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EFEITOS DA INSTILACAO DE MORFINA NA INFLAMACAO OCULAR
INDUZIDA EXPERIMENTALMENTE EM COELHOS.

RESUMO - Avaliou-se o efeito da instilacdo local de morfina 1% sobre a
expressdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), da interleucina-1 beta
(IL-1beta), da prostaglandina E2 (PGE2) e da mieloperoxidase (MPO) e a
turbidez do humor aquoso (flaremetria a laser) em olhos de coelhos com uveite
induzida por injecdo intravitrea de endotoxina. Empregou-se 30 leporinos da
raca Nova Zelandia Branco, separados em 5 grupos (n=6), a saber : basal,
grupo controle (GC), grupo morfina (GM), grupo naloxona (GN), grupo morfina-
naloxona (GMN). Sob anestesia dissociativa, injetou-se 0,1 mL, contendo 0,2
Hg de endotoxina (parede celular de Salmonella typhimurium), na camara vitrea
do olho direito de cada animal para a inducdo da uveite experimental. Para a
avaliacdo, realizou-se a flaremetria a “laser” antes da injecdo intravitrea de
endotoxina (basal), e as 10 e 20 horas da inducdo da uveites, ocasidao em que
os olhos tratados foram enucleados para a quantificagdo do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa), da interleucina-1 beta (IL-lbeta), da mieloperoxidase
(MPO) e da prostaglandina E2 (PGEZ2) por ELISA. Os dados foram analisados
estatisticamente, quanto contagem de fétons no humor aquoso (flaremetria a
“‘laser”), aplicando-se analise de variancia ndo paramétrica de Friedman,
seguida do “post hoc test” de Dunn, ao nivel minimo de significancia de p>0,05
e quanto a quantificacdo das citocinas, utilizando-se Analise de Variancia de
via Unica, seguida pelo teste de Tukey, nas avaliacbes entre grupos.
Considerou-se o nivel minimo de significancia p<0,05. Observou-se, ap0s a
inducdo da uveite, elevacdo significativa no nivel TNF-alfa e IL-1beta,
comparativamente aos olhos basais (p<0,05) em todos os tratamentos
estudados (GC, GM, GN, GMN). A atividade da MPO apresentou uma elevacéao
nao significativa apds a indugdo da uveite. Os niveis dessas citocinas entre o0s
grupos apresentaram-se similares, exceto na quantificacdo da PGE2, o qual
apresentou variacdo significativa entre os grupos GM e GNM (p<0,05). Com
base nos resultados obtidos, considerando a maneira como a pesquisa fora
concebida e as injuncdes do meio onde fora realizada, € possivel admitir que a
morfina ndo ofereceu acdo anti-inflamatdria sobre a expressédo de citocinas e
de mediadores inflamatérios estudados, quando utilizada localmente, por
instilacdo, em olhos de leporinos da raca Nova Zelandia Branco, com uveite
induzida por injecao intravitrea de endotoxinas.

Palavras - chave: citocinas, coelho, flaremetria a “laser”, morfina, naloxona,
uveite



EFFECTS OF MORPHINE INSTILLATION OCULAR INFLAMMATION
INDUCED IN RABBITS EXPERIMENTALLY.

ABSTRACT - To evaluate the effects of instillation of morphine 1% on the
expression of tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha), interleukin-1 beta (IL-
lbeta), prostaglandin E2 (PGEZ2) and myeloperoxidase (MPO) and the turbidity
of aqueous humor (laser flaremetry) in the eyes of rabbits with uveitis induced
by intravitreal injection of endotoxin. Were used 30 New Zealand White rabbits,
separated into 5 groups (n = 6), as follows: healthy control group (CG),
morphine group (GM), naloxone group (GN), morphine-naloxone group (GMN).
Under dissociative anesthesia it was injected 0.1 mL containing 0.2 mg of
endotoxin (cell wall of Salmonella typhimurium) in the vitreous of the right eye of
each animal to induce experimental uveitis. For the evaluation, it was used laser
flarimetry before intravitreal injection of endotoxin (baseline) and at 10 and 20
hours after the induction of uveitis, at which time the treated eyes were
enucleated for the quantification of tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha),
interleukin-1 beta (IL-1beta), mieloperoxidase (MPO) and prostaglandin E2
(PGE2) by ELISA. The data were treated statistically, the photon count in the
aqueous humor (laser flarimetry), applying Friedman’s nonparametric two-way
analyses of variance test, then the Dunn’s "post hoc test", the minimum level of
significance was p> 0.05 and for quantification of cytokines using ANOVA one-
way followed by Tukey test in ratings between groups. Considered the minimum
level of significance p <0.05. It was observed after induction of uveitis,
significant increase in the level of TNF-alpha and IL-1beta compared to baseline
eyes (p <0.05) in all treatments (GC, GM, GN, GMN). The MPO activity showed
a nonsignificant increase after induction of uveitis. The levels of these cytokines
between groups presented similar except in the quantification of PGE2, which
showed significant variation between groups GM and GNM (p <0,05). Based on
the results, considering the way the research was designed and the injunctions
of where it carried out, it is possible to admit that morphine did not offer anti-
inflammatory action on the expression of cytokines and inflammatory mediators
studied, when use locally, by instillation into the eyes of New Zealand White
rabbits with uveitis induced by intravitreal injection of endotoxin.

