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DURAÇÃO DO EFEITO ANALGÉSICO E EXPRESSÃO DE DIFERENTES 
METALOPROTEINASES, DO COLÁGENO TIPO IV, DA INTERLEUCINA-10, 

EM CÓRNEAS DE COELHOS TRATADOS COM MORFINA, APÓS 
CERATECTOMIA LAMELAR. 

 
RESUMO – Estudaram-se os efeitos da morfina 1% sobre a reparação corneal, 

avaliando-se a expressão das metaloproteinases-1, -2, -9, do colágeno tipo IV e 

da interleucina 10 (IL-10), em coelhos submetidos à ceratectomia lamelar. Dois 

experimentos foram concebidos, empregando-se 56 animais. No primeiro, 6 

coelhos foram tratados com 50µl de morfina 1% (GM), a cada 4 horas, 

totalizando 4 aplicações diárias. Outros 6 coelhos receberam solução fisiológica 

(GC) nas mesmas condições adotadas para o GM. Após as ceratectomias, as 

córneas foram avaliadas até sua epitelização. No segundo, 40 animais foram 

empregados e as córneas colhidas decorridos 1, 3, 6, 9 e 12 dias das 

ceratectomias para histologia, imunoistoquímica (MMP-1, MMP-9 e colágeno tipo 

IV), zimografia (MMP-2 e MMP-9) e ELISA (IL-10). Mais 4 coelhos saudáveis 

foram utilizados para como controle negativo.O tempo médio de reetitelização 

não diferiu entre os grupos. Após a ceratectomia, observou-se elevação 

significativa quanto ao limiar de sensibilidade corneal da 6ª até 96a hora da 

avaliação. Não se observaram alterações histológicas e quanto ao índice de 

imunomarcação da MMP-1, -9 e do colágeno do tipo IV entre os grupos 

estudados . À zimografia, níveis mais elevados de MMP-2 e de MMP-9 foram 

observados no GM, ao 6º e ao 9º dias após as ceratectomias. Observou-se 

decréssimo das formas latente e ativa da MMP-9 ao 12º dia. Observou-se, ao 1º 

dia de avaliação, redução nos níveis de IL-10, comparativamente às córneas 

saudáveis, mas sem significância estatística entre os grupos, em qualquer dos 

períodos estudados. O uso local de morfina 1% promoveu analgesia corneal de 

4 dias em coelhos submetidos à ceratectomia lamelar e não retardou a 

epitelização. Elevação do quantitativo da metaloproteinase-1, -2 e -9, em 

córneas tratadas com morfina 1%, não contraindica seu uso, uma vez que os 

níveis teciduais dessas enzimas e da IL-10 tenderam a se normalizar ao final do 

estudo.  A expressão do colágeno IV na membrana basal de ambos os grupos, 

reforça a afirmativa de que, com critério,a morfina 1%, sem preservativo, possa 

ser utilizada após ceratectomia lamelar. 

Palavras chave: coelho, córnea, opióide, reparação tecidual, dor, inflamação  
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DURATION OF ANALGESIA AND EXPRESSION OF DIFFERENT MATRIX 
METALLOPROTEINASES, TYPE IV COLLAGEN AND INTERLEUKIN-10 IN 

RABBITS TREATED WITH MORPHINE , AFTER LAMELLAR KERATECTOMY 
 

ABSTRACT – This study aimed evaluate the effects of continual topical 

administration of 1% morphine on corneal analgesia in rabbits subjected to 

lamellar keratectomy until completion of the corneal wound healing and to assess 

the expression of matrix metalloproteinases (MMPs)-1, -2 and -9, type IV 

collagen and interleukin-10 (IL-10) during the treatment. Fifty-six animals were 

used. In the first experiment, 12 rabbits were divided into two groups, one (n=6) 

received 50 µl of topical 1% morphine (MG) every 4 hours while the other group 

(n=6) received 0.9% NaCl instead (CG). After keratectomies, corneas were 

evaluated until healing. In the second experiment, 40 animals were divided, 4 

rabbits of each group were euthanized 1, 3, 6, 9, and 12 days after keratectomy 

and corneal samples were processed for histology, immunohistochemistry (MMP-

1, -9 and IV collagen), zymography (MMP-2 and -9) and ELISA (IL-10). Other 4 

healthy rabbits were used as negative control. In healthy corneas, CTT did not 

differ significantly before and after morphine instillation. Mean corneal 

reepithelization rate did not differ between groups. Following keratectomy, CTT 

increased from the 6h to 96h time points. Scores of leukocyte infiltration, MMP-1, 

MMP-9 and type IV collagen expression did not differ between groups at any time 

point. Zymography indicated that levels of the active forms of MMP-2 and MMP-9 

increased on days 6 and 9 in the MG. The levels of both latent and active forms 

of MMP-9, as well as of the latent form of MMP-2 decreased to values close to 

those of healthy corneas on day 12. IL-10 levels measured on days 1 to 6 were 

reduced as compared to those of healthy corneal tissue and returned to levels 

close to those of healthy corneas. Topical application of 1% morphine promoted 

corneal analgesia for up to 4 days and did not delay corneal reepithelization. The 

reestablishment of normal MMP levels, the presence of IL-10 levels close to 

baseline values at the end of the study and the expression of type IV collagen at 

the basement membrane in both groups reinforce that, with caution, 1% 

morphine can be used after lamellar keratectomy in rabbits. 

Key words: rabbit, cornea, opioids, corneal wound healing, pain, inflammation 
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1.  INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Inervação corneal 

A córnea constitui-se em um dos tecidos mais inervados do organismo. 

Sua organização consiste, primariamente, de axônios nociceptivos eferentes 

(MARFURT et al., 2001; BENTLEY & MURPHY, 2004). Ela é provinda dos 

nervos ciliares longos, uma divisão do nervo trigêmeo (SAMUELSON, 1999). 

Estima-se que um único neurônio sensitivo possua, em média, de 2000 a 3000 

terminações nervosas (MÜLLER et al., 2003). Em coelhos e em gatos, 10 a 15% 

de toda inervação corneal é simpática, advinda do gânglio cervical superior 

(MÜLLER et al., 2003). Estudos sugerem que as fibras axonais dos neurônios 

corneais são funcionalmente heterogêneas, e que, apenas, 20% deles 

respondam a forças mecânicas (BELMONTE et al., 2004). 

Algumas fibras nociceptores polimodais pertencem ao grupo de fibras 

pobremente mielinizadas. A maioria delas é do tipo C. Nociceptores polimodais 

respondem a estímulos com descarga contínua e irregular de impulsos, que 

persistirão enquanto eles forem mantidos. A sua ativação é diretamente 

proporcional à intensidade do estímulo (BELMONTE et al., 2004). Impulsos 

elétricos gerados por nociceptores polimodais, não apenas sinalizam para a 

presença de um estímulo doloroso, mas codificam a sua intensidade e duração 

(BELMONTE et al., 2004). 

 

1.2 Dor corneal 

Ceratites ulcerativas acometno homem e animais e podem ser de causa 

traumática, infecciosa, imunemediadas ou por ação direta de agentes químicos, 

além de outras (ALBERTI et al., 2001; MURPHY et al., 2001; LEDBETTER et al., 

2006; CONCEIÇÃO et al., 2010).  

Ceratites ulcerativas são enfermidades que ensejam desconforto, 

conquanto a inervação nociceptora da córnea é de superfície, abrange o terço 

superior do estroma e a camada basal do epitélio corneal (MÜLLER et al., 2003). 

A dor associada com as ulcerações corneais é de difícil controle (STILES et al., 

2003). Aproximadamente, 70% das fibras sensoriais da córnea são de origem 

polimodal, sendo sensibilizáveis pelo calor, irritantes externos e por mediadores 

químicos endógenos, como prótons, íons de potássio, prostaglandinas e outros 
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metabólitos do ácido aracdônico, citocinas, aminas e fatores de crescimento 

(BELMONTE et al., 2004).   

O controle, por fármacos, da dor corneal pode ser direto ou indireto. 

Quando indireto, visa a acelerar a reparação, diminuindo o tempo de exposição 

das terminações nervosas (STILES et al., 2003). Diretamente, a dor corneal 

pode ser amenizada pela instilação de substâncias antiinflamatórias ou de 

opióides (PEYMAN et al., 1994; STILLES et al., 2003; BELMONTE et al., 2004). 

Úlceras indolentes ou defeitos córneo-epiteliais espontâneos crônicos são 

afecções corneais comuns em cães, que, não raro, obrigam ao desbridamento e 

à ceratotomias (WHITLEY & GILGER, 1999; MURPHY et al., 2001; LEDBETTER 

et al., 2006). Pacientes acometidos por defeitos córneo-epiteliais espontâneos 

crônicos frequentemente manifestam sinais de dor, que perduram por semanas 

ou meses (STILES et al. 2003; LEDBETTER et al., 2006). 

Como opção para o controle da dor em abrasões corneais, preconiza-se a 

aplicação tópica de antiinflamatórios não esteróides (AINES), que promovem 

algum grau de analgesia (ALBERTI et al., 2001; CONCEIÇÃO et al., 2010). Não 

obstante, AINES utilizados como analgésicos nas ceratites ulcerativas são 

epiteliotóxicos, podendo retardar a reparação e potencializar a degradação do 

estroma corneal (LIN et al., 2000; GUIDERA et al., 2001; HENDRIX et al., 2001; 

REVIGLIO et al., 2003a; CONCEIÇÃO et al., 2010). Não se indicam anestésicos, 

porquanto eles são epiteliotóxicos (PEYMAN et al., 1994; MOREIRA et al., 

1999). 

Há décadas, os opióides são utilizados parenteralmente, como 

analgésicos. Eles se ligam a receptores endógenos, induzindo a efeitos anti-

nociceptivos no sistema nervoso central. Dados sugerem que a aplicação tópica 

de opióides pode suscitar analgesia local, por via neuroimune, devido à 

existência de receptores opióides em tecidos periféricos (STEIN et al., 1988; 

STEIN et al., 1989; WENK & HONDA, 1999; STILES et al., 2003; WENK et al., 

2003). Eles são encontrados em pequenas quantidades em tecidos saudáveis. 

Para que sua síntese se intensifique, injúrias periféricas e inflamação 

subseqüente devem estar presentes (STILES et al., 2003; WENK et al., 2003). 

Células do sistema imune contidas em tecidos inflamados podem liberar 

peptídeos opióides endógenos, interagindo com os receptores e produzindo 

analgesia (STILES et al., 2003; WENK et al., 2003). 
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Pesquisas têm enfocado o uso de opióides tópicos para o controle da dor 

em úlceras cutâneas de causas diversas, notadamente a morfina, dada à baixa 

incidência de efeitos colaterais (ASHFIELD, 2005; ZEPPETELLA et al., 2005; 

ALAVI-NAINI, 2008). Quando administrada topicamente em úlceras cutâneas 

extensas, a morfina e os seus metabólitos (morfina-6-glucoronida e a morfina-3-

glucoronida) não foram detectados no plasma (RIBEIRO et al., 2004).  

Aquino et al. (2005) reportaram que a instilação oftálmica de nalbufina, um 

opióide agonista kappa /antagonista mu foi capaz de aumentar o limiar de 

tolerância, quanto à sensibilidade corneal, em cães saudáveis. Peyman et al. 

