by 

measuring the activity of myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG). MPO is 

an enzyme mainly found in cytoplasmic granules of neutrophils, but also monocytes. NAG, on the 

other hand, is a lysosomal enzyme present in high levels in activated macrophages. Together, MPO 

and NAG serve as good markers of neutrophil and macrophage infiltration in tissues, respectively, and 

inflammation30,31.  NaOH  (1N)  significantly  increased  MPO  and  NAG  activity  in  the  cornea  when 

compared to saline 3 (Figure 1A and B) and 7 days (Figure 1C and D) after corneal injury. Treatment  

with  1 (80  µg) alone did not present significant difference the activity of the enzymes with cornea 

control  (Figure 1A-D) of  mice without NaOH corneal  injury.  Only the doses of  8 and  80 µg of  1 

inhibited the increase in MPO activity 3 and 7 days after NaOH injury (Figure 1A and C). NAG activity 

was reduced by 0.8 - 80 µg of 1 3 and 7 days after NaOH injury (Figure 1B and D). The highest dose of 

1 in reducing MPO and NAG activity in both time periods assessed (3 and 7 days) was 80 µg, thus this 

dose was chosen for the following experiments of the study. The results indicate that daily treatment 

with 1 eye drops can inhibit both neutrophil and macrophage recruitment to the cornea in this model 

of  corneal  neovascularization.  This  may  be  an  important  anti-angiogenic  mechanism  of  1,  since 

accumulating evidence indicates that infiltrating inflammatory cells possess direct angiogenic ability.  

In  corneal  and choroidal  neovascularization,  studies  have shown that  infiltrating  neutrophils  and 

macrophages can induce neovascularization27,28. In fact, studies show that the inhibition of neutrophil 

and macrophage recruitment, results in diminished neovascularization in the cornea and choroidea 27. 
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Thus,  it  was  investigated  in  the  next  set  of  experiments  if  the  inhibition  of  neutrophil  and  

macrophage recruitment by 1 would also result in reduced neovascularization in the cornea.

Naringenin (1) Reduces corneal neovascularization induced by NaOH injury. To investigate if daily 

treatment  with  1 eye  drops  would  reduce  or  inhibit  corneal  neovascularization,  biomicroscopic 

images  of  the  corneas  were  obtained  and  the  area  of  neovascularization  in  the  cornea  was 

determined 3 and 7 days after NaOH-induced corneal injury. NaOH induced significant increase in the 

area of neovascularization in the cornea 3 and 7 days (Figure 2), which was reduced significantly by 

daily treatment with 1 (80 µg) 3 and 7 days after NaOH injury was induced. 1 (80 µg) alone compared 

with control group  did not induce neovascularization in the cornea (Figure 2). These results evidence 

the ability of 1 (80µg) to reduce neovascularization in the cornea. This finding is in agreement with  

previous  studies  that  have  demonstrated  that  1 prevents  the  formation  of  laser-induced 

neovascularization in the choroidea 22,23.  Confirming the antioangiogenic activity of  1, in an Ehrlich 

ascites carcinoma tumor model,  the protective  effect  of  1 was attributed to its  ability  to  inhibit 

angiogenesis 32. 

Neovascularization in the cornea occurs as a result of the disequilibrium between angiogenic 

and antiangiogenic stimulus33. During and after corneal injury, corneal epithelial and stromal cells and 

leukocytes recruited into the injured cornea release a series of factors, such cytokines (IL-1β, TNF-α, 

TGF-β, among others) and growth factors (VEGF, basic fibroblast growth factor (bFGF) 28,33, shifting the 

balance  towards  angiogenesis  and  neovascularization  formation34,35.  Among  these  many  factors, 

cytokines seem play an important role in inducing both inflammation and neovascularization1,12,35,36. In 

this context, the effect of 1 on cytokine production induced by NaOH corneal injury was assessed.