Keywords:cytokines, rabbit, flaremetria "laser”, morphine, naloxone, uveitis
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1. INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

O olho é constituido pelas tunicas fibrosa, vascular e nervosa (GUM, 1999). O
trato uveal corresponde a por¢ao vascular do bulbo do olho, sendo formado pela iris,
corpo ciliar (Uvea anterior) e coroide (Uvea posterior). A Gvea é responsavel pela
drenagem linfatica e é participe da manutencdo da homeostasia ocular (TEIXEIRA et
al., 2009).

Define-se uveite como a inflamacéo do trato uveal. A condicdo cursa com a
maioria das doencas intraoculares, por ser a Uvea vascularizada e contigua a outras
estruturas do olho (COLLINS e MOORE, 1999). Os fatores causais podem ser
exdgenos, por trauma direto ou decorrente de cirurgias intraoculares. Podem,
outrossim, ser secundarios a ceratites ou a esclerites (van der WOERDT, 2001), a
infecgdes (COLLINS e MOORE, 1999; MASSA et al., 2002; HONSHO et al., 2003;
ORIA et al., 2004; BRITO et al., 2006), imunomediados (HONSHO et al., 2002;
DENIS et al., 2003; GODOQY et al., 2004; LAUS et al., 2004; CARTER et al., 2005)
ou, ainda, a neoplasias (MASSA et al., 2002).

A inflamacao da Uvea anterior resulta na reducao da secrecao ativa do humor
aquoso (SLATTER, 2005). Uveites cursam com aumento da permeabilidade
vascular e a participacdo direta de mediadores inflamatérios. A resposta aguda
inicia-se com liberacdo de histamina e é mantida por mediadores como serotonina,
plasmina, prostaglandinas e leucotrienos (TEIXEIRA et al., 2009). Dor, hiperemia
conjuntival e injecdo episcleral sdo considerados comuns (SLATTER, 2005).

O desequilibrio entre proteinas e células na camara anterior, associado a
outros eventos clinicos, como presséo intraocular diminuida e miose, podem resultar
em sequelas, incluindo sinéquias, catarata, glaucoma, endoftalmite e phthisis bulbi
(GELATT e GELATT, 2001; van der WOERDT et al., 2001).

O diagnéstico da inflamacdo ocular é basicamente clinico e leva em
consideracao sinais como turbidez do humor aquoso ou “flare”, dilatacdo retardada
ou incompleta da pupila apos instilacdo de cicloplégicos e hipotensdo ocular.
Faculta-se a quantificagéo do “flare”, ndo obstante a sua importancia (LEASURE et
al., 2001).

O flarimetro a “laser” foi desenvolvido para possibilitar a quantificagdo nao
invasiva da turbidez do humor aquoso (SAWA et al., 1990). A contagem de fétons

pela flaremetria a “laser” é factivel na determinacdo da eficacia de diferentes anti-



inflamatorios utilizados em cées e em gatos, por apresentar forte correlagdo com a
concentracéo de proteina total do humor agquoso (KROHNE et al., 1998; RANKIN et
al., 2011).

Citocinas sao proteinas que agem no sistema imune, direcionando leucocitos
para os sitios de inflamacao. Nas doencas oftdlmicas, o papel das citocinas tem sido
objeto de estudos (GONCALVEZ et al., 2007). Elas podem ser separadas em duas
categorias, dependendo de como sdo expressas, em constitutivas e em induzidas.
As constitutivas sdo produzidas em diferentes tecidos e recrutam leucdcitos,
notadamente linfécitos. As citocinas induzidas (ou inflamatérias) sdo produzidas por
diferentes células, em resposta a estimulos inflamatoérios. Elas recrutam leucdcitos
para os sitios da inflamacdo (GONCALVEZ et al., 2007). A regulacdo dos eventos é
dependente do equilibrio entre citocinas pro- e anti-inflamatérias. As dltimas séo
detectaveis em individuos normais e as pro-inflamatérias apenas agem localmente
em tecidos inflamados, sendo detectavel em baixas concentracdes em células
saudaveis (MOURA et al.,2001).

O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) é sintetizado por mondcitos, por
macrofagos, por neutrdfilos, por mastocitos e por linfécitos T. No curso da
inflamacéo, ele modula a infiltracdo de leucécitos, por favorecer a sintese de
moléculas de adesédo, de maturacao e de manutencao de células dendriticas (OOl et
al., 2006). Ademais, ele atua na ativacdo de macréfagos e direciona a resposta de
linfécitos T auxiliar -1 (OOl et al., 2006). Reportou-se elevacdo na expressao génica
de TNF-a em uveites anteriores imunomediadas e que tal mantinha correlagdo com
0 pico da inflamagdo (de KOSAK e VERWAERDE, 2002). Pinard et al. (2011)
observaram um aumento nao significativo estatisticamente na concentracdo de TNF-
a no humor aquoso de cées, apoés a realizacao de paracentese. Em facectomias, por
exemplo, a sua expressdo encontra-se aumentada, decorridas 18 horas da cirurgia
(TU et al., 2007).