(1994) demonstraram que a instilação oftálmica de sulfato de morfina produziu 

analgesia em córneas ulceradas de homem (PEYMAN et al., 1994). Relatou-se 

efeito analgésico com a instilação de sulfato de morfina em ratos (WENK et al., 

2003) e em cães (STILES et al., 2003) acometidos por úlceras de córnea 

induzidas experimentalmente, sem que se observassem alterações sobre a 

reparação cicatricial (PEYMAN et al., 1994; STILES et al., 2003). O mesmo foi 

constatado no homem, com o uso local de morfina 1% durante o pós-operatório 

de cirurgia refrativa (FAKTOROVICH & BASBAUM, 2010). Estudos demonstram, 

todavia, que a morfina atua como substância analgésica, apenas na pele e em 

córneas ulceradas e inflamadas (STILES et al., 2003; WENK et al., 2003; WENK 

et al., 2006). 

Adjunto ao efeito analgésico, Wenk et al. (2003) demostraram que a 

morfina foi capaz de atenuar a inflamação, quando instilada em córneas 

ulceradas de ratos. Observou-se que a aplicação parenteral de morfina foi eficaz 

em reduzir a expressão cutânea da interleucina-1 beta, da interleucina-6, do 

fator de necrose tumoral-alfa, assim como a infiltração local de neutrófilos 

(CLARK et al., 2007). Estudos conduzidos no homem e em primatas mostraram 

que opióides suprimem a quimiotaxia e a migração de neutrófilos (LIU et al., 

1992; CHOI et al., 1999). Reconhece-se, ainda, que eles interferem com a 

imunidade adaptativa (PRUETT et al., 1992). 

 

1.3 Reparação cicatricial da córnea 

A reparação cicatricial da córnea é complexa. Ela envolve a ação conjunta 

de elementos, como a proliferação e a migração centrípeta do epitélio, aliadas a 

fatores químicos preexistentes na matriz extracelular do estroma, a força 
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mecânica exercida pelos movimentos palpebrais (BENTLEY & MURPHY, 2003), 

a viabilidade da sua membrana basal (BENTLEY et al., 2001) e a do filme pré-

corneal (BROOKS & OLLIVER, 2004).  

Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) são alvo de 

investigações nos âmbitos da oftalmologia médica (SMITH et al., 2001; 

DANIELS et al., 2003; LEONARDI et al., 2003; REVIGLIO et al., 2003a e b; 

SAKIMOTO et al., 2003; MULHOLLAND et al., 2005) e da veterinária (STRUBBE 

et al., 2000; OLLIVER et al., 2007; BOVELAND et al., 2010).MMPs são 

proteases endógenas pertencentes a uma família de enzimas dependentes de 

zinco e de cálcio, essenciais à manutenção de processos homeostáticos. Elas 

estão envolvidas na remodelação e na reparação, bem como na destruição de 

tecidos, inclusive o corneal (SIVAK & FINI, 2002; BROOKS & OLLIVER, 2004).  

Elas em quatro classes de enzimas: colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-

13), gelatinases (MMP-2 e MMP-9), estromalisinases (MMP-3, MMP-10 e MMP-

11) e as com especificidade para membranas celulares (MMP-14, MMP-16, 

MMP-17, MMP-24 e MMP-25) (SIVAK & FINI, 2002; BROOKS & OLLIVER, 

2004). As metaloproteinases da matrix extracelular (MMP) são proteases 

endógenas pertencentes a uma família de enzimas dependentes de zinco e de 

cálcio, essenciais à manutenção de processos homeostáticos. Elas estão 

envolvidas na remodelação e na reparação, bem como na destruição de tecidos, 

inclusive os corneais (SIVAK & FINI, 2002; BROOKS & OLLIVER, 2004).  

Em córneas doentes, após a sinalização de diferentes citocinas, MMPs 

perdem peso molecular e se tornam ativas. Elas degradam a matrix extracelular, 

proteínas celulares de superfície, citocinas, inibidores teciduais de outras 

proteases, além de sinalizarem a ativação de proteases latentes (SIVAK & FINI, 

2002; BROOKS & OLLIVER, 2004). A manutenção e o reparo da matrix 

extracelular da córnea requerem um equilíbrio, entre a síntese de componentes 

da matrix extracelular e sua degradação e remodelação. Algumas MMPs, 

notadamente a MMP-2, são encontradas em sua forma latente, em córneas 

saudáveis, sendo responsável pela remodelação fisiológica da matriz corneal 

(OLLIVIER  et al., 2007). Inibidores teciduais de enzimas líticas, como o inibidor 

de protease alfa-1, a alfa-2 macroglobulina e inibidores teciduais de 

metaloproteinases são encontrados no tecido corneal saudável e na lágrima 

(OLLIVIER  et al., 2007). Quando inibidores teciduais específicos em degradar 
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enzimas líticas, não vencem a síntese e a ativação de diferentes MMPs, a 

instalação de distúrbios patológicos como a ceratomalácia são observados 

(BROOKS & OLLIVER, 2004; OLLIVIER  et al., 2007).  

Reportou-se maior atividade da MMP-1 em células epiteliais e da MMP-9 

na remodelação do estroma corneal, após ceratectomias lamelares em coelhos 

(MULHOLLAND et al., 2005). Em cães e em eqüinos, a remodelação corneal do 

estroma é, com maior ênfase, realizada pela MMP-2, sintetizada por ceratócitos. 

Outrossim, ela participa da remodelação fisiológica do estroma corneal, 

ativando-se na presença de moléculas de colágeno danificadas (OLLIVIER et al., 

2007). A MMP-9 é produzida por células epiteliais e por neutrófilos (OLLIVIER et 

al., 2007). Lin et al. (2008) comprovaram que, após a injeção de 

lipopolissacarídeos na córnea, a MMP-8 promove a digestão do colágeno 

estromal por produzir tripeptídeos quimiotáticos e pela migração de neutrófilos 

na fase exudativa. 

Córneas em processo de reparação cicatricial tornam-se vascularizadas, 

pela ativação da MMP específica para membranas celulares, que destrói fatores 

anti-angiogênicos (angiostatina e endostatina) e promove a síntese do fator de 

crecimento do endotélio vascular (AZAR, 2006). 

Após injúrias neuronais, a MMP-9 corrobora para a instalação da dor 

neuropática precoce, pela liberação de interleucina-1 beta e por ativação 

microglial. A MMP-2 mantém a dor neuropática tardia, por liberação de 

interleucina-1 beta e pela ativação de astrócitos. A inibição destas enzimas foi 

capaz de controlar a dor neuropática experimental em ratos (KAWASAKI et al., 

2008). 

Nas ceratites ulcerativas, a atividade proteolítica está elevada, 

decrescendo proporcionalmente com a evolução da reparação tecidual. A 

concentração tecidual de metaloproteinases mantém-se elevada em casos de 

ceratomalácia (OLLIVIER et al., 2007). Observou-se que metaloproteinases 

podem permanecer ativas por vários anos em córneas de homem submetidos a 

cirurgias refrativas “LASIK” (FOURNIÉ et al., 2008). 

Antiinflamatórios não esteroidais (AINEs), utilizados em ceratites 

ulcerativas, podem retardar a reparação e potencializar a degradação do 

estroma corneal (HENDRIX et al., 2001; CONCEIÇÃO et al., 2010). Demonstrou-

se elevação, quanto à expressão de diferentes metaloproteinases, na córnea de 
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ratos após a instilação oftálmica de diclofenaco sódico e de cetorolaco de 

trometamina, sem conservante (REVIGLIO et al., 2003b). Observou-se maior 

expressão de MMPs no grupo que recebeu diclofenaco sódico, 

comparativamente ao tratado com cetorolaco sem preservativo (REVIGLIO et al., 

2003b). Mesmo desprovidas de preservativos, soluções oftálmicas compostas 

por AINES exercem efeitos danosos ao epitélio corneal (CONCEIÇÃO et al., 

2010).  

Além das MMPs, proteínas de superfície celular estão envolvidas na 

reparação corneal. O colágeno é a mais abundante nos vertebrados  e 

considerado o principal componente da matriz extracelular. Já se descreveram 

26 tipos de colágeno em vertebrados.  O estroma corneal é rico em colágeno 

tipo I, mas mantém grande quantitativo do tipo V. O colágeno do tipo III 

apresenta-se em pequenas quantidades no estroma, sendo mais sintetizado, em 

estados patológicos (MICHELACCI, 2003).  Na membrana basal de cães, 

coelhos e de homem, o colágeno tipo IV é o predominante (BENTLEY et al., 

2001; MICHELACCI, 2003, STERN  et al., 2006;  WILLIAMS et al., 2008). 

Estruturalmente, o colágeno do tipo IV é composto por três cadeias alfa, que se 

enrolam entre si, em uma conformação helicóide tripla. Três cadeias são 

reconhecidas, cadeia alfa-1 (IV) e alfa-2 (IV), que se distribuem na proporção de 

2:1 e a cadeia alfa-5. Admite-se que os epítopos da cadeia alfa-1, se mascaram 

entre a membrana basal da córnea, se expressando em maior quantidade no 

epitélio límbico (LI et al., 2001). 

O colágeno tipo IV promove, in vitro,  adesão e migração de diferentes 

fenótipos celulares, inclusive os do epitélio corneal (CAMERON et al., 1991). 

Sua abundância na córnea, em reparação, favorece a regeneração das 

estruturas lamelares (GAO et al., 2004) e sua fração alfa-5, está envolvida  na 

transparência corneal (CHO et al., 1990; MICHELACCI, 2003; WILLIAMS et al., 

2008). 

Sob condições normais, o colágeno tipo IV é encontrado na membrana 

basal do epitélio corneal, no epitélio perilímbico, no epitélio conjuntival, no 

epitélio ciliar, no músculo ciliar, na malha trabecular do ângulo irido-corneal e, no 

homem e em coelhos, na membrana de Descemet (STERN et al., 2006; 

WILLIAMS et al., 2008). 
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 Em cães, o colágeno tipo IV relaciona-se à adesão da membrana basal 

ao epitélio corneal, estando ausente em animais com defeitos córneo-epiteliais 

espontâneos crônicos (BENTLEY et al., 2001). Estudos ratificaram a importante 

participação desta proteína na reparação de córneas lesadas (GAO et al., 2004; 

McDERMOTT & WHEATER, 2006; STERN et al., 2006; WILLIAMS et al., 2008).  

A mais bem estudada e conhecida citocina antiinflamatória e 

homeostática é a interleucina-10 (IL-10). Ela é produzida por macrófagos e por 

células dendríticas e está envolvida no controle da reação imune inata (ABBAS 

& LITCHTMAN, 2005). A IL-10 inibe a função dos macrófagos e de outras 

células do sistema imune, a síntese de citocinas pró-inflamatórias como o fator 

de necrose tumoral-alfa, as interleucinas-1, -6, -8, -12 e o interferon-alfa, 

reduzindo de forma significativa a resposta inflamatória inicial (ABBAS & 

LITCHTMAN, 2005). Admite-se que sua expressão encontra-se elevada em 

córneas em reparação, onde o controle da inflamação é mais eficaz (CAO et al., 

2002; CRUZ et al., 2007; OH et al., 2008). 

Um peptídeo opióide endógeno ([Met5] - encefalina), também denominado 

Fator de Crescimento Opióide, está envolvido na regulação do crescimento 

epitelial da córnea em coelhos (ZAGON et al., 1998) e na de homem (ZAGON et 

al., 2000). Este neuropeptídeo e o seu receptor  também são expressos na 

córnea de cães, de gatos e de cavalos (ROBERTSON & ANDREW, 2003). Ele 

se liga a receptores zeta, inibindo a síntese de DNA e a migração celular. 

Quando em excesso, todavia, sua ação resulta em desorganização tecidual 

(ZAGON et al., 1998). 

No homem, a epitelização corneal é prejudicada pela interrupção de 

impulsos nervosos. A substância P é um neuropeptídeo presente em larga 

escala em nervos corneais. Quando utilizada isoladamente ou em combinação 

com outros compostos citoativos, a substância P acelera a migração e a 

proliferação do epitélio corneal, sendo capaz de estimular a síntese de DNA em 

concentrações picomolares (MURPHY et al., 2001).  