Naringenin (1) reduces IL-1β and IL-6 and increases IL-10 production in the cornea of mice with 

NaOH-induced neovascularization. The effect of daily treatment with 1 (80µg) on the levels of IL-1β, 

IL-6, and IL-10 in the cornea of mice with NaOH-induced neovascularization was assessed. Treatment 
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with  1 (80µg) alone did not increase IL-1β and IL-6 or reduce IL-10 levels, compared with control 

group in the cornea of mice without NaOH corneal injury. NaOH significantly increased IL-1β (Figure 

3A, D, and G) and IL-6 (Figure 3B, E, and H) levels in the cornea 2, 4, and 6 h, compared with control  

group, after cornea alkali injury. Also, NaOH reduced IL-10 levels (Figures 3C, F, I) in the cornea 2 and  

6 h, but not 4 h, after cornea alkali injury. Treatment with  1 eye drops (80 µg) reduced the increase in 

the levels of IL-1β and IL-6 at all  time points assessed and prevented IL-10 reduction only at 6 h 

(Figure  3I).  The  reduction  in  pro-inflammatory  cytokines  IL-1β and  IL-6  by  1 is  consistent  with 

previous studies that also observed that this compound can prevent cytokine production induced by 

inflammatory stimulus19,21.

Studies have shown that IL-1β and IL-6 are important in the induction of neovascularization in 

the  cornea  and  inhibition  in  their  production  can  reduce  neovascularization  in  the  cornea 35,37. 

Cytokines, among them IL-1β and IL-6, can induce the expression of VEGF, which in turn induces 

angiogenesis7,9,12. Thus, the modulatory effect of 1 on pro-inflammatory cytokine production may be 

important in the inhibition of neovascularization in the cornea. 

Although IL-10 is an immune-modulatory cytokine that can suppress the production of pro-

inflammatory cytokines38, in the present study 1 prevented the depletion in IL-10 levels only 6 h after 

NaOH injury (Figure 3I), thus the reduction in IL-β and IL-6 levels does not seem to be dependent on 

IL-10 modulation, at least not in the first time point assessed (2 h) (Figure 3A-C). The reduction in IL-

1β and IL-6 levels by 1 may be attributed to the reduction in neutrophil and macrophage recruitment, 

since these cells are the main source of pro-angiogenic and inflammatory cytokines in corneal and 

choroidal  neovascularization28,29.  Also,  because  pro-inflammatory  cytokines  further  estimulate 

leukocyte recruitment and activation, the reduction in cytokine production may also contribute to the  

reduced leukocyte recruitment into the cornea of 1 treated mice (Figure 1). 

In addition to leukocyte recruitment and the production of cytokines by these cells (Figure 1),  

another  mechanism that  seems to  play  important  role  in  corneal  neovascularization  is  oxidative 

stress11,36. In this sense, in the following experiments, the effect of 1 on oxidative stress induced by 
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NaOH injury was investigated.

Naringenin (1) eye drops prevents the alkali-induced decrease of antioxidant capacity in the cornea 

of  mice.  Oxidative  stress  has  been  proposed  to  play  an  important  role  in  the  pathogenesis  of 

inflammatory corneal disease and is related to neutrophil  infiltration within the inflamed cornea.  

Concentrations  of  endogenous  antioxidants  were  decreased  significantly  in  inflammatory 

neovascularization cornea experimental model13. 

To measure the antioxidant  capacity  in  the cornea related to electron transfer,  the ABTS 

(radical cation scavenging) and FRAP (ferric reducing ability) assays were chosen. Both tests evaluate 

the total antioxidant capacity in the samples and present a strong correlation between each other, 

because the redox potencial similar39. Corroborating this observation, a correlation between the FRAP 

and ABTS assays in cornea samples was reported herein (Figure 4). NaOH reduced the antioxidant  

capacity ABTS radical cation sacvenging, of cornea tissue 2, 4, 6 h (Figure 4A, C and E), while reduced  

the ferric reducing potencial of cornea tissue 4 and 6 h (Figure 4B, D and F).  The  1-treated group 

showed a significant increase in antioxidant activity,  by ABTS scavending, when compared to the  

cornea control group (Figure 4A,C and E). However, this prevention of antioxidant decrease, by ferric  

reducing potencial of cornea tissue  was not observed in the eye drops of 1, in 2 hours measure, by 

FRAP assay.

The reduced gluthatione (GSH) is the most abundant cellular antioxidant molecule and plays 

important roles in cell integrity. Therefore, the effect of eye drops 1 on the corneal GSH levels was 

evaluated using the treatment protocol shown in experimental section. The general redox status was 

also evaluated by measuring protein-bound sulfhydryl (SH) groups. The samples of corneal injured by 

alkali from control group showed significant reduction in GSH levels at 2, 4, and 6 h after stimulus 

compared to the negative control group (experimental section) (Figure 5A, C and E). The mechanism 

by which GSH quenches radicals  is  related to its ability to transfer a hydrogen atom. In Figure 5 

treatment with 1-80µg significantly prevented GSH depletion induced by alkali (Figure 5A, C and E), 
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preserving  the  tissue  from  oxidative  damage  that  characterizes  neovascularization  cornea.  The 

treatment  with  eye  drops  showed  to  prevent  GSH  depletion,  there  was  statistical  difference 

compared to the cornea control group (Figure 5A, C and E). The treatment with  1  also improved 

antioxidant status of samples, suggesting that antioxidant enzymes (protein-bound sulphydryls) may 

contribute to its protective effects during oxidative stress (Figure 5B, D and F).