As interleucinas-1a e -13 constituem a citocina pleiotropica IL-1. A despeito de
possuirem receptor proprio, sabe-se que h& ligagdo inespecifica com outros
receptores. As IL-1a e IL-1[3 s&do citocinas pro-inflamatérias, predominantemente
derivadas de macrofagos ativados e, em menor quantitativo, de linfocitos B e de
células endoteliais. A elevacao nos niveis de IL-1 no humor aquoso mantém relacao
com niveis de metaloproteinases (EI-SHABRAWI et al., 2000). Pinard et al. (2011)



constataram que TNF-a, NOS-2 e a metaloproteinase- 3 e 9 permaneceram com
niveis ndo detectaveis por ELISA ap0s a realizacdo da paracentese.

As prostaglandinas (PGs) constituem-se nos mediadores quimicos mais
referenciados, relativamente a inflamacdo intraocular (DIZIEZYC et al.,, 1992;
RIBEIRO et al., 2009; PINARD et al., 2011; GILMOUR e PAYTON, 2012). Doencgas
infecciosas, catarata, traumatismo, cirurgias oftalmicas, neoplasias e muitas outras
condicbes ensejam a quebra da barreira hematoaquosa e a sintese de PGs
(TEIXEIRA et al., 2009). Como a maioria dos eicosandides, elas ndo se encontram
pré-formadas. Quando as células sdo ativadas ou o acido araquidonico é liberado da
parede celular, as PGs sao sintetizadas a partir das ciclo-oxigenases-1 e -2 e
lancadas no espaco extracelular (COLLINS & MOORE, 1999). Ribeiro et al. (2009);
Gilmour e Payton, (2012) reportaram que, em caes, a quantificacdo da inflamacéo
intraocular é factivel pela quantificacdo da PGE..

Ha décadas os opidides sdo utilizados parenteralmente como analgésicos.
Eles se ligam a receptores enddgenos induzindo a efeitos antinociceptivos no
sistema nervoso central. Dados sugerem que a sua aplicacdo local pode suscitar
analgesia, por via neuroimune, dada a existéncia de receptores opidides em tecidos
periféricos (STEIN et al., 1988; STEIN et al., 1989; WENK e HONDA, 1999; STILES
et al., 2003; WENK et al., 2003; RIBEIRO et al., 2012). Eles sdo encontrados em
pequeno quantitativo nos tecidos saudaveis e para que a sua sintese se intensifique,
a inflamacéo deve estar presente (STILES et al., 2003; WENK et al., 2003).

Wenk et al. (2003) demonstraram que a morfina atenuou a infiltragdo de
leucécitos, quando foi instilada em cérneas ulceradas de ratos. Em pesquisa
realizada por Clark et al. (2007), observou-se que a aplicacdo parenteral de morfina
foi eficaz em reduzir a expressao cutanea da interleucina-1 beta, da interleucina-6 e
do fator de necrose tumoral-alfa, assim como a infiltragdo local de neutrdfilos
(CLARK et al., 2007). Estudos conduzidos no homem e em primatas mostraram que
opibides suprimem a quimiotaxia e a migracao de neutrofilos (LIU et al., 1992; CHOI
et al., 1999). Reconhece-se que eles interferem com a imunidade adaptativa
(PRUETT et al., 1992).

Dortch-Canes e Russel (2007) observaram que a instilacdo de morfina
reduziu a PIO em coelhos saudaveis e que o evento se deu por 5 minutos. Mostrou-
se ativacdo de receptores mu e liberacdo de Oxido nitrico na iris, ensejando

dilatacdo vascular e aumento na paténcia da drenagem uveoescleral ( DORTCH-



CANES e RUSSEL (2009). Reportou-se que a injec¢do intravitrea de morfina
protegeu células retinianas de ratos em modelos de isquemia e de reperfusédo
(RIAZI-ESFAHANI et al., 2009). Husain et al. (2011) mostraram que a morfina
reduziu niveis de TNF-a na retina, apos injuria produzida por aumento da pressao
intraocular.

A aplicagéo intra-articular de morfina foi capaz de reduzir niveis de PGE,, de
bradicinina e de leucécitos em equinos com sinovite experimental (van LOON et al.,
2010); no mesmo estudo, a injecdo intra-articular de morfina foi mais eficaz,
comparativamente a aplicacao sistémica, no controle da inflamacdo (LINDEGAARD
et al.,, 2010). No ambito da oftalmologia, os efeitos da morfina sobre a PGE; ainda
nao foram esclarecidos em sua completude.

A naloxona € um antagonista opidide ndo seletivo que pode ser utilizado para
reverter a acdo da morfina, um agonista opiodide seletivo de receptores opidides do
tipo 3 (STAGNI, 2010). Seus efeitos, todavia, ndo sao significantes, quando
administrado a pacientes nao pré-tratados com opiodides. Metabolizada no figado,
sua meia-vida de eliminacéo é de, aproximadamente, uma hora (GOZZANI, 1994).

Relativamente aos métodos aplicados em oftalmologia experimental, para
inducdo da inflamacdo intraocular, elenca-se a injecdo intravitrea de
lipopolissacarideos (YANG et al.,, 1996, ISHIDA et. al. 2010, KANAI et.al 2010,
WANG et al. 2011, XU et al., 2010). A infiltracdo de células inflamatorias tem inicio
decorridas quatro horas da injecdo e 0 seu maximo é atingido entre 18 e 24 horas da
sua aplicacao (YANG et al., 1996).