Em cães e no homem, a substância P acelerou a epitelização de úlceras 

indolentes (BROWN et al., 1997; NISHIDA et al., 1997; MURPHY et al., 2001; 

LEE et al., 2002). Reconhecem-se os efeitos inibitórios da morfina sob a 

liberação de substância P a partir de terminações nervosas sensitivas (YASKH 

et al., 1980, BRODIN et al., 2008). Reportou-se que o uso tópico de morfina 
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retarda a cicatrização de úlceras cutâneas em ratos, pela inibição periférica de 

substância P e de neurocicina-1 e -2, localizadas em células cutâneas 

parenquimatosas e em células inflamatórias (ROOK et al., 2007; 2009). 

A instilação de naltrexona, um antagonista não específico de receptores 

opióides, acelerou a reepitelização corneal em coelhos (ZAGON et al., 1998), no 

homem (ZAGON et al., 2000) e em ratos diabéticos, por inibição do Fator de 

Crescimento Opióide (ZAGON et al., 2002). Há quem admita que a morfina, um 

agonista puro de receptores opióides, induza a algum efeito deletério sobre a 

reparação da córnea, a despeito do seu efeito analgésico (STILES et al., 2003; 

WENK et al., 2003).  

Estudo conduzido em camundongos demonstrou que o uso tópico de 

morfina retarda a reparação cutânea, por diminuir a migração de leucócitos e o 

controle da infecção local (MARTIN et al., 2010). Outra pesquisa reportou que o 

uso tópico de morfina retarda a cicatrização de úlceras cutâneas em ratos, pela 

inibição periférica de substância P e de neurocinina (ROOK & McCARSON, 

2007). O mesmo grupo de pesquisadores observou que o agente diminui a 

expressão de receptores de neurocicina-1 e -2, em células cutâneas 

parenquimatosas e inflamatórias (ROOK et al., 2009).  

Na literatura encontra-se um reduzido quantitativo de trabalhos, em que 

se avaliaram eventos relativos à reparação corneal em olhos aviltados, tratados 

com morfina. Em um deles, Peyman et al. (1994) estudaram coelhos e homem e 

valeram-se, apenas, da avaliação clínica; Stiles et al. (2003) acrescentaram a 

histotologia, e o fizeram em olhos de cães. Ademais, tais estudos, não se 

avaliaram os efeitos antinociceptivos da morfina até que ocorresse epitelização 

completa das córneas (PEYMAN et al., 2003; STILES et al., 2003; WENK et al., 

2003).  Em um único estudo realizado em coelhos, não se avaliaram os efeitos 

analgéscios da morfina após ceratectomias lamelares (PEYMAN et al., 2004). 

Recentemente, Faktorovich & Basbaum (2010), descreveram no homem que, 

após cirurgias refrativas, o uso local de morfina 0,5% reduziu em 50%, o 

consumo de analgésico oral. Nesse estudo, significância estatítica nos escores 

de dor, foram reportados decorridos 24 horas do final do procedimento 

(FAKTOROVICH & BASBAUM, 2010).   

Métodos de avaliação, referentes à degradação e à reparação da córnea 

e quanto ao perfil das MMPs, foram conduzidos no âmbito da oftalmologia 
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veterinária (STRUBBE et al., 2000; OLLIVER et al., 2007; BOVELAND et al., 

2010) e na médica (SMITH et al., 2001; DANIELS et al., 2003; LEONARDI et al., 

2003; REVIGLIO et al., 2003a; REVIGLIO et al., 2003b; SAKIMOTO et al., 2003; 

MULHOLLAND et al., 2005). Adjunto, quanto à expressão do colágeno tipo IV 

(McDERMOTT & WHEATER, 2006; STERN et al., 2006, WILLIAMS et al., 2008) 

e da IL-10 (CAO et al., 2002; CRUZ et al., 2007; OH et al., 2008). 

Como são controversos os dados e as opiniões, relativamente aos efeitos 

da morfina sobre a reparação tecidual, idealizou-se a pesquisa cujos resultados 

são apresentados. 

 

2. OBJETIVOS  

 Ivestigar os efeitos locais da morfina 1%, sobre a expressão das MMP-1, -

2, -9, do colágeno IV e da IL-10, em córneas de coelhos submetidas à 

ceratectomia lamelar. Outrossim, estudou-se a duração dos possíveis efeitos 

analgésicos do fármaco, até a reepitelização das córneas. 

 

3. MATERIAL E MÉTODO 

3.1 Aspectos Éticos 

 A pesquisa foi realizada atendendo-se às normas internacionais da 

Association for Research in Vision and Ophthalmology – ARVO (National 

Institutes of Helth Publications No 85-23: Revised 1985), de consoante com o 

código de NÜREMBERG (GOLDIN, 1995). Outrossim, sob a expressa 

autorização da Comissão de Ética e Bem Estar Animal (COBEA) da Faculdade 

de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), Câmpus de Jaboticabal (Protocolo nº 19284-07). 

 

3.2 Animais 

 Cinquenta e seis leporinos (Oryctolagus cuniculus; Linnaeus 1758), da 

raça Nova Zelândia Branco, adultos, machos, com peso médio de 3 kg1 

compuseram o total de animais utilizados em dois experimentos.  

 Para  a sua admissão na pesquisa, eles foram clínica e oftalmicamente 

avaliados, empregando-se o Teste da lágrima de Shirmer2, a biomicroscopia 

                                                 
1
 Coelho Nova Zelândia Adulto – Chácara União, Taquaritinga, SP. 



25 

 

com lâmpada em fenda3, a tonometria de aplanação4, a oftalmoscopia binocular 

indireta5,  e a flouresceína6. Uma vez selecionados, eles foram individuamente 

mantidos em ambiente ventilado, em gaiolas apropriadas, limpas e higienizadas,  

com dieta à base de ração comercial e água potável “ad libitum”. 

 

3.3 Indução das úlceras 

 Após indução da anestesia, por injeção intramuscular de 15 mg/kg de 

cetamina S+7 associada a 0,5 mg/kg de midazolam8 (BORKOWISKI & KARAS, 

1999), realizou-se tricotomia periocular. Posteriormente, instilou-se de uma gota 

de proximetacaína9 e procedeu-se à antisepsia da córnea, do saco conjuntival e 

da conjuntiva com iodo-polivinil-pirrolidona diluído em solução fisiológica (1:50). 

A anestesia foi mantida empregando-se máscara com sevofluorano10, diluído em 

oxigênio a 100%, em circuito aberto. Os olhos foram centralizados com fio 

mononáilon 6-0, por meio de suturas esclero-conjuntivais11. 

 Realizou-se ceratectomia lamelar axial, em ambos os olhos, empregando-

se trépano de 200 µm12 de profundidade, por 6 mm de diâmetro,  bisturi 3,2 

mms13 e tesoura de ceratectomia (Figura 1). Todas as intervenções foram 

realizadas pelo mesmo cirurgião, sob magnificação de 20X em microscópio 

cirúrgico14. 

 

                                                                                                                                               
2
 Teste da Lágrima de Schirmer – Ophthalmos Ltda. 

3
 XL-1 Slitlamp® – Shin-Nippon, Japão. 

4
 TonoPen XL®, Medtronic 

5
 Oftalmoscópio binocular indireto FOH-5® – Eyetec S.A. 

6
 Fluoresceína strips® – Ophthalmos Ltda. 

7
 Cetamin S+® - Cristália, São Carlos, São Paulo. 

8
 Dormire® - Cristália, São Carlos, São Paulo 

9
 Anestalcon®,  Alcon, São Paulo, Brasil.

  

10
 Sevurane ® - Cristália, São Carlos, São Paulo. 

11
 Ethicon ® - Jhonson & Jhonson, São Paulo. 

12
 Trépano Milimetrado (6.0 mm) – Steel Inox, Campinas, Brasil.

  

13
 Bisturi 3,2mm 60º, SIS, Ohio, USA.

  

14
MC-M902

®
, DF Vasconcelos, São Paulo, SP.
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Figura 1: Imagem fotográfica ilustrando dissecção do estroma, com auxílio de 
lâmina de bisturi 69 angulada em 60 graus (seta vasada) e pinça 
colibri (seta) em olho esquerdo de coelho macho, adulto, da raça 
Nova Zelândia Branco. Jaboticabal, 2010. 

 
3.4 Solução de morfina 

 Soluções oftálmicas de sulfato de morfina a 1%, sem conservante, foram 

manipuladas industrialmente por fabricante autorizado15. O pH foi ajustado em 

6,0, pela adição de ácido clorídrico, para se evitar a precipitação do sal, e de 

hidróxido de sódio. As soluções foram estocadas por até três dias à temperatura 

de 4ºC e protegidas da luz. Peyman et al. (1994) reportaram que soluções de 

morfina diluídas e estocas sob tais condições permanecem estáveis por mais de 

um mês. 

 

3.5 Grupos experimentais 

 Dos 56 coelhos selecionados, 12 foram utilizados em um primeiro 

experimento, onde se avaliaram o tempo de epitelização e a sensibilidade 

corneal. Formaram-se o grupo morfina (GM, n=6) e o grupo controle (GC, n=6). 

                                                 
15Solução oftálmica experimental de sulfato de morfina a 1% sem preservativo (lote: 736/08), Cristália, 

Campinas, SP. 
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No GM, instilou-se 50µl de solução de morfina 1% em ambos os olhos, às 8, 12, 

16 e 20 horas. No GC, instilou-se 50µl de solução fisiológica 0,9%, bilateralmente, 

nos mesmos horários estabelecidos para o GM. Em ambos os grupos, os 

tratamentos tiveram início dois dias antes da cirurgia (período de aclimatação e 

colheita de valores basais) e seis horas após a ceratectomia lamelar.  

 Para profilaxia da infecção, empregou-se colírio de tobramicina a 0,3%16, 

10 minutos após a instilação de morfina ou da solução fisiológica 0,9%, nos 

mesmos horários pré-estabelecidos.  

 Em um segundo experimento, 44 coelhos foram utilizados e decorridos 1, 

3, 6, 9 e 12 dias das ceratectomias, 4 animais de cada grupo foram submetidos à 

eutanásia e as córneas dos olhos direito foram acondicionadas em meio para 

criopreservação17, congeladas em nitrogênio líquido e mantidas à -80º C, para 

posterior preparação e avaliação à histológia de rotina (H.E.) e à 

imunoistoquímica (MMP-1, MMP-9 e colágeno tipo IV).  As córneas dos olhos 

equerdos foram mantidas à -80º C, para avaliação à zimografia (MMP-2 e MMP-9) 

e imunoensaio enzimático ligado à enzima (IL-10). Com o intuíto de estabelecer 

valores basais,outros 4 coelhos saudáveis foram submetidos à eutanásia e suas 

córneas foram colhidas e submetidas aos mesmas avaliações descritas acima. O 

fluxograma abaixo sumariza a sequência adotada, relativamente aos 

procedimentos  e as avaliações realizados no primeiro e no segundo experimento 

(Figura 2).  

                                                 
16Tobrex, Alcon

®
, São Paulo, SP 

17Tissue-Tek OCT
®
 Compound –Sakura, The Netherlands 
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Figura 2.  Fluxograma relativo aos procedimentos e avaliações realizadas no 

primeiro e no segundo experimento, nos grupos controle (GC) e 

morfina (GM). Jaboticabal, 2020. 