The recruitment and activation of neutrophils during acute inflammation contribute to the 

overproduction  of  reactive  oxygen  and  nitrogen  species  that  overwhelms  the  tissue  antioxidant 

protective mechanisms, resulting oxidative stress, which perpetuates inflammation of the cornea 40. 

Furthermore, it  was demonstrated that neutrophils  depleted of  ROS display reduced chemotaxis, 

indicating that ROS are essential factors modulating neutrophil recruitment41.Thus, a rapid inhibition 

of free radical generation could have contributed to a lower level of neutrophil infiltration into the  

inflamed tissue, thus preventing cornea tissue from inflammatory cellular infiltration. 

Treatment  with  eye  drops  of  1  was  able  to  prevent  the  inflammatory  process  in  the 

experimental cornea model used here. This report showed a significant reduction in neutrophil and 

macrophage recruitment (MPO and NAG activity), and biomicroscopical damage scores in the cornea 

when compared to control group. Furthermore, this treatment also down-regulated the levels of the  

pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-6, prevented the anti-inflammatory cytokine IL-10 reduction, 

and preserved the endogenous antioxidant levels in the cornea of mice with NaOH injury. 

These  protective  effects  and  mechanisms  had  not  been  reported  by  the  treatment  with  

flavonoid naringerin in this model of neovascularization. Thus, the therapeutic effects of eye drop 

naringenin in experimental model must be considered a promising active treatment for inflammatory  

neovascularization cornea. In summary, the present study showed that eye drops with 1 reduced the 

inflammation in the cornea in alkali-induced neovascularization model by a mechanism dependent on 

inhibition of pro-inflammatory cytokine production and the preservation of antioxidant defenses and 

the  anti-inflammatory  cytokine  IL-10,  resulting  in  reduced  neovascularization.  Therefore,  it  is  

envisaged that this novel formulation containing 1 merits further preclinical and clinical investigation 
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on its applicability in inflammatory neovascularization corneal disease. Conceptually, this study also  

raises the importance of flavonoids in pharmaceutical development.

EXPERIMENTAL SECTION

General Experimental Procedures. The following materials were obtained from the sources indicated: 

naringenin  (1)  (Sigma-Aldrich,  St.  Louis,  MO, USA) was dissolved in isotonic  solution (NaCl  0.9%) 

immediately before eye drop administration to 0.01-10g/L concentrations. NaCl 0.9% (Fresenius Kabi 

Brasil Ltda. Aquiraz, CE, Brazil), NaOH (Universidade Estadual de Londrina, Brazil), ketamine (Ketalar 

-Pfizer,  Brazil),  xylazine (Virbaxyl-Virbac,  Brazil),  hydrochloride propacaina 0.5% (Anestalcon-Alcon, 

Brazil). 

Animals.  572 Male Swiss mice (20-25g) were obtained from the Central Vivarium of Universidade 

Estadual  de  Londrina  (UEL)  and  were  kept  at  the  Animal  facilities  of  the  Department  of  Health  

Sciences of UEL for at least 2 days before the experiments. Mice were housed in propylene cages 

(300x195x130 mm) with metal  cover,  in a temperature-controlled room (21 °C) under a light/dark 

cycle of 12:12 h, with free access to food and water. The maximum number of mice was of five  

mice/per cage (area of 585 mm2).   This study was approved the Research and Ethics Committee of 

UEL (process 013/2013) and the animals were handled according to guidelines.

Experimental Protocol.