2. JUSTIFICATIVA

Considerando-se que o uso local de opibides, notadamente da morfina, vem
sendo praticado com o intuito de se controlar a dor em ceratites ulcerativas
(RIBEIRO et al.,, 2012), indagou-se sobre as eventuais intercorréncias da sua
utiizacdo, quanto a estabilidade da barreira hematoaquosa. Pesquisas
demonstraram que a morfina inibiu a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias apés
incisdes cutaneas e que ela diminui a infiltracdo de leucocitos em corneas ulceradas
com nitrato de prata (WENK et al., 2003; CLARK et al., 2007). Ademais, que ela

elevou o quantitativo de metaloproteinases, sem alterar os niveis de interleucina-10,



em cérneas que passaram por ceratectomia lamelar (RIBEIRO et al., 2012). A
administragao intraperitoneal de morfina em ratos com hipertenséo ocular induzida
protegeu células ganglionares da retina pela inibicdo da producdo de TNF-a.
(HUSAIN et al. 2012). Estudos prévios realizados pela equipe executora deste
projeto mostraram, empregando-se a flarimetria a “laser”, que, apds paracentese da
camara anterior, a morfina elevou o quantitativo de proteinas do humor aquoso
(KOBASHIGAWA et al.,2012).

Em face do exposto e considerando-se que a morfina ensejou analgesia em
ceratites ulcerativas e no poés-operatorio de cirurgias refrativas, condi¢cdes que
cursam com a quebra da barreira hematoaquosa e consequente elevacdo na
expressdo de citocinas e de outros mediadores inflamatorios, estudaram-se os
efeitos da substancia em olhos de coelhos com uveite induzida por injecéo

intravitrea de endotoxinas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar - se o efeito anti-inflamatério da morfina 1%, em instilacao local sobre
uveite induzida em coelhos da raca Nova Zelandia Branco.

3.2 Objetivos especificos

Estudarem-se a turbidez do humor aquoso (flaremetria a “laser’) e a
quantificacdo do TNF-a, da IL-113, da PGE; e da mieloperoxidase (MPO), em olhos
de coelhos da raca Nova Zelandia Branco com uveite induzida pela injecéo

intravitrea de LPS, tratados com morfina 1%.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS



O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - UNESP — Campus de Jaboticabal,
em reunido ordinaria de cinco de janeiro de 2011, sob o protocolo 014274/11.
Cuidados bioéticos, relativamente as normas da Association for Research in Vision
and Ophthalmology - ARVO (National Institutes of Health Publications No 85-23:
Revised 1985), foram obedecidos, consoante com o cddigo de NUREMBERG
(GOLDIM, 1995).

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 30 animais da espécie leporina (Oryctolagus cuniculus —
LILLGEBORG, 1974), da raca Nova Zelandia Branco, adultos, com peso médio de
3,0kg, sendo 18 machos. No curso da investigacdo, eles foram mantidos em
ambiente ventilado, individualmente, em gaiolas apropriadas, limpas e higienizadas,
com dieta a base de racdo comercial e de agua potavel “ad libitum”.

Realizou-se o teste da lagrima de Schirmer', a biomicroscopia com luz em
fenda?, a tonometria de aplanacdo®, a oftalmoscopia binocular indireta* e a prova de
tingimento pela fluoresceina®. Utilizaram-se apenas individuos sem alteracdes

oculares e em aparente estado de higidez sistémica.

4.3 Procedimentos Anestésicos
Empregou-se anestesia dissociativa com cetamina®, na dose de 50mg/kg, em
associacdo com xilazina’, na dose de 10mg/kg, pela via intramuscular e a instilacdo

local de colirio anestésico®, para realizar a injecao intravitrea.

4.4 Uveite experimental
Injetou-se, na camara vitrea do olho direito, pela via “pars plana”, a

aproximadamente 3,5 mm do limbo esclerocorneal, 0,1mL de uma solucao contendo

! Teste de Schirmer®, Ophthalmos — S&o Paulo — SP

% Portable SL 14®, Kowa — Japan

3 Tonopen XL®, Mentor 0&0 — Norwell

4 Oftalmoscépio binocular indireto OHC®, Eye Tec — S&o Carlos — SP
® Fluoresceina Strips®, Ophthalmos — S&o Paulo — SP

® Ketamina Agener 10% (Agener Unido, S&o Paulo-SP)

’ Dopaser (Hertape Calier- Juatuba - MG)

8 Anestésico® ( Allercan, Guarulhos- SP)



0,2 pg de endotoxina (parede celular de Salmonella typhimurium) °. Empregaram-se
agulha (0,25X0,7mm) e seringa de 1ml (baseado em YANG et al.,1996).

4.5 Flaremetria a “laser”
A quantificacdo da turbidez do humor aquoso foi realizada empregando-se a

flaremetria a “laser”°

, estando os animais sob anestesia dissociativa (vide item 4.3).
Posicionou-se a pupila no feixe de luz relativo a janela principal do equipamento. O
feixe de “laser” incidido acima e abaixo da janela de mensuracao resultou no sinal de
“flare”, fornecido pelo equipamento em dispersdo de fétons. Em cada individuo e em
cada periodo avaliado, trés repeticbes foram realizadas para obtencdo da média
guanto aos valores de fotons contabilizados. As avaliacbes ocorreram antes da

inducéo da uveite (basal) e decorridas 10 e 20 horas do insulto inflamatdério.