 

3.6 Avaliação clínica  

3.6.1 Tempo de epitelização 

 As córneas operadas foram avaliadas à biomicroscopia com luz em fenda3 

e filtro azul cobalto, após instilação de fluoresceína4, sempre às 14 horas de cada 

dia, pelo mesmo observador, desde a concepção das úlceras, até a sua 

epitelização (fluoresceína negativa). Para monitoramento da evolução, quanto à 

epitelização, os olhos dos pacientes foram fotografados18, com filtro azul cobalto, 

sem auxílio de flash, a uma distância fixa de 4cm. As imagens fotográficas foram 

avaliadas em software específico19 para quantificação da área ulcerada (STERN 

et al., 2006; KIM et al., 2009).  

                                                 
18Cybershot 7.1

®
 Sony do Brasil, São Paulo, SP, Brasil

 

19Image J, disponível em: http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Após a seleção das imagens (ferramenta File/Open...), a área ulcerada foi 

circundada com auxílio da ferramenta free hand selections e o valor foi obtido 

(Analyze/Measure) (Figura 3), sendo posteriormente, transformado em 

percentagem de área ulcerada por regra de três simples. 

 

   
Figura 3. Quantificação da área ulcerada com software específico17, em olho 

direito de coelho macho adulto da raça Nova Zelândia Branco. A área 
ulcerada em verde foi circundada (seta branca) com auxílio da 
ferramenta free hand selections e quantificada numericamente (seta 
preta). Jaboticabal, 2010. 

 
 
3.6.2 Estesiometria 

O limiar de sensibilidade corneal foi quantificado de forma mascarada, por 

meio de estesiometria20 (STILES et al., 2003). Avaliou-se a região axial da 

córnea, por sua maior sensibilidade (KAPS et al., 2003; GOOD et al., 2003) 

(Figura 4). Quarenta e oito horas antes da realização das ceratectomias os 

animais foram submetidos ao procedimento, com intuito de condicioná-los com a 

estesiometria e aos examinadores. No dia seguinte deu-se início a avaliação do 

limiar de sensibilidade corneal basal, nos mesmos horários descritos 

previamente (8, 12, 16 e 20 horas) e 10 minutos após cada tratamento com 

sulfato de morfina a 1%. Decorridos 6, 11, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas 

da realização das ceratectomias, o limiar de sensibilidade corneal foi avaliado, 

10 minutos após cada 

                                                 
20Estesiometer CochetBonett

®
 - Lunaeu, França. 
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tratamento, sempre no mesmo horário (11horas) e pelo mesmo observador.  

 

 
Figura 4. Imagem fotográfica ilustrando avaliação do limiar de sensibilidade 

corneal basal, com estesiômetro de Cochet Bonett, em coelho macho, 
adulto da raça Nova Zelândia Branco. Notar filamento de náilon em 
contato a córnea (seta preta) e estesiômetro (seta branca). Jaboticabal, 
2010. 

 

3.7 Histologia  

 Para confecção das lâminas, as córneas congeladas foram cortadas em 

micrótomo de congelamento à -20o C, com 10µm de espessura, coradas pela 

hematoxilina e eosina e avaliadas em microscópio de luz. Para quantificação do 

infiltrado inflamatório, empregou-se índice semi-quantitativo segundo a sua 

intensidade em ausente (0), discreto (1), moderado (2) e severo (3). 

 

3.8 Imunoistoquímica 

Para avaliação da distribuição tecidual da metaloproteinase-1 (MMP-1), da 

metaloproteinase-9 (MMP-9) e do colágeno tipo IV, realizou-se 

imunofluorescência. Para tal, as lâminas contendo os cortes congelados foram 

acondicionadas em temperatura ambiente, por 10 minutos, e, posteriormente, 

hidratadas em solução de fosfato tamponado (PBS), por mais 10 minutos. 

Procedeu-se à fixação do tecido corneal às lâminas, em imersão de 

paraformaldeído a 4% durante 30 minutos. Após esse período, as lâminas foram 
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lavadas em berço de imersão, com solução de PBS por 30 minutos. Ato contínuo, 

anticorpo policlonal primário reconhecedor de epítopos, para ambas as formas, 

ativa e inativa da MMP-121 e anticorpo monoclonal primário reconhecedor de 

epítopos, para ambas as formas, ativa e inativa da MMP- 

922, assim como para o anticorpo monoclonal primário específico para o colágeno 

tipo IV23, foram empregados nas respectivas diluições de 1:200 (MMP-1), 1:400 

(MMP-9) e 1:50 (colágeno tipo IV), em diluente de anticorpo específico24. Em cada 

lâmina, instilou-se 100µL das alíquotas diluídas para cada anticorpo descrito. Nos 

controles negativos, não foi instilado anticorpo primário. 

Para incubação dos anticorpos primários, as lâminas foram acondicionadas 

em câmara úmida escura e levadas à estufa em temperatura de 37o C, onde 

permaneceram por 2 horas. Posteriormente, elas foram mantidas em temperatura 

ambiente por 10 minutos e novamente lavas em PBS, por 30 minutos. Ato 

contínuo, elas receberam três gotas de anticorpo secundário anti-soro de cabra25 

e foram novamente acondicionadas em câmara úmida escura por uma hora, em 

temperatura ambiente.  

Após lavagem em PBS por 30 minutos, as lâminas incubadas com os 

anticorpos reconhecedores de MMP-1, anti-MMP-9 e do colágeno IV, foram 

reveladas com 100µL do conjugado Cy3 (1:100)26 em diluente de anticorpo 

específico23, visando a promover fluorescência dos anticorpos estudados. 

Posteriormente, elas foram mantidas em escotofase, por uma hora, em 

temperatura ambiente.  

Decorridos os procedimentos relativos à incubação e revelação de 

anticorpos, as lâminas foram lavadas em PBS, por 30 minutos, secas e montadas 

em lamínulas. Para tal, utilizou-se 50µL de meio de montagem específico27, 

acrescido de 4'6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (1:1000), para se obter 

fluorescência dos núcleos celulares.  As lâminas foram fotografadas em 

                                                 
21 Anti-MMP-1 Rabit pAb

®
 – Cabiochem, Darmstad, Alemanha 

22 Anti-MMP-9 (Ab-3) Mouse mAb (56-2A4)
 ®

 – Cabiochem, Darmstad, Alemanha 
23 Anti-Collagen Type IV (Ab-2) Mouse mAb (CIV22)

 ®
– Cabiochem, Darmstad, Alemanha 

24 Diluente de Anticorpo com componentes redutores de Background
®
 – DAKO, Carpinteria, EUA 

25 LSAB Universal – Biotinylated Link Universal (Rb/Mo/Goat)
 ®

 – DAKO, Carpinteria, EUA 
26 Conjugado Extravidin - Cy3

®
 – Sigma Aldrich do Brasil, São Paulo, Brasil 

27 Meio de Montagem Aquoso, Fluoromount
®
 – Sigma Aldrich do Brasil, São Paulo, Brasil 
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microscópio com luz fluorescente28 e as imagens processadas em software 

específico29. 

Para a contabilização da intensidade e do percentil de células marcadas, 

empregou-se índice semi-quantitativo (STERN et al., 2006) (Tabela 1). 

Tabela 1. Classificação da immunomarcação por índice semi-quantitativo 

                              Índice                              Marcação 

0 – 0,5 Ausência de detecção – < 10% 
1 10%–25% 
2 25%–50% 
3 > 50% 
4 > 75% 
5 > 95% 

Fonte: STERN et al. (2006) 

 

3.9 Zimografia 

Após descongeladas, cada amostra de córnea foi homogeneizada à 20.000 

rotações por minuto, durante 20 segundos em solução tampão de Tris-HCL 

50mM, em pH7,4, enriquecido com 5mM de CaCl2, 0,1% deTriton X-100 e 1% de 

substância inibidora de proteases inespecíficas30. e posteriormente incubadas por 

2 horas a 4°C, após esse período a solução foi centrifugada (4000g a 4°C por 10 

min) e o sobrenadante coletado. O conteúdo total de proteína foi mensurado de 

acordo com o método de Bradford, utilizando a albumina sérica bovina como 

proteína padrão. 

Quinze microlitros de cada amostra aplicados no gel de gelatina para 

zimografia31. Ato contínuo realizou-se a etapa de pré-tingimento32 e 

reconhecimento do peso molecular das formas latentes e ativas de MMP-2 e 

MMP-933.  Os géis foram submetidos à eletroforese, com voltagem constante de 

125V por, aproximadamente 2 horas. 

Após a eletroforese os géis foram clareados em água deionizada, lavados 

em solução de renaturação34 e mantidos durante 1 hora à temperatura de 37ºC 

para a reativação das MMPs.  Em seguida, eles foram incubados em agitador 

                                                 
28 Axio Imager A1®, Carl Zeiss do Brasil, São Paulo, Brasil  
29 Axio Vision LE® , Carl Zeiss do Brasil, São Paulo, Brasil 
30 Coquetel Inibodor de Protease

®
, Sigma Aldrich do Brasil, São Paulo 

31 10% Novex Zymogram gelatin gels
®
 - Invitrogen do Brasil, São Paulo. 

32 Blue prestained standards
®

  - Invitrogen do Brasil, São Paulo. 
33 Oncogen, Boston

®
, MA, USA. 

34 Triton X – 100, Novex zymogram renaturing buffer
®
 - Invitrogen do Brasil, São Paulo. 
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rotativo acrescidos de tampão35 por 24 horas, à temperatura de 37ºC, com o 

objetivo de possibilitar a renaturação das MMPs e a digestão do substrato.  Após 

essa fase, os géis foram clareados, tingidos36 e incubados durante uma hora.  

Posteriormente, eles foram lavados com ácido acético a 5% e solução de metanol 

7,5%, visando maximizar o contraste entre as áreas de lise e as não digeridas.    

A atividade gelatinolítica da MMP-2 e MMP-9 foram quantificadas através 

da análise da distância entre a migração das bandas no gel, o peso molecular e o 

padrão de MMPs. A densidade óptica dos zimogramas foram escaneadas, 

digitalizadas, levadas ao densitômetro de imagens e analisadas em software 

específico37. 

 

3.10 Imunoensaio ligado à enzima (ELISA)  

Para detecção da interleucina 1038, cada poço de uma placa de ELISA foi 

sensibilizado com 50µL de anticorpo de captura (1:250), por 12 horas, à 

temperatura de 4º C. Posteriormente, a placa foi lavada em solução fosfato 

tampão detergente 0,05% (PBS-T), por 3 vezes e foi seca. Procedeu-se ao 

bloqueio de proteínas inespecíficas com solução de PBS, acrescida de soro fetal 

bovino 10%39, (150µL/poço), por 1 hora, em temperatura ambiente. A placa foi 

novamente lavada em PBS-T, por 5 vezes, e procedeu-se a realização da curva 

padrão. Após lavagem com PBS-T, por 5 vezes, adicionou-se 50 µL /poço de 

anticorpo de detecção, diluído em soro fetal bovino 10%37 (1:250), acrescido de 

estreptoavidina-peroxidase40, por 1 hora, em temperatura ambiente e escotofase. 

A placa foi lavada por 7 vezes com PBS-T e a reação foi revelada com 3,3´, 5, 5´- 

Tetrametilbenzinidina41 (50µL/poço), após incubação 30 minutos, em temperatura 

ambiente. A leitura foi feita em filtro de 450 nm42. 

 

 

 

                                                 
35 Novex Zymogram developing buffer

®
 - Invitrogen do Brasil, SP, Brasil. 