Corneal neovascularization in the right eye of mice was induced by alkaline solution (NaOH, 1N) as 

previously  described42.  The  animals  number  was  6  per  group.  First,  mice  were  anesthetized  by 

intraperitoneal  injection  with  ketamine  (80  mg/Kg)  and  xylazine  (10  mg/kg)  and  topical  ocular  

anesthesia was induced by hydrochloride propacain 0.5%.  The group control negative was treated 

only vehicle (saline) instilled for 10 days. Another group was treated only with  1  (80µg)eye drop 

instilled for 10 days. Groups treatments was injured with 2 mm diameter filter paper disc uniformly 

soaked with NaOH, 1N solution applied to the cornea of the right eye for 10s, then irrigated with 20 
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ml of  0.9% saline solution and finally,  the epithelia  was mechanically  scrapped.  The right NaOH-

injured eye of mice were treated twice a day with 0.08, 0.8, 8 and 80 μg of  1 (8  μL of 0.01-10 g/L 

suspension) or vehicle (saline). Daily treatment with  1  or saline started 3 days before the stimulus 

with NaOH solution (1N) and continued up until 7 days, when the animals were euthanized and of the 

right eyes were collected for testing.  The best  dose of  1 was determined by assessing leukocyte 

recruitment to the cornea myeloperoxidase (MPO) and N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG) activity 

assays, 3 and 7 d after NaOH (1N) stimulus, and by significant inhibited area of neovascularization in  

the  cornea,  determined  by  biomicroscopic  images,  and  analysed  by  digital  program  and  NaOH-

induced corneal neovascularization was assessed 3 and 7 days also. Cytokine (IL-1β, IL-6, and IL-10) 

levels in the eye tissue were determined 2, 4 and and 6 h after NaOH (1N) stimulus. Oxidative stress  

was assessed by determining the ferric reducing antioxidant power (FRAP), ability to scavenge 2,2ʹ-

Azinobis-(3-Ethylbenzothiazoline 6-Sulfonic acid) (ABTS) and the levels of reduced glutathione (GSH)  

and protein sulphydryls in the cornea 2, 4, and 6 h after NaOH injury.

MPO activity assay. The neutrophil recruitment to the corneal tissue was evaluated by an adapted  

MPO kinetic-colorimetric assay43. Samples were collected in 200 μL of 50 mM K2HPO4 buffer (pH 6.0) 

containing 0.5% of  Hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB), and homogenized using Tissue-

Tearor  (Biospec®).  After  that,  homogenates  were centrifuged at  16100  g for  2  min at  4  °C.  The 

supernatant was collected. Briefly, 50  μL of supernatant was mixed with 200  μL of 0.05 M K2HPO4 

buffer (pH 6.0), containing 0.0167% o-dianisidine dihydrochloride and 0.05% hydrogen peroxide. The 

absorbance was determined after 5 min at 450 nm (Multiskan GO Microplate Spectrophotometer, 

ThermoScientific, Vantaa, Finland). The MPO activity of samples was compared to a standard curve of 

neutrophils and presented as MPO activity (number of neutrophils × 103/mg of tissue.

NAG activity  assay.  NAG activity  was  determined  by  an  adapted  colorimetric  method previously  

described44and used as indirect marker of macrophage recruitment. Briefly, 40  μL of supernatant, 
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obtained in MPO activity assay, was placed in a 96-well plate, followed by the addition of 80 μL of 50 

mM phosphate buffer (pH 6.0). The reaction was initiated by the addition of 2.24 mM 4-nitrophenyl  

N-acetyl-l-glucosaminide. The plate was incubated at 37oC and initiated by adding glycine buffer (pH 

10.6).  The  enzymatic  activity  was  determined  spectrophotometrically  at  400  nm  (Multiskan  GO 

ThermoScientific). NAG activity of samples was compared with a standard curve of macrophages and  

presented as NAG activity (number of macrophages ×103/mg of tissue).

Corneal neovascularization assessment. Biomicroscopic images of the corneas were obtained and the 

area of neovascularization was assessed in the cornea was determined 3 and 7 days after NaOH-

induced corneal injury.  Clinical evaluation through digital photography biomicroscopy. Mice were 

submitted  to  clinical  assessment  of  neovascularization  using  the  digital  photographic  record  by 

biomicroscope. The area of neovascularization and analysis of corneal image was performed using 

biomicroscopy  (HS  5000  video  system –  Huvtz),  and  analyzed  by  program ImageJ1.45x   (Wayne 

Rasband, National Institutes of Health, USA, Java 1.6.0_02)3 and 7 days after NaOH injury.

Cytokine  measurement.  The  corneal  tissue  samples  were  homogenized  in  1  mL  of  saline.  

Concentrations  of  TNF-α,  IL-1b,  IL-6,  and  IL-10  levels  were  determined  using  enzyme-linked 

immunosorbent  assay  (ELISA)  Ready-SET-Go!  (eBioscience,  San  Diego,  CA,  USA)  according  to  the 

manufacturer’s specifications. The results were obtained by comparing the optical density of samples 

at 450 nm (Multiskan GO ThermoScientific) with standard curves and expressed as picograms (pg) of  

cytokine per mg of tissue. 