4.6 Grupos Experimentais e Protocolos Terapéuticos

Quatro grupos (n=6) foram concebidos, grupo controle (GC), grupo morfina
(GM), naloxona (GN), morfina-naloxona (GMN). Olhos com uveite induzida
receberam uma gota de solucao salina 0,9% (GC), ou de morfina 1% (GM), ou de
naloxona 1% (GN), ou de morfina e naloxona (GMN), imediatamente a inducédo da
inflamacédo, e a intervalos regulares de duas horas, totalizando dez aplicacfes.
SolucBes oftdlmicas de sulfato de morfina®™ a 1% e de naloxona 1% sem
conservante foram manipuladas industrialmente por fabricante autorizado. O pH foi
ajustado em 6,0, pela adicdo de acido cloridrico, para se evitar a precipitacdo do sal,
e de hidroxido de sédio.

Avaliaram—se qualiquantitativamente os sinais clinicos inespecificos da uveite,
tais como, o blefaroespasmo, a hiperemia conjuntival, a secrecdo e a quemose (0=
ausente, 1= leve, 2= moderada, 3= servera)(TOWNSEND, 2008).

Decorridas 20 horas, os coelhos foram novamente anestesiados (vide item

4.3), para posterior enucleacdo subconjuntival do olho direito de cada individuo e

° L 6511 (Sigma Chemical Co.; St. Louis, MO)

1% Kowa FC-600°, Kowa, Jap&o

1 Solugso oftalmica experimental de morfina a 1% sem preservativo, Cristalia, Campinas, SP.
12 Solugaio oftalmica experimental de naloxona a 1% sem preservativo, Cristalia, Campinas, SP.



realizacdo da eutanasia ativa. Ato continuo, a iris e o corpo ciliar foram colhidos (fig.
1), acondicionados em tubos de criogenia e preservados a -80° C, para a
quantificacdo do TNF-a, de IL-1, da PGE; e do MPO, por imunoensaio enzimatico
(ELISA).

Figura 1. Imagem fotografica ilustrando a sequéncia de eventos apés a enucleacdo do
olho direito de coelhos da raca Nova Zelandia Branco. Em A, seccao da
esclera para retirada do botdo cérneoescleral;, em B, botdo corneoescleral;
em C, separacédo da iris e do corpo ciliar por tracdo; em D iris e corpo ciliar
em condi¢Bes de acondicionamento. Jaboticabal,SP, Brasil, 2013.

4.7 Imunoensaio enziméatico (ELISA).

Visando - se a determinacdo da TNF-a, da IL-13, da PGE, e da MPO, as
amostras colhidas foram submetidas a imunoensaio ligado a enzima. Para tal, elas
foram descongeladas a temperatura ambiente e pesadas, padronizando-se o
quantitativo de 100 pg (£2 pg). Elas foram suspensas em um ml de solucdo tampéo
Fosfato Salino (PBS) com inibidor de protease, maceradas, homogeneizadas e
centrifugadas a 900 rpm por dez minutos. Ato continuo, foram processadas

seguindo-se as recomendacdes dos fabricantes.

4.7.1 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) **

Adicionaram-se 100uL da amostra em pocos (em duplicata) e incubaram-se
as placas durante duas horas a temperatura de 37 °C. Em seguida, adicionaram - se
100 pL do reagente de deteccdo A, incubando-se a placa a 37° C por uma hora.
Posteriormente, as placas foram lavadas por trés vezes e secas. Posteriormente,

100puL do reagente de deteccdo B foram adicionados e procedeu-se a incubacéo por

13 Enzyme-linked Immunosorbent Assay kit, For Rabbit Tumor Necrosis Factor Alpha (TNFa), Uscn Life
Science Inc, China



30 minutos a uma temperatura de 37 °C. Outras cinco lavagens foram realizadas.
Apés secas, 90uL da solugdo substrato foram adicionados, incubando-se por,
aproximadamente, 15 a 25 minutos a 37 °C. A reacao foi interrompida, adicionando-
se 50 pL de solucéo especifica. Realizou-se a leitura em aparelho especifico com
filtro de 405 nandmetros; os dados da quantificacdo foram apresentados em

picogramas por mililitros (pg/ml).

4.7.2 Interleucina 1-Beta (IL-18)*
Utilizou-se 0 mesmo protocolo descrito para o TNF-a (item 4.7.1).

4.7.3 Prostaglandina E,"

As amostras foram préviamente preparadas, misturando 500 ul de cada
amostra com 150 pl da solucdo carbonato “buffer”, incubando-se a temperatura de
37° C “overnight”. Em seguida, foram adicionados a mistura 200 pl de fosfato
“‘buffer” e 150 ul de EIA “buffer’. A solucéo final foi utilizada para a realizacdo dos
ensaios e a placa foi montada de acordo com as indicacdes oferecidas pelo
fabricante. Foram adicionados 50 pl de EIA “buffer” e 50 pyl de PGEM “buffer” nos
pocos “Non- specific Binding” (NSB), e 50 pl de PGEM “buffer” no “Maximum
Binding” (Bo) e a curva padrao foi montada na placa. Foram adicionadas 50 pl de
amostra em cada poco (em duplicata). Ademais, foram acrescidos 50 pl de AchE
“tracer” em todos 0s pocos, exceto no poco atividade total (TA) e no poco “blank”
(Blk). Em seguida, foram adicionados 50 pyl PGEM EIA Antiserum em todos o0s
pocos, exceto nos pocgos atividade total (TA), “Non- specific Binding” (NSB) e “blank”
(Blk). Finalizada a montagem, as placas foram incubadas por 18 horas em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram realizadas cinco lavagens e, apos
secas, 200 pl de solucdo reagente Ellman’s foram adicionadas em cada poco, e
cinco pl do tracer no poco de atividade total. Aguardaram-se 90 minutos e realizou-
se a leitura com filtro de 405 e 420 nandmetros. Os dados da quantificacdo foram

apresentados em picogramas por mililitros (pg/ml).