36 Coomassie Blue Rapid
®
 - Diversified Biotech, Boston,  USA 

374.2.1 Beta version
®

 – Bio Rad, EUA 
38IL-10 murine

®
, BioScience BD, EUA 

39Soro Fetal Bovino®, Cuntilab, Campinas, Brasil  
40 Monoclonal Anti-Rat IgG2a antibody produced in mouse®, Sigma Aldrich do Brasil, São Paulo, Brasil.  
41 TMB®, Sigma Aldrich do Brasil, São Paulo, Brasil.  
42 Opsys MR™ – Dynex Technologies®, EUA  

http://www.dynextechnologies.com/


34 

 

3.11 Avaliação estatística 

 Os dados foram avaliados, quanto à sua normalidade, ao teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Empregou-se Análise de Variância para Medidas 

Repetidas, com posterior avaliação pelo teste Bonferroni, nas avaliações relativas 

à estesiometria e a evolução da área ulcerada. Os parâmetros mensurados na 

histologia, imunoistoquímica, zimografia e no na reação de imunoensaio ligado á 

enzima, foram avaliados Análise de Variância de Via Única, com posterior 

avaliação pelo teste de Bonferroni. Aplicou-se o Teste T Student na avaliação da 

média de dois grupos ou de dois períodos. A área sob a curva foi calculada nas 

avaliações relativas à evolução da área ulcerada e na concentração tecidual de 

interleucina-10. Em todas as análises considerou-se o nível mínimo de 

significância p ≤ 0,0543. Os resultados encontram-se apresentados na forma de 

média e erro padrão da média. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 
43

SigmaStat 3.0
®
, Systat Software inc, San Jose, USA  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

4.1 Avaliação clínica 

4.1.1 Tempo de epitelização 

Decorridas as ceratectomias, todos os pacientes foram positivos à 

fluoresceína. Relativamente ao diâmetro trepanado (6mm), aos seis dias de pós-

operatório, apenas um animal do grupo controle (GC) ainda apresentava, no olho 

direito (OD), 1,08% da área trepanada positiva à fluoresceína e 0,14% no olho 

esquerdo (OE). Nos animais do grupo morfina (GM), aos seis dias de pós-

operatório, dois animais ainda apresentavam positividade à fluoresceína. O tempo 

médio de epitelização das córneas do olho direito e do olho esquerdo, nos 

animais do GC foi de, respectivamente, 6,12±0,22 dias no GC e de 6,25±0,31 dias 

no GM, sem diferença significativa entre os grupos (p=0,75), Tabela 2.  Ademais, 

não se constatou diferença significativa entre o percentual da área ulcerada, entre 

os olhos direito e esquerdo de ambos os grupos, em qualquer dos períodos 

estudados (p=1,00) (Figura 5). Não obstante, foi constatada maior área sob a 

curva no GM (298,3), comparativamente ao GC (258,8). 

 

Tabela 2. Estatística descritiva nos grupos controle e  morfina, dos valores relativos 
ao tempo de reepitelização (dias), em coelhos machos, adultos, da raça 
Nova Zelândia Branco, após ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010.  

        Grupos                  Tempo de epitelização (dias) 

  Controle 
  Média±Erro padrão 
  Máximo 
  Mínimo 
  Coeficiente de variação (%) 

 
6,12±0,22 

7,0 
5,0 

10,46 

  Morfina 
  Média±Erro padrão 
  Máximo 
  Mínimo 
  Coeficiente de variação (%) 

 
6,25±0,31 

8,0 
5,0 

14,18 
Teste T Student (p=0,75)  
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Figura 5. Valores relativos ao percentual da área ulcerada circundada, em coelhos 

machos, adultos, da raça Nova Zelândia Branco, decorridos 1, 2, 3 , 4, 5, 
6 e 7 dias da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010.  

Teste Bonferroni (p=1,00) 

 

Resultado similar foi reportado em coelhos ceratectomizados (PEYMAN et 

al., 2004). Em cães com úlcera de córnea e no homem submetidos à cirurgias 

refrativas, a instilação de morfina não retardou a epitelização corneal (STILES et 

al., 2003; FAKTOROVICH & BASBAUM, 2010).  

A inibição da substância P, provavelmente provocada pela instilação de 

morfina, pode justificar os halos ulcerados de maior diâmetro nos coelhos 

tratados com morfina 1%. Não obstante, a instilação de substância P em 

coelhos, não acelerou a epitelização corneal após abrasões químicas, sugerindo 

que, nessa espécie, outros peptídeos seriam necessários para epitelização 

corneal (KINGSLEY & MARFURT, 1997). 

Outra condição que justificaria uma maior área sob a curva nos pacientes 

que receberam morfina, relaciona-se à existência de um peptídeo opióide 

endógeno ([Met5] - encefalina), também denominado Fator de Crescimento 

Opióide, envolvido na regulação do crescimento epitelial da córnea de coelhos 

(ZAGON et al., 1998), de seres humanos (ZAGON et al., 2000) e de ratos 

(ZAGON et al., 2006). A imunomarcação de tais receptores para substância P e 

do fator de Crescimento Opióide ou a quantificação de sua expressão gênica 
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poderiam esclarecer a ocorrência de halos de maior diâmetro, nos animais que 

receberam morfina. 

Optou-se pela utilização da tobramicina como agente antimicrobiano, haja 

vista sua baixa epiteliotoxicidade, comparativamente às quinolonas (HENDRIX et 

al., 2001, REVIGLIO et al., 2003a). Peyman et al. (1994) reportaram a ocorrência 

de infecção ocular em coelhos submetidos a ceratectomias experimentais, sem 

profilaxia antibiótica. 

O uso de antibiótico local, não permite cotejar se a morfina favoreceria a 

colonização e a disseminação de patógenos, como reportado na pele de 

camundongos (MARTIN et al., 2010). Entretanto, no estudo de Peyman et al. 

(1994), apenas um coelho desenvolveu infecção corneal, decorridos seis dias do 

tratamento local com morfina 0,5%. No mesmo período, quatro coelhos do grupo 

controle desenvolveram infecção corneal local. 
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4.1.2 Estesiometria 

Relativamente ao limiar de sensibilidade corneal basal, não se observou 

diferença estatística em qualquer dos períodos estudados, após a instilação de 

50µL de sulfato de morfina a 1% (p=1,00) (Figura 6).  
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Figura 6. Valores relativos ao limiar de sensibilidade corneal (g/mm2), nos 

grupos controle  e morfina, antes e após a instilação de 50µL de 
sulfato de morfina, na córnea de coelhos machos, adultos, da raça 
Nova Zelândia Branco. Jaboticabal, 2010.  

Teste Bonferroni (p =1,00). 

 

Resultados similares foram notificadas em córneas desinflamadas de 

cães e de ratos, após o uso do mesmo agente (STILES et al., 2003; WENK et 

al., 2003). Segundo Stiles et al. (2003), Wenk et al. (2003) e Wenk et al. (2006), 

para que a síntese de receptores opióides se intensifique, a instalação de uma 

injúria periférica, com subsequente liberação de citocinas, como a substância P, 

prostaglandinas e a expressão do peptídeo relacionado ao gene calcitonina 

devem estar presentes. A ausência de tais elementos, em concentrações 

adequadas, justifica a ineficácia do sulfato de morfina, que fora instilado 

localmente em olhos desinflamados. Em equinos, a instilação do opióide 

agonista kapa/antagonista mu, nalbufina 1%, também não exerceu qualquer 

efeito sobre o LSC, durante uma avaliação de 120 minutos (WOTMAN et al., 
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2010). Entretanto, a nalbufina 1% elevou o LSC em cães saudáveis, 30 minutos 

após sua instilação (AQUINO et al., 2005). A disparidade de tais resultados, 

relativamente ao uso da nalbufina 1% em diferentes espécies, pode ser atribuída 

ao condicionamento dos cães com a estesiometria depois de repetidas aferições 

(AQUINO et al., 2005). A afirmativa pode ser justificada, pelo fato de que em 

outro estudo, também conduzido em cães, a substância não exerceu qualquer 

efeito analgésico, antes ou após a confecção de ulceras corneais (CLARK et al., 

2009).  

No homem, a quantificação do limiar de sensibilidade corneal pode ser 

influenciada por diversos fatores como idade, ciclo hormonal, hora do dia, 

umidade, temperatura ambiente, coloração da íris, uso de lentes de contato, 

fármacos, cirurgias, doenças oculares como uveíte, glaucoma, ceratite herpética, 

ceratoconjuntivite seca, estesiômetro empregado e habilidade do investigador 

(BELMONTE et al., 2004). Em cães, diabete melitus, ciclofotocoagulação a laser 

e o glaucoma, elevam o limiar de sensibilidade corneal (WEIGT et al., 2002, 

CULLEN et al., 2005, BLOCKER et al., 2007). Mesmo que todos os coelhos 

utilizados no experimento eram machos saudáveis da mesma raça, idade, foram 

avaliados nos mesmos períodos e por um mesmo avaliador familiarizado como o 

procedimento, acredita-se que as situações acima expostas, não tenham 

influenciado, relativamente à obtenção do limiar de sensibilidade corneal. 

Todavia, ressalva-se que o estesiômetro de Cochet Bonnet, utilizado na 

presente pesquisa, avalia apenas 20% do contingente neuronal exposto, como 

explicado por outros (BELMONTE, 2004).  

Optou-se por se avaliar a região central da córnea, pois estudos prévios 

reportaram-se a ela, como a mais sensível em coelhos, bem como no homem, 

cães, gatos, cavalos e cobaios, por sua maior densidade neuronal (RÓZSA et 

al., 1982, GOOD et al., 2003, KAPS et al., 2003, TROST et al., 2007, KALF et 

al., 2008). Relativamente ao número de troncos nervosos presentes no estroma 

e ao limiar de sensibilidade, a córnea do homem se destaca (30 a 80 troncos 

nervosos), seguida pela de gatos (16 a 20 troncos nervosos), e de coelhos (12 a 

16 troncos), sendo a dos cães, a menos sensitiva (13-14 troncos) (MÜLLER et 

al., 2003).  

Decorridas seis horas das ceratectomias, os valores relativos ao limiar de 

sensibilidade corneal (g/mm2) do grupo controle (GC) não diferiram 
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significativamente dos grupo morfina (GM) (p=0,99), tampouco dos basais 

(p>0,05). Decorridas onze horas, os valores do GM se elevaram, em 88,67%, 

significativamente, em comparação aos do GC (p=0,01). Decorridos 24 horas 

das ceratectomias, até a reepitelização das córneas, os valores limiar de 

sensibilidade corneal do GM mantiveram-se sempre elevados, 

comparativamente aos valores do GC. Observou-se, significância estatística 

(p<0,05) às 72 e 96 horas (Figura 7).  
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Figura 7.  Valores relativos ao limiar de sensibilidade corneal (g/mm2) entre os 

olhos direito e esquerdo, nos grupos controle e morfina, em coelhos 
machos, adultos, da raça Nova Zelândia Branco, antes e decorridas 6, 
11, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas da realização da 
ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010.  

*Teste Bonferroni (p<0,05) 

 
 

Resultados similares foram reportados em cães acometidos por úlcera 

indolente e no homem com abrasões corneais pós-vitrectomia (PEYMAN et al., 

1994; MURPHY et al., 2001). Tais achados comprovam o resultado de 

pesquisas anteriores, ao mostrarem que, aproximadamente, 70% das fibras 

sensoriais da córnea são de origem polimodal, sendo sensibilizáveis pelo calor, 

irritantes externos e por mediadores químicos endógenos, como prótons, íons de 

potássio, prostaglandinas e outros metabólitos do ácido aracdônico, citocinas, 
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aminas e fatores de crescimento. Apenas 20% das fibras corneais respondam a 

forças mecânicas (BELMONTE et al., 2004). Estesiômetros que avaliem o LSC 

por outros mecanismos, que não o mecânico (gás, calor e frio), poderiam 

demonstrar alterações no LSC após as ceratectomias (BELMONTE et al., 2004). 