ABTS and FRAP assays. The ability  of samples to resist oxidative damage was determined as free 

radical scavenging ability (ABTS assay) and ferric reducing ability (FRAP assay). The tests were adapted 

to a 96-well microplate format from previously described assays45. Corneal tissue was homogenized 

with  500  μL  of  1.15% KCl.  The homogenates  were centrifuged (10 min ×200  g 004 °C)  and the 
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supernatants were used in both assays. For ABTS assay, ABTS solution was diluted with phosphate 

buffer saline pH 7.4 (PBS) to an absorbance of 0.80 at 730 nm. 200 µL of diluted ABTS solution were  

then mixed to 10 μL of sample and 40 μL of H2O Milli Q plus in each well. After 6 min of incubation at  

25 °C, the absorbance was measured at 730 nm. For FRAP assay, 20 μL of supernatant was mixed with 

and 30 μL of H2O Milli Q plus and 150 μL of FRAP reagent freshly prepared. The reaction mixture was 

incubated at 37 °C for 30 min and the absorbance was measured at 595 nm. The results of ABTS and  

FRAP assays were equated against a Trolox standard curve (0.02–20 nmol). The results are expressed  

as nmol of Trolox equivalents per mg of protein in both assays.

GSH and protein-bound SH levels assay. The levels of GSH in the corneal tissue were determined 

using  a spectrophotometric  method44.  Samples  were homogenized using  Tissue-Tearor  (Biospec®) 

200  μL of EDTA 0.02 M. Aliquots of 50  μL were used in protein-bound SH assay.  For GSH assay, 

homogenates were treated with 25  μL of trichloroacetic acid 50%. After 15 min, the homogenates 

were centrifuged at 1500 g for 15 min. Both the homogenate (aliquots) and supernatant were used in 

the next steps, where 50 μL of each sample was added to a solution containing 200 μL Tris 0.4M (pH 

8.9) plus 10 µl of DTNB. After 5 min, the measurements were performed in 412 nm against a blank 

control [UV - vis spectrophotometer (UV-1650, SHIMADZU)]. The results were presented as nmol of 

GSH or PSH per mg of protein 

Data analyses. Results are presented as means ±SEM (n = 5, 6); each experiment was performed at 

least  twice.  Two-way ANOVA was used to compare the groups and doses  at  all  times when the 

parameters were measured at different times after the stimulus injection. The analyzed factors were  

treatments,  time  and  time  versus  treatment  interaction.  One-way  ANOVA  followed  by  Tukey’s 

multiple comparison tests was performed for each time. All statistical analyses were performed using 

Graph Pad Prism 5 (La Jolla, CA).The level of significance was set at p < 0.05. 
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Figure captions

Figure 1. Naringenin (1) reduces neutrophil and macrophage recruitment to the cornea induced 
by NaOH corneal injury. Neutrophil and macrophage recruitment to the cornea was determined 
by assessing myeloperoxidase (MPO) (Panel A and C) and N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAG) 
(Panel B and D) activity, respectively, 3 and 7 days after NaOH injury. Results are provided as 
means ± SEM of  five mice per group per experiment and are representative of two separate 
experiments [*p < 0.05 compared to the saline group (negative control); #p < 0.05 compared to  
vehicle treated group with NaOH corneal injury; **p < 0.01 compared to vehicle treated group 
with NaOH corneal injury; ##p < 0.001 compared to vehicle treated group with NaOH corneal 
injury. One-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple comparison test].
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Figure  2.  Naringenin  (1)  reduces  neovascularization  in  the  cornea  induced  by  NaOH  corneal  injury. 
Representative digital images of the cornea were obtained by biomicroscopy (Panel A: negative control 
cornea 3 (a) and 7 days (a1); NaOH-induced corneal injury treated with vehicle 3 (b) and 7 days (b1); NaOH-
induced corneal injury treated with 0.08 (c and c1), 0.8 (d and d1), 8 (e and e1), or 80 μg (f and f1) of  1, 3 
and 7 days after stimulus, respectively; and  1 (80  μg ) control group 3 (g) and 7 days (g1). The area of 
neovascularization in the cornea was determined (Panel B and C, 3 and 7 days after NaOH-induced corneal 
injury, respectively).  Results are provided as means ± SEM of five mice per group per experiment and are  
representative of two separate experiments [*p < 0.05 compared to the saline group (negative control); #p 
< 0.05 compared to vehicle treated group with NaOH-induced corneal injury. One-way ANOVA, followed by 
Tukey’s multiple comparison test].
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Figure 3. Naringenin (1) modulates cytokine production in the cornea induced by NaOH corneal 
injury. The levels of IL-1β (Panels A, D, and G), IL-6 (Panels B, E, and H), and IL-10 (Panels C, F, and 
I)  was determined in the corneal tissue 2, 4, and 6 h after NaOH-induced corneal injury. Results 
are provided as means ± SEM of six mice per group per experiment and are representative of two  
separate  experiments  [*p <  0.05 compared to the saline  group (negative  control);  #p <  0.05 
compared to vehicle treated group with NaOH-induced corneal injury. One-way ANOVA, followed 
by Tukey’s multiple comparison test].