4 Enzyme-linked Immunosorbent Assay kit, For Rabbit Interleukin 1 beta (IL-1B), Uscn Life Science Inc, China
1 Prostaglandin E, ACh tracer, EIA KIT (monoclonal)®, Cayman chemical — Ann Arbor, MI, EUA.
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4.7.4 Mieloperoxidase (MPO)

Aliquotas da amostra foram diluidas na proporcao de 1:40 em agua de Milli Q
e centrifugadas por dez minutos em rotacdo de 13,000rpm. Adicionaram-se 100 pl
da amostra, 100 pl de “tracer”, 100 pl de estreptiva-peroxidase e 100 pl de substrato
de TMP em cada pogo contido nas placas (total de 12 pogos por fileira em
duplicata). Uma vez preenchidas, as placas foram cobertas com filme plastico e
incubada por uma hora em temperatura ambiente. O periodo de incubacédo do
substrato de TMP foi de 20 a 30 minutos.

Decorrida a incubacdo e esvaziado o conteldo das placas, elas foram
lavadas com solugcéo de detergente tamponado e secas em temperatura ambiente.
Duzentos pl de solucdo tampéo de lavagem foram adicionados a cada poco e a
lavagem foi repetida quatro vezes a cada troca de substancia. Apds a Ultima etapa,

utilizaram-se 100 pl de uma solucéo “stop*””

para interromper a reacdo. Realizou-se
a leitura, decorridos 30 minutos, utilizando leitor de placas com filtro de 412 nm. Os
dados da quantificacdo foram apresentados pela medida da atividade enzimatica em

unidades internacionais (U) representada por mU /ml.

4.8 Estatistica

Analise de variancia ndo paramétrica de Friedman, seguida do “post hoc test”
de Dunn foram utilizados para se avaliarem os dados relativos ao “flare” do humor
aquoso, os quais foram expressos em medianas, maximos e minimos. Os dados
referentes a dosagem das citocinas foram tratados estatisticamente realizando — se
Andlise de Variancia de via Unica, seguida pelo Teste Tukey. Os valores
pertencentes a quantificacdo das citocinas foram expressos em média e erro padrao

da média. Em ambos os testes no nivel de significancia de p<0,05* foi o adotado.

16 Myeloperoxidase (MPO) Activity Colorimetric Assay Kit , BioVision Research , Mountain View, EUA
7 Stop Mix (lyophilized) — Biovision- Myeloperoxidades (MPO) Activity colorimetric assay kit.
18 SigmaStart 3.0®, Systat Software inc, San Jose, EUA.



11

5. RESULTADOS
Em todos o0s grupos tratados, observou-se blefaroespasmo,(Tab. 1),
hiperemia conjuntival (Tab. 2), secrecdo (Tab. 3), quemose (Tab. 4) e “rubeosis

irides”, avaliados decorridos 10 e 20 horas da inducdo da uveite.

Tabela 1. Blefaroespasmo, em coelhos da raga Nova Zelandia Branco, decorridos
10 e 20 horas da inducdo da uveite, nos grupos tratados com solucéao
salina 0,9%(GP), morfina (GM), naloxona (GN) e morfina mais naloxona
(GMN). Jaboticabal, SP, Brasil, 2013.

10 horas 20horas
Grupo/grau leve moderado severo leve Moderado Severo
GP 3 3 2 1 3
GM 2 4 2 3 1
GN 2 4 2 2 2
GMN 3 3 1 3 2

Tabela 2. Hiperemia conjuntival, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco,
decorridos 10 e 20 horas da inducdo da uveite, nos grupos tratados
com solucao salina 0,9%(GP), morfina (GM), naloxona (GN) e morfina
mais naloxona (GMN). Jaboticabal, SP, Brasil, 2013.

10 horas 20 horas
Grupo/grau leve moderado severo leve moderado Severo
GP 2 3 1 0 4 2
GM 2 2 2 1 3 2
GN 3 2 1 1 3 2

GMN 2 2 2 0 3 3




Tabela 3. Secrecédo, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco, decorridos 10 e
20 horas da inducao da uveite, nos grupos tratados com solugéo salina
0,9%(GP), morfina (GM), naloxona (GN) e morfina mais naloxona
(GMN). Jaboticabal, SP, Brasil, 2013.

10 horas 20 horas
Grupo/grau leve moderado severo leve moderado severo
GP 2 1 0 1 2 0
GM 1 2 1 1 1 2
GN 1 3 0 2 1 0
GMN 0 1 1 0 1 2

Tabela 4. Quemose, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco, decorridos 10 e
20 horas da inducéo da uveite, nos grupos tratados com solucao salina
0,9%(GP), morfina (GM), naloxona (GN) e morfina mais naloxona
(GMN). Jaboticabal, SP, Brasil, 2013.

10 horas 20horas
Grupo/grau leve moderado severo leve moderado severo
GP 2 2 0 3 0 0
GM 2 1 0 1 1 1
GN 3 0 o 3 0 0
GMN 4 1 1 2 0 1

5.1 Flaremetria a “laser”

12

Os resultados relativos a contagem de fétons no humor aquoso encontram-se

expressos em medianas e em valores maximo e minimo.

Observou-se elevacdo nao significativa (p>0,05) desde o periodo basal até a

vigésima hora de avaliacdo em GM, GN e em GMN (Fig. 2 e Tab. 1). Em GP,

a

contagem de fétons foi maior no periodo basal, comparativamente aos demais

periodos, entretanto, sem diferenca significativa (p>0,05). Decorridas 20 horas da
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inducdo da uveite, a contagem de fotons apresentou-se mais elevada em GM,
seguida por GMN, GN e GP, todavia, sem diferenca estatistica significativa (p>0,05).

[ Salina T Morfina T Naloxona E== Morfina+Naloxona
404
351
304 _(
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Turbidez do aquoso
(fétos/milisegundos)

Tempo apos a injecdo (horas)

Figura 2. Medianas, maximo, minimo e quartis (25 e 75%)* relativos a quantificacéo
da turbidez do humor aquoso (fétons/milissegundos), em coelhos da raca
Nova Zelandia Branco, antes (basal) e decorridas 10 e 20 horas da
inducdo da uveite, nos grupos tratados com solucdo salina 0,9%(GP),
morfina (GM), naloxona (GN) e morfina mais naloxona (GMN). Jaboticabal,
SP, Brasil, 2013.

*Teste de Dunn (p>0,05).

Tabela 5. Medianas, maximo e minimo* relativas a quantificacdo da turbidez do
humor aquoso (fétons/milissegundos), em coelhos da raca Nova
Zelandia Branco, antes (basal) e decorridos 10 e 20 horas da inducéo da
uveite, nos grupos tratados com solucao salina 0,9%(GP), morfina (GM),
naloxona (GN) e morfina mais naloxona (GMN). Jaboticabal, SP, Brasil,

2013.
Grupos Basal 10 horas 20 horas
Salina 6,20 (2,90-9,70) 3,55 (1,20-13,30) 4,25 (1,70-31,20)
Morfina 2,10 (0,60-4,50) 4,10 (1,80-9,00) 9,20 (4,00-29,80)
Naloxona 3,80 (3,20-5,60) 4,40 (2,30-14,80) 5,00 (2,40-18,60)

Naloxona+Morfina 2,90 (0,70-6,30) 3,25 (1,00-14,70) 7,90 (3,20-42,50)

*Teste de Dunn (p>0,05)

5.2 Imunoensaio enzimatico (ELISA).
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Os resultados relativos a quantificacdo das citocinas encontram-se expressos
na forma de média e erro padrdo da média (EPM).

Na quantificacdo de citocinas, verificou-se que, apdés a injecdo do
lipopolissacarideos, houve elevacéo significativa nos niveis de IL1-beta e TNF-alfa,
comparativamente ao basal (p<0,05), em todos os grupos estudados (GP, GM, GN,
GMN) (Figs. 3,4 e 6). Os niveis foram similares entre 0os grupos e ndo houve
diferenca significativa (p>0,05), exceto em relacdo a PGE,, que apresentou niveis

inferiores aos demais no grupo NM (p<0,05) (Fig.5).
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Figura 3. Niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) previamente a injecdo de
lipopolissacarideos (Basal), e ap0s a injecdo de lipopolissacarideo, em
olhos tratados com solucéo salina (GC), ou com naloxona (GN), ou com
morfina (GM) e ou com morfina e naloxona (MN),onde o traco é a média, e
0s pontos a dispersdo individual, abaixo e acima da média de cada
individuo, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco, Uberlandia, MG,
Brasil, 2013.

* Teste Tukey (p<0,001)

Encontrou-se diferenca significativa (p<o0,001) na quantificacdo do Fator de
Necrose Tumoral alfa entre o nivel basal 467,1 + 54,54 pg/ml e os grupos tratados:
GC 5652 +£145,7 pg/ml, GN 4601 +599,7 pg/ml, GM 5442 + 417,7 pg/ml, GMN 4714
+ 426,9 pg/ml.
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Figura 4. Niveis de interleucina 1-beta (IL-1B), previamente a injecdo de
lipopolissacarideos (Basal) e, apos a injecéo de lipopolissacarideo, em
olhos tratados com solucéo salina (GC) ou com naloxona (GN), ou
com morfina (GM) e/ou com morfina e naloxona (MN), onde o traco é a
média e os pontos a disperséo individual, abaixo e acima da média de
cada individuo, em coelhos da raca Nova Zelandia Branco,
Uberlandia, MG, Brasil, 2013.