Apenas 11 horas após as ceratectomias, os pacientes tratados com 

morfina apresentaram analgesia corneal significativa, demonstrada pela 

elevação no LSC. Tais achados corroboram com os de outros autores, que 

admitem a necessidade de síntese de substância P e do peptídeo relacionado 

ao gene calcitonina para que a morfina exerça seus efeitos analgésicos (STILES 

et al., 2003; WENK et al., 2003).  

Em cães com úlceras superficiais criadas experimentalmente, o sulfato de 

morfina 1% elevou significativamente o LSC, apenas 48 horas após as 

intervenções (STILES et al., 2003). Em contrapartida, os mesmos autores 

observaram redução no blefarospasmo, 24 horas após as ceratectomias 

(STILES et al., 2003).  Em ratos, a instilação local de morfina propiciou efeito 

analgésico, 6 horas após abrasões corneais com nitrato de prata (WENK et al., 

2003). Não obstante, no estudo de Wenk et al. (2003), apenas o blefarospasmo 

foi quantificado após estimulação pela capsaicina. Em indivíduos acometidos por 

úlceras corneais pós-vitrectomia, demonstrou-se que o sulfato de morfina 0,5% 

produziu analgesia corneal, decorridos 20 minutos de sua aplicação (PEYMAN 

et al., 1994). Porém, não foi reportado, há quanto tempo os pacientes estavam 

sofrendo com as úlceras (PEYMAN et al., 1994). Outro estudo demonstrou que o 

agente utilizado na mesma concentração, reduziu em 50% os sinais de dor em 

pacientes submetidos à ceratectomia fotorefrativa, já no primeiro dia pós-

operatório (FAKTOROVICH & BASBAUM, 2010). A existência de receptores 

opióides mu e delta e de substância P na córnea de cães, ratos e do homem 

justifica tais achados (MURPHY et al., 2001; STILLES et al., 2003; ZÖLLNER et 

al., 2008). Não foram logrados os mesmos resultados após o uso local de 10µg 

de fentanil, em pacientes com ulceração corneal traumática (ZÖLLNER et al., 

2008). Os autores da pesquisa admitem que a dose de fentanil utilizada possa 

ter sido muito baixa, ou que o agente não foi eficaz, por sua alta liposolubilidade 

adentrando diretamente a câmara anterior (ZÖLLNER et al., 2008). A presença 

de receptores opióides na córnea de coelhos ainda não foi estudada, mas a 
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eficácia da morfina, observada 11 horas após as ceratectomias, sugere que tais 

receptores são sintetizados em córneas inflamadas. 

Acredita-se que o aumento na síntese de receptores não seja o único 

mecanismo pelo qual fármacos opióides tornem sua eficácia aumentada na 

inflamação (WENK et al., 2003). Na pele, novas proteínas, sintetizadas na raiz 

do gânglio dorsal, são transportadas a terminais periféricos no interregno de 

poucos dias. A aplicação local de agentes opióides em tecidos inflamados pode, 

todavia, controlar a hiperalgesia em poucas horas (CZLONKOWSKI et al., 1993; 

ANTONIJEVIC et al., 1995; ZHOU et al., 1998; WENK et al., 2003).  

Uma justificativa para que agentes opióides sejam eficazes em estágios 

precoces da inflamação, se deve ao tráfico de receptores opióides alojados em 

membranas terminais de axônios (WENK et al., 2003; 2006). Admite-se que 

leucócitos, terminais periféricos de alguns neurônios aferentes e o próprio filme 

lacrimal, possam ser responsáveis pelo transporte de receptores opióides em 

estruturas avasculares, como a córnea (WENK et al., 2003). Entretanto, o uso 

local de nalbufina 1%, após ceratectomias experimentais em cães, não ensejou 

analgesia corneal, o que se deve provavelmente, ao curto período de avaliação 

(seis horas) adotado pelos pesquisadores, ou a ausência de receptores opióides 

corneais do tipo kapa (CLARK et al., 2009). O uso local de morfina 1%, só foi 

eficaz em reduzir a hiperalgesia na córnea de cães, decorridos 48 horas do 

trauma cirúrgico (STILES et al., 2003).  

Na presente pesquisa, a morfina reduziu significativamente a dor corneal, 

durante quatro dias. Posteriormente, observou-se diminuição de 40% no limiar 

de sensibilidade corneal (LSC). Mesmo sem significância estatística, cinco dias 

após a ocorrênciaa das úlceras, os animais que receberam morfina ainda 

apresentavam o LSC 50% mais elevado que aqueles tratados com solução 

salina. Tolerância ao fármaco pode justificar o evento, que fora constatado ao 

quinto dia, relativamente a redução no LSC nos coelhos do grupo morfina. 

Sabe-se que a tolerância aos efeitos analgésicos da morfina 

desenvolvem-se rapidamente. Várias hipóteses são apontadas como 

responsáveis por esse fenômeno, incluindo a fosforilação de receptores opióides 

(por promover a alteraração da conformação dos receptores), a internalização ou 

a diminuição na síntese de receptores to tipo mu, a regulação positiva da via do 

AMP cíclico (um mecanismo contraregulatório aos efeitos dos opióides) e o 
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aumento na síntese de glicoproteína P (molécula relacionada ao efluxo e à 

resitência de fármacos) (AQUILANTE et al., 2000; KOCK & HÖLLT, 2008; 

OKURA et al., 2009; ROSHANPOUR et al., 2009). 

Em ratos tratados com morfina pela via oral (100mg/kg/dia), os efeitos 

antinociceptivos do fármaco contra o pinçamento da cauda, foram 

signifcativamente reduzidos três dias após o início da terapia (OKURA et al., 

2009). Outrossim, observou-se diminuição significativa na absorção intestinal de 

morfina ao quinto dia de uso contínuo do fármaco e que esse mecanismo foi 

mediado pela glicoproteína P (OKURA et al., 2009). Aquilante et al. (2000) 

reportaram que doses repetidas de morfina elevaram, em duas vezes, a 

expressão da glicoproteína P no cérebro de ratos e que o evento estava 

associado a uma diminuição nos efeitos antinociceptivos do fármaco.  

Além da morfina, outros agentes com ação farmacológica antineoplásica, 

ativiral, anti-inflamatória, assim como análogos das prostaglandinas são 

substratos para a glicoproteína P (TSUJI et al., 1992; TERAO et al., 1996; 

PERLOFF et al., 2001; HARIRARAN et al., 2009). O mecanismo exato envolvido 

no efluxo de fármacos, do meio intracelular, para o compartimento extraceluar é 

complexo e pouco compreendido (DEY  et al., 2003). No olho, a glicoproteína P 

se expressa no endotélio capilar e no epitélio pigmentar da retina, no epitélio 

ciliar não pigmentado, no músculo ciliar, no estroma da íris, no epitélio 

conjuntival e na cornea (DEY et al., 2003). Admite-se que esse mecanismo 

possa estar envolvido no evento relativo à diminuição do limiar de sensibilidade 

corneal observado nos coelhos tratados com morfina, haja vista que a 

glicoproteína P está presente em células corneais desta espécie (DEY  et al., 

2003). 
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4.2 Histologia  

 Cortes corados pela hematoxilina e eosina mostraram ausência de epitélio 

corneal sobre a área trepanada, do primeiro ao terceiro dia, em 100% dos animais 

estudados (Figura 8). Decorridos seis dias das ceratectomias, observou-se 

monocamada de células epiteliais recobrindo o estroma, em três de quatro olhos no 

GC e em dois de quatro olhos no GM. Aos nove dias, constatou-se estratificação 

epitelial na maior parte da região da ceratectomia, em ambos os grupos. Aos 12 

dias após as ceratectomias, foram observados estratificação do epitélio corneal e 

reorganização das lamelas do estroma em 100% dos animais de ambos os grupos 

(Figura 8). 

 O número de polimorfonucleares, linfócitos e plasmócitos foram 

observados de permeio à superfície estromal ulcerada e na região subepitelial, do 

primeiro ao terceiro dia da avaliação de forma discreta, em GC (1,00±0,40) e em 

GM (1,25±0,25), sem diferença significativa entre os grupos (p=0,06) (Figura 8). 

Ao sexto dia, apenas um animal do GC ainda apresentava infiltrado discreto 

(p=0,06). Dos nove aos 12 dias, não mais se observou infiltração de 

polimorfonucleares nas córneas do GC e do GM (p=0,06) (Figura 9).  



45 

 

 
Figura 8. Fotomicrografias de córneas de coelhos machos  adultos, da raça Nova 

Zelândia Branco, dos grupos controle (GC) e morfina (GM). Observar, 
ao primeiro dia, polimorfosnucleares na superfície estromal da região 
ulcerada (setas vasadas), assim como na região subepitelial (setas). 
Ao sexto dia, observa-se monocamada de células epiteliais (setas). Ao 
décimo segundo dia, observa-se estratificação do epitélio e 
reorganização das lamelas estromais, na superfície da área ulcerada. 
Jaboticabal, 2010. Hematoxilina e eosina. (Barra = 50µm). 

 
 
 
 



46 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

MorfinaControle

Tempo (dias)

In
fi

lt
ra

d
o

 i
n

fl
a
m

a
tó

ri
o

 (
e
s
c
o

re
 q

u
a
li

ta
ti

v
o

)

 

Figura 9. Valores relativos ao índice semi-quantitativo atribuído ao infiltrado 
inflamatório nos grupos controle e morfina, em córneas de coelhos 
machos, adultos, da raça Nova Zelândia Branco, decorridos 1, 3 , 6, 
9 e 12 dias da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010.  

Análise de variância de via única (p=0,06) 

 

Previamente à realização do estudo, apenas duas publicações mostraram 

resultados histologicos na córnea de animais tratados com solução local de 

morfina (STILES et al., 2003; WENK et al., 2003). Stiles et al. (2003) não 

reportaram aletarções teciduais significativas na córnea de cães que receberam 

morfina 0,5%, após ceratectomias. Apenas após a epitelização completa, os 

tecidos corneais foram processados à histologia e o número de células 

inflamatórias não foi quantificado (STILES et al., 2003). Wenk et al. (2003) 

obervaram diminuição significativa, quanto a infiltração de células inflamatórias 

na córnea de ratos tratados com morfina, quatro a 24 horas após abrasão com 

nitrato de prata, comparativamente aos ratos cujas córneas receberam solução 

salina (WENK et al., 2003).  

Em camundongos, lesões cutâneas tratadas localmente com morfina 

apresentaram reparação cicatricial retardada, pela redução na migração de 

leucócitos (MARTIN et al., 2010). O evento favoreceu a colonização e a 

disseminação sistêmica de bactérias inoculadas no sítio lesionado (MARTIN et 

al., 2010).Observou-se que a aplicação parenteral de morfina foi eficaz em 
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reduzir a expressão cutânea da interleucina-1 beta, da interleucina-6, do fator de 

necrose tumoral-alfa, assim como a infiltração local de neutrófilos, duas horas 

após a injeção de lipopolissacarídeos (CLARK et al., 2007). Estudos conduzidos 

no homem e em primatas mostraram que opióides suprimem a quimiotaxia e a 

migração de neutrófilos (LIU et al., 1992; CHOI et al., 1999).  

A infiltração de polimorfonucleares é necessária para que ocorra 

epitelização, após lesão corneal (GAN et al., 1999). Admite-se, que células 

inflamatórias, notadamente os neutrófilos, secretem fatores de crescimento, 

denominados trefonas, capazes de estimular o crescimento de fibroblastos. O 

infiltrado inflamatório exerce sua influência sobre as células residentes, através 

da secreção de citocinas, que coordenam a trama celular interativa durante a 

reparação cicatricial (GAN et al., 1999). Após lesão corneal, a migração de 

neutrófilos para o estroma ocorre em dois momentos. O primeiro é dependente 

de moléculas de adesão (P e E-selectina) e de CD18, e o segundo, apenas de 

moléculas de adesão, indicando que a migração precoce de leucócitos promova 

epitelização (LI et al., 2006).  