. 
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Figure 4. Naringenin (1) inhibits the depletion in total antioxidnt capacity in the cornea induced 
by NaOH corneal injury. Total antioxidant capacity was assessed by determining the ability to 
scavenge  2,2ʹ-Azinobis-(3-Ethylbenzothiazoline  6-Sulfonic  acid  (ABTS)  (Panel  A,  C,  and  E)  and  
Ferric Reducing Potential (FRAP) (Panel B, D, and F) of the corneal tissue 2, 4, and 6 h after NaOH-
induced  corneal  injury.  Results  are  provided  as  means  ±  SEM  of  six  mice  per  group  per 
experiment and are representative of  two separate experiments [*p < 0.05 compared to the  
saline group (negative control); #p < 0.05 compared to vehicle treated group with NaOH-induced  
corneal injury. One-way ANOVA, followed by Tukey’s multiple comparison test].
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Figure  5.  Naringenin  (1)  inhibits  the depletion in  reduced glutathione and protein  sulphydryl 
levels in the cornea induced by NaOH corneal injury. The levels of reduced glutathione (GSH) 
(Panel A, C, and E) and protein sulphydryl (Protein SH) (Panel B, D, and F) in the corneal tissue was 
determined 2, 4, and 6 h after NaOH-induced corneal injury. Results are provided as means ± SEM 
of six mice per group per experiment and are representative of two separate experiments [*p <  
0.05 compared to the saline group (negative control);  #p < 0.05 compared to vehicle treated 
group  with  NaOH-induced  corneal  injury.  One-way  ANOVA,  followed  by  Tukey’s  multiple 
comparison test].
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7 CONCLUSÕES

Neste modelo de indução da NV corneana induzida pelo NaOH, a inflamação corneana 

foi demonstrada através da infiltração de neutrófilos e macrófagos pela análise dos marcadores MPO 

e NAG;  e  pela  presença da expressão elevada das  citocinas  IL-1β,  IL-6 de forma siginificativa.  O 

estresse oxidativo foi demonstrado através da redução da capacidade do poder de redução do ferro 

(FRAP) e pela redução da capacidade sequestradora do ABTS, além da depleção de antioxidantes GSH 

e PSH, nesse modelo de injúria pelo NaOH.

A  instilação  tópica  ocular  da  suspensão  da  naringenina  dos  camundongos  inibiu  a 

infiltração de neutrófilos e macrófagos, demonstrados através dos marcadores MPO e NAG de forma 

significativa. Esta inibição demonstrou característica dose dependente, no terceiro e sétimo dia de 

tratamento, no modelo de NV induzida por álcali.

O tratamento com a suspensão naringenina instilada topicamente inibiu a formação de 

neovasos  corneanos  no  modelo  experimental  de  NV  na  córnea  induzida  por  álcali  em olhos  de  

camundongos, demonstrados nas análises das imagens digitais pelo programa Imagej.

A instilação tópica ocular da suspensão da naringenina inibiu de forma significativa, a 

presença de citocinas IL-1β, IL-6, após o estímulo da injúria por álcali, nas medidas realizadas 2, 4 e 6  

horas apos o estímulo. Em contra partida a IL-10, anti-inflamatória, apresentou-se elevada de forma 

significativa na hora 6, apos tratamento

A instilação tópica ocular da suspensão da naringenina preveniu de forma significativa, a 

capacidade antioxidante demostrados pelos ensaios de FRAP e capacidade sequestradora do ABTS, e 

preveniu a depleção do antioxidante GSH.
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