* Teste Tukey (p<0,05)

Relativamente ao periodo basal, observou-se elevacéo significativa (p<o0,001)
na quantificacdo de interleucina 1- beta nos grupos tratados GC 950,1 + 71,97 pg/ml,
GN 1087 127,99 pg/ml, GM 1137+ 96,53pg/ml, GMN 994,2 186,03 pg/ml
comparativamente ao basal que foi de 509,3 * 49,59 pg/ml.
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Figura 5. Niveis de prostaglandina E, (PGE,) previamente a injecao de
lipopolissacarideos (Basal) e, ap6s a injecdo de lipopolissacarideo,
em olhos tratados com solucao salina (GC) ou com naloxona (GN),
ou com morfina (GM) e/ou com morfina e naloxona (MN),onde o
traco € a média, e os pontos a dispersao individual, abaixo e acima
da média de cada individuo, em coelhos da raca Nova Zelandia
Branco, Uberlandia, MG, Brasil, 2013.

* e ** diferem significativamente ao Teste Tukey (p<0,05)

Na avaliacdo, quanto aos valores de Prostaglandina E;, ndo houve diferenca
significativa (p<0,001), comparando a quantificacdo no momento basal 569,7 73,99
pg/ml e os grupos de tratamento GC 632,1+ 77,44 pg/ml, GN 663,7£32,67 pg/mli,
GM 694,2 + 4512 pg/ml, GMN 4494 + 27,29pg/ml. Encontrou-se variagcao
significativa (p<o0,001) entre os grupos GM 694,2 + 45,12 pg/ml, GMN 449,4 pzx
27,29g/ml.
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Figura 6. Niveis mieloperoxidase (MPO), previamente a injecdo de

lipopolissacarideos (Basal) e, ap6s a injecdo de
lipopolissacarideo, em olhos tratados com solu¢éo salina (GC) ou
com naloxona (GN), ou com morfina (GM) e/ou com morfina e
naloxona (MN), onde o traco € a média e os pontos a dispersdo
individual, abaixo e acima da média de cada individuo, em
coelhos da raca Nova Zelandia Branco, Uberlandia, MG, Brasil,
2013.

* Andlise de Variancia (p=0,07)
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Na avaliacdo do nivel de mieloperoxidase, ndo se encontrou variacao

significativa (p<o,001) estatisticamente quanto a quantificacdo basal

0,0004780

+0,0001647mU/ml, e os grupos tratados GC 0,0007975 %0,0002362mU/ml, GN
0,0008826+ 0,0003697 um/ml, GM 0,01615 + 0,0003838mU/ml, GMN 0,0007086+
0,0001935 muU/ml.
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6. DISCUSSAO

A uveite cursa com muitas das doengas intraoculares, por ser a Uvea
vascularizada e contigua a outras estruturas do olho (COLLIS E MOORE, 1999;
KOSAK e VERWAERDE, 2002; TOWNSEND, 2008; TEIXEIRA et al., 2009).

A injecdo de LPS constitui método eficaz para indu¢éo da uveite, podendo ser
realizada pelas vias intraperitoneal, subcutanea, intracameral e intravitrea (YANG et
al., 1996, DEL SOLE et al. 2008, ISHIDA et. al., 2010, KANAI et.al 2010, WANG et
al.,2010, XU et al., 2010). No presente estudo, a intravitrea foi utilizada mostrando-
se util ao permitir lograr os objetivos buscados (BITO 1974; DEL SOLE et al. 2008).

Sinais clinicos da uveite, tais como blefarospasmo, hiperemia conjuntival,
secrecdo e gquemose, iniciaram-se decorridas duas horas da injecdo e persistiram
até a vigésima, sem que houvesse quaisquer alteracbes suscitadas pelos

tratamentos, corroborando com estudo realizado previamente (BITO, 1974).

No curso da uveite, mediadores inflamatorios, tais como prostaglandinas e
leucotrienos, atuam como substancias vasoativas, ensejando hiperemia conjuntival,
injecdo de vasos episclerais e ingurgitamento dos vasos da iris. (TEIXEIRA et al.,
2009). Green et al. (1990) demonstraram, a angiografia fluoresceinica, aumento no
fluxo sanguineo da iris, do corpo ciliar e da cordéide, entre 3 e 24 horas da injecao
intravitrea da endotoxina. No presente estudo, observou-se “rubeosis iridis” nos
olhos submetidos a injecdo intravitrea de LPS. Nussenblatt et al.(2012) encontraram
o0 evento em menos de 1% de olhos de coelhos com uveite experimental, por LPS
intracameral, ndo obstante terem utilizado animais da raca Dutch-Belte, em que o
trato uveal é pigmentado (NUSSENBLATT et al. 2012). No mesmo estudo, o0s
autores observaram por flaremetria a “laser”, aumento do “flare” decorridas 3 horas
da injecdo de LPS, e a sua reducdo, decorridas 9 horas. No presente estudo, a
injecdo intravitrea de endotoxina ndo produziu alteracdes interpretaveis a flaremetria
até a vigésima hora da indu¢cdo. Embora ndo quantificado, observou-se “flare”, por
meio de exame clinico com lampada em fenda, em todos os individuos a partir da
segunda aplicacdo dos tratamentos. A auséncia de pigmentacdo no trato uveal
pode influenciar negativamente resultados da fotoflaremetria (NUSSENBLATT et al.

2012). Oportuno seria investigar a eficacia do método, comparativamente a
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quantificacdo de mediadores inflamatorios, no humor aquoso (RIBEIRO et al. 2009;
TEIXEIRA et al. 2009, GILMOUR E