Nos coelhos do presente estudo, não se observaram alterações 

significativas no índice quali-quantitativo de células inflamatórias, entre os 

grupos, em qualquer dos períodos avaliados. O evento pode ser atribuído à 

natureza da lesão cirúrgica instituída, que no presente estudo foi menos 

agressiva, quando comparada à abrasão química com nitrato de prata utilizada 

na córnea de ratos (WENK et al., 2003). Ressalva-se, que a indiferença 

observada no quantitativo inflamatório entre os grupos aqui estudados, possa 

ser a responsável pelas indiferenças, quanto ao tempo de epitelização 

observado clinicamente (GAN et al., 1999; LI et al., 2006).  

 
4.3 Imunoistoquímica 

 No primeiro dia após as ceratectomias, observou-se imunomarcação da 

MMP-1 no interstício das células epiteliais, adjacentes ao leito ulcerado, assim 

como na porção superficial do estroma ulcerado, em cerca de 25% do campo 

microscópio examinado (Figuras 10 e 12), em ambos os grupos (p>0,05). No 

terceiro dia, imunomarcaçao de cerca de 40% do campo examinado nos animais 

do GC e, em cerca de 50%, nos do GM (p>0,05) (Figuras 11 e 12).  
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Figura 10.  Fotomicrografias de córneas de coelhos machos adultos, da raça Nova 

Zelândia Branco, dos grupos controle (GC) e morfina (GM), ilustrando a 
expressão da metaloproteinase-1 (MMP-1), 1 e 3 dias após as 
ceratectomias. Observar expressão da MMP-1 na superfície estromal 
da região ulcerada (setas brancas) e na região subepitelial adjacente 
ao leito ulcerado (setas amarelas). Conjugado Cy3 e 4'6'-diamidino-2-
fenilindol. Jaboticabal, 2010. (Barra = 20µm). 

 
 

No sexto dia, 80% da região de membrana basal e algumas células epiteliais 

recém formadas apresentaram-se marcadas para MMP-1 nos indicíduos do GC e, 

em cerca de 90% dos do GM (p>0,05) (Figuras 11 e 12). Do nono ao ao décimo 

segundo dia, o índice de imunomarcação decresceu de maneira similar, 

constatando-se, ainda imunomarcação de 25% da região superficial do estroma, de 

permeio à membrana basal do epitélio corneal, assim como no interstício de 

algumas células epiteliais, de forma pouco intensa, sem diferença entre os grupos 

(p>0,05) (Figuras 11 e 12).  
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Figura 11. Fotomicrografias de córneas de coelhos machos adultos, da raça Nova 

Zelândia Branco, dos grupos controle (GC) e morfina (GM), ilustrando 
a expressão da metaloproteinase-1 (MMP-1) 6, 9, e 12 dias após as 
ceratectomias. Observar ao sexto dia após as ceratectomias, 
expressão da MMP-1 na superfície estromal (setas brancas) e no 
epitélio corneal (setas amarelas). Ao décimo segundo dia, ainda 
observa-se a expressão da MMP-1, na região subepitelial (setas 
brancas) e no epitélio corneal (setas amarelas). Conjugado Cy3 e 4'6'-
diamidino-2-fenilindol. Jaboticabal, 2010. (Barra = 400µm). 
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Figura 12.  Valores atribuídos ao índice semi-quantitativo de imunomarcação, nos 
grupos controle e morfina, quanto a metaloproteinase-1, na córnea 
coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, decorridos 1, 
3, 6, 9 e 12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 
2010. 

Teste Bonferroni (p=1,00)  
 

No que concerne à MMP-9, tanto em GC quanto em GM, observou-se o 

mesmo padrão de marcação descrito para MMP-1, do primeiro ao terceiro dia de 

avaliação (p>0,05) (Figuras 13 e 15).  
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Figura 13. Fotomicrografias de córneas de coelhos machos adultos, da raça Nova 

Zelândia Branco, dos grupos controle (GC) e morfina (GM), ilustrando a 
expressão da metaloproteinase-9 (MMP-9), 1 e 3 dias após as 
ceratectomias. Observar expressão da MMP-9 na superfície estromal 
da região ulcerada (setas brancas) e na região subepitelial adjacente 
ao leito ulcerado (setas amarelas). Conjugado Cy3 e 4'6'-diamidino-2-
fenilindol. Jaboticabal, 2010. (Barra = 20µm). 

 

Aos seis dias, 80% da região do estroma superior se apresentava 

imumarcada para MMP-9 em ambos os grupos (p>0,05) (Figuras 14 e 15). O índice 

de imunomarcação atribuído à MMP-9 decresceu do nono ao décimo segundo dia, 

sendo que ainda, imunomarcação em 15% da região de estroma superficial 

previamente ulcerada pôde ser observada no GC e, em 25% do GM (p>0,05) 

(Figuras 14 e 15).  

 

 



52 

 

 
Figura 14. Fotomicrografias de córneas de coelhos machos adultos, da raça Nova 

Zelândia Branco, dos grupos controle (GC) e morfina (GM), ilustrando a 
expressão da metaloproteinase-9 (MMP-9), 6, 9, e 12 dias após as 
ceratectomias. Observar ao sexto dia após as ceratectomias, 
expressão da MMP-9 na superfície estromal (setas brancas) no epitélio 
(setas amarelas). Ao décimo segundo dia, ainda observa-se a 
expressão da MMP-9, na região subepitelial (setas brancas). 
Conjugado Cy3 e 4'6'-diamidino-2-fenilindol. Jaboticabal, 2010. (Barra = 
20µm). 
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Figura 15.  Valores atribuídos ao índice semi-quantitativo de imunomarcação, 
nos grupos controle e morfina, quanto a metaloproteinase-9, na 
córnea coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, 
decorridos 1, 3, 6, 9 e 12 dias da realização da ceratectomia lamelar. 
Jaboticabal, 2010. 

Teste Bonferroni (p=1,00)  

 
 

À similitude do que fora encontrado na presente pesquisa, estudos 

realizados em ratos, cão e no homem com córneas lesadas por ceratectomia 

encontrou-se o mesmo padrão de imunomarcação para MMP-1 e para MMP-9 

(FINI et al., 1996; YE  & AZAR, 1998; CARTER et al., 2008).Tais achados 

diferem dos achados de Mulholland et al. (2005), que descreveram 

imunomarcação de MMPs apenas na região subepitelial.  Admite-se, Mulholland 

et al. (2005) que no estudo de  houve a participação do inibidor de protease 

monensina, utilizado previamente a incubação dos anticorpos, e que fora 

empregado com o intuito de que apenas MMPs presentes no meio intracelular 

fossem marcadas pelos anticorpos.  

Identificou-se epitelização corneal ao sexto dia de avaliação, em 62% dos 

animais dos grupos controle e morfina. Mesmo assim, a MMP-1 e a MMP-9 se 

expressaram nos tecidos corneais, até o último período avaliado. Pela 

imunoistoquímica, não se observaram diferenças significativas, no índice de 

imunomarcação ambas MMPs avaliadas, em qualquer dos períodos estudados. 
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Não obstante, o índice de imunomarcação para a MMP-1, ao 3º, 6º, e 12º dias 

da avaliação foi discretamente mais elevado no estroma e no epitélio dos 

animais tratados com morfina; esses achados podem justificar os halos de maior 

diâmetro nos animais desse grupo.  Tais achados não se assemelham aos 

obtidos em outras pesquisas, em coelhos ceratectomizados, assim como em 

equinos e em cães acometidos por úlceras de córnea contaminadas pela 

Pseudomonas sp. (OLLIVIER et al, 2004; MULHOLLAND et al., 2005; WANG et 

al., 2008).  
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Relativamente ao colágeno do tipo IV, no primeiro dia da avaliação, 

constatou-se imunomarcação focal, em menos de 10% regiões da membrana 

basal da córnea não submetida à ceratectomia (10%) e em focos da membrna de 

Descemet, tanto em GC, quanto em GM (p>0,05) (Figuras 16 e 18). Ao terceiro 

dia, observou-se incremento de 30% na expressão do anticorpo na região 

subepitelial, migrando sobre o leito ulcerado, tanto no GC quanto GM (p>0,05) 

(Figuras 16 e 18). 

 

 
Figura 16. Fotomicrografias de córneas de coelhos machos adultos, da raça 

Nova Zelândia Branco, do grupo controle (GC) e morfina (GM), 
ilustrando a expressão do colágeno IV, 1 e 3 dias após as 
ceratectomias. No primeiro dia, nota-se imunomarcação do colágeno 
IV na região subepitelial (setas amarelas), assim como na 
membrana de Descemet (setas verdes); não há imunomarcação na 
região ulcerada (seta brancas). Ao terceiro dia, observa-se 
expressão do colágeno IV em região de membrana basal (setas 
amarelas) e adentrando o leito ulcerado (setas brancas). Conjugado 
Cy3 e 4'6'-diamidino-2-fenilindol. Jaboticabal, 2010. (Barra = 
200µm). 
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Fujikawa et al. (1984) observaram que córneas saudáveis de coelhos não 

expressam colágeno do tipo IV. Reportou-se que a membrana basal da córnea 

de coelhos saudáveis não expressam as frações alfa-1 e alfa-2 do colágeno do 

tipo IV, apenas a alfa-5 (KATO et al., 2006). No presente estudo, utilizou-se 

anticorpo monoclonal, com especificidade apenas para as cadeias alfa-1 e alfa-2 

do colágeno tipo IV. Kato et al. (2006) admitiram que após queimadura com 

álcali há substituição de constituintes da membrana basal na córnea de coelhos.  

A fração alfa-5 do colágeno tipo IV, responsável pela transparência corneal é 

substituída pelas frações alfa-1 e -2, que não se expressam em córneas 

saudáveis (Kato et al., 2006). Tais achados justificam o padrão de 

imunomarcação para o colágeno do tipo IV encontrado na presente pesquisa, 

que se expressou de maneira crescente ao longo dos perídos avaliados. Os 

achados aqui reportados, não corroboram com os de Fujikawa et al. (1984), que 

observaram expressão do colágeno do tipo IV, apenas 2 a 4 semanas após a 

confecção de ceratectomias lamelares em coelhos. Em nosso estudo, observou-

se expressão focal do colágeno do tipo IV, logo ao primeiro dia de avaliação, em 

alguns animais, apenas na região subepitelial adjacente ao leito ulcerado.  

Ao sexto dia, observou-se imunomarcação descontínua do colágeno do 

tipo IV, em mais de 50% da região da mebrana basal, sob o epitélio recém 

formado, em todos os animais do GC e do GM (p>0,05) (Figuras 17, 18  e 

Tabela 7). Dos nove aos 12 dias de avaliação, 75 a 95% da região da membrana 

basal apresentaram-se marcados para o colágeno tipo IV, sem diferença 

significativa entre os grupos (p>0,05) (Figuras 17, 18  e Tabela 7), sugerindo que 

o uso local de morfina não prejudicou a sua gênese.  
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  Figura 17. Fotomicrografias de córneas de coelhos machos  adultos, da raça 

Nova Zelândia Branco, do grupo controle (GC) e morfina (GM), 
ilustrando a expressão do colágeno IV, 6, 9 e 12 dias, após as 
ceratectomias. Ao sexto dia, nota-se imunomarcação do colágeno IV 
sob epitélio recém formado (setas). Doze dias após as ceratectomias, 
observa-se expressão intensa do colágeno IV, em  região de 
membrana basal (setas). Conjugado Cy3 e 4'6'-diamidino-2-fenilindol. 
Jaboticabal, 2010. (Barra = 20µm). 
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Figura 18. Valores atribuídos ao índice semi-quantitativo de imunomarcação, nos 
grupos controle e morfina, quanto colágeno tipo IV, na córnea coelhos 
machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, decorridos 1, 3, 6, 9 e 
12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010. 

Teste Bonferroni (p=1,00)  
 

 

Não se observou imunomarcação nos controles negativos. Outrossim, não 

se observou expressão de qualquer das MMPs estudadas, em córneas saudáveis. 

Relativamente à expressão do colágeno do tipo IV em córneas saudáveis, 

constatou-se imunomarcação focal, descontínua e irregular, na região das 

membranas basal e de Descemet (Figura 19). 

 
 

 
Figura 19. Tecidos corneais saudáveis de coelhos machos adultos, da raça Nova 

Zelândia Branco, incubados com os anticorpos anti-metaloproteinase-1 
(MMP-1), anti-metaloproteinase-9 (MMP-9) e anti-colágeno tipo IV. 
Observar ausência de marcação da MMP-1 e da MMP-9. Expressão 
focal e descontínua do colágeno do tipo IV, na mebrana basal (setas 
brancas) e na membrana de Descemet (setas amarelas). Jaboticabal, 
2010. Conjugado Cy3 e 4'6'-diamidino-2-fenilindol. (Barra = 20µm). 
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Os métodos empregados considerando as ponderações apresentadas 

anteriormente mostram porque em córneas saudáveis, apenas imunomarcação 

focal e irregular foi detectada em algumas regiões da membrana basal e na de 

Descemet. A não existência de imunomarcação, descrita em outros estudos, 

frente à marcação fraca e focal observada na presente pesquisa, pode ser 

atribuída à diferenças relacionadas à aos anticorpos utilizados. 

 
 
4.4 Zimografia 

 Apenas a forma latente e a ativa da metaloproteinase-2 (MMP-2) foram 

observadas nos animais saudáveis (Figura 20). Após as ceratectomias, a forma 

latente dessa enzima se elevou em ambos os grupos, de forma significativa, até 

o nono dia, relativamente aos demais períodos (p<0,001), sem diferença 

significativa entre os grupos (p>0,05) (Figuras 20 e 21). Todavia, ao sexto e ao 

décimo segundo dia, bandas de maior densidade da forma ativa da MMP-2, 

foram observadas nos coelhos do GM (p<0,001) (Figuras 20 e 22).  

 Relativamente à MMP-9 latente, bandas de maior densidade foram 

constatadas, aos três e seis dias após as ceratectomias, nos animais do GM, 

comparativamente aos do GC (p<0,001) (Figuras 20 e 23). Ao sexto dia, a forma 

ativa dessa enzima formou bandas de maior densidade nos coelhos do GM 

(p<0,001) (Figuras 20 e 24). Aos 12 dias, a atividade de ambas as formas da 

MMP-9 decresceram de forma significativa, em relação ao terceiro e ao sexto 

dia, no GM e no GC (p<0,001) (Figuras 20 e 24). 

 

 

Figura 20. Gel de poliacrilamida enriquecido com gelatina demonstrando bandas 
de metaloproteinases (MMPs) ativas e inativas, na córnea de 
coelhos machos adultos saudáveis (S), do grupo controle (C) e do 
grupo morfina (M), decorridos 1, 3, 6, 9 e 12 dias da ceratectomia 
lamelar. Jaboticabal, 2010. 
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A MMP-2 e a MMP-9 são as enzimas líticas mais estudadas no âmbito da 

oftalmologia veterinária (STRUBBE et al., 2000; OLLIVER et al., 2007; 

BOVELAND et al., 2010). Diversos estudos reportam que a MMP-2 é expressa, 

em pequenas quantidades, em tecidos saudáveis de ratos, de cães, de equinos 

e de coelhos (REVIGLIO et al., 2003a; CHANDLER et al., 2008; BOVELAND et 

al., 2010).  

Pela zimografia, bandas com peso molecular de 65 kDa (MMP-2 latente) 

foram identificadas na córnea de coelhos saudáveis no presente estudo. O 

achado demonstra a importância dessa enzima na remodelação tecidual 

fisiológica do tecido corneal. 
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Figura 21. Concentração de MMP-2 latente, nos grupos controle e morfina, na 
córnea coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, 
mensurada em géis de poliacrilamida, antes (dia 0) e após 1,3, 6, 9 e 
12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010. 

*Teste Bonferroni (p<0,001). 
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Figura 22. Concentração de MMP-2 ativa, nos grupos controle e morfina, na  

córnea coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, 
mensurada em géis de poliacrilamida, antes (dia 0) e após 1,3, 6, 9 
e 12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010. 

*Teste Bonferroni (p<0,001) 
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Figura 23.  Concentração de MMP-9 latente, nos grupos controle e morfina, na 
córnea coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, 
mensurada em géis de poliacrilamida, antes (dia 0) e após 1,3, 6, 9 
e 12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010. 

*Teste Bonferroni (p<0,001) 
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Figura 24. Concentração de MMP-9 ativa,nos grupos controle e morfina,  na 
córnea coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, 
mensurada em géis de poliacrilamida, antes (dia 0) e após 1,3, 6, 9 e 
12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 2010. 

*Teste Bonferroni (p<0,001) 
 
 
 

Três e seis dias após a confecção das lesões observaram-se bandas de 

maior densidade para a forma latente e para a forma ativa da MMP-9, assim 

como para a forma ativa da MMP-2, ao sexto e ao décimo segundo dia, nos 

animais tratados com morfina. Tais achados confirmam o que fora discutido 

previamente, relativamente aos halos de maior diâmetro, observados nos 

coelhos tratados com morfina. 

Relativamente à expressão da MMP-9, os resultados obtidos à zimografia 

divergem daqueles demonstrados à imunoistoquímica, onde não se observaram 

diferenças significativas entre os grupos. Essa divergência de resultados pode 

ser explicada pelo fato de que na imunoistoquímica, ambas as formas, latente e 

ativa são reconhecidas pelo anticorpo anti-MMP-9. Ademais, na presente 

pesquisa, a expressão dessa enzima foi quantificada de acordo com a extensão 

de imunomarcação no tecido de forma quali-quantitativa. Dessa forma, admite-

se ser mais fidedigno quantificar a atividade de MMPs pela zimografia, que pela 

imunoistoquímica, visto que a primeira metodologia separa as formas ativa e 

inativa dessas enzimas em bandas, permitindo mensurar a atividade de forma 

numérica (BOVELAND et al., 2010).  
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Quantificação da MMP-1 pode também ser feita pela técnica de 

zimografia, através da substituição da gelatina presente no gel de poliacrilamida, 

pela caseína (SNOEK-van BEURDEN & VON den HOFF, 2005). Não obstante, 

essa técnica é bem menos sensível que aquela feita com gelatina, além de 

permitir que as bandas formadas, migrem para a periferia do gel, dificultando a 

sua quantificação (SONEK-van BEURDEN & VON den HOFF, 2005). Na 

presente pesquisa, tentou-se quantificar a atividade da MMP-1 pela técnica de 

ELISA. Todavia, não foram logrados resultados fidedignos, pois as córneas 

ulceradas apresentaram a mesma a densidade óptica das córneas saudáveis.  

Como na imunoistoquímica, pela zimografia observou-se redução das 

atividades latente e ativa da MMP-9 aos 12 dias. Os achados sugerem que 

inibidores teciduais de metaloproteinases controlaram a degradação excessiva 

da matrix extracelular em córneas ceratectomizadas. No mesmo período, 

entretanto, as formas latente e ativa da MMP-2, ainda eram observadas, 

ratificando a importância da enzima na reparação tecidual tardia, mesmo na 

ausência de lesão tecidual (MULHOLLAND et al., 2005). Demonstrou-se que 

metaloproteinases podem permanecer ativas por vários anos na córnea de seres 

humanos submetidos à cirurgias refrativas e estão associadas com  baixo índice 

de complicações (FOURNIÉ  et al., 2008). 

 

 
4.5 Imunoensaio ligado à enzima (ELISA)  

Observou-se entre os grupos, ao 1º dia de avaliação, redução não 

significativa de 62,32% (GC) e de 46,23% (GM) nos níveis de IL-10, 

comparativamente às córneas saudáveis (p=0.10) (Figura 25). Embora tenha se 

observado tendência de retorno aos valores basais, ao 12º dia, não se verificou 

significância estatítica entre os grupos, em qualquer dos períodos avaliados 

(Figura 25). 
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Figura 25. Concentração de Interleucina-10 (IL-10) (nanograma de IL-
10/micrograma de tecido), nos grupos controle e morfina, na 
córnea coelhos machos adultos, da raça Nova Zelândia Branco, 
mensurada em géis de poliacrilamida, antes (dia 0) e após 1, 3, 6, 
9 e 12 dias da realização da ceratectomia lamelar. Jaboticabal, 
2010. 

Analise de Variância de Via Única (p=0,10). 

 
Reconhece-se a IL-10 como a principal citocina antiinflamatória e 

homeostática (CAO et al., 2002; CRUZ et al., 2007; OH et al., 2008).  Admite-se 

que sua expressão encontra-se elevada em córneas em reparação, onde o 

controle da inflamação é mais eficaz (CAO et al., 2002; CRUZ et al., 2007; OH et 

al., 2008). Demonstrou-se que a IL-10 estimula a síntese de inibidores teciduais 

de MMPs no tecido subcutâneo (YE et al., 2010). Em baixas concentrações, a 

instilação corneal de IL-10, estimula a reepitelização corneal (CARRINGTON et 

al., 2006).  

Reportou-se que o fator de crescimento e transformação beta e a IL-1 

atuam em conjunto, favorecendo a expressão de MMP-9 em córneas de coelhos 

(GORDON et al., 2009). Outro estudo também demonstrou que a IL-10 

apresenta efeito oposto ao fator de crescimento e transformação beta, no que 

tange a reparação corneal (CARRINGTON et al., 2006). Relativamente aos 

níveis de IL-10, mesmo que sem significância estatística, os resultados 
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mostraram que os níveis corneais dessa citocina foram menores do primeiro ao 

sexto dias, retornando a valores próximos do das córneas saudáveis, ao décimo 

segundo dia. Supõe-se que ocorreu consumo dessa citocina, no intuito de 

bloquear a expressão de outras citocinas inflamatórias envolvidas na sinalização 

da MMP-9, uma vez que córneas em processo de reparação apresentam 

expressão gênica aumentada para receptores de IL-10 (CAO et al., 2002; 

GORDON et al, 2009,  YE et al., 2010). Tais resultados sugerem que, a despeito 

do tratamento instituído, as córneas de ambos os grupos tenderam a 

restabelecer a sua homeostase. 

 

6. CONCLUSÃO 

Com base nos resultados obtidos com a pesquisa, na forma como ela fora 

concebida, é factível admitir que o sulfato de morfina 1% promoveu analgesia 

por até quatro dias, pós ceratectomias, sem retardar a epitelização corneal. A 

elevação do quantitativo das metaloproteinases-1, -2 e -9, em córneas tratadas 

com morfina 1%, não contraindica o seu uso, uma vez que os níveis teciduais 

dessas enzimas e da IL-10 tenderam a se normalizar ao final do estudo.  A 

expressão do colágeno IV na membrana basal de ambos os grupos, permite 

também admitir que, com cautela, a morfina 1% sem preservativo poderia ser 

utilizada após ceratectomia lamelar. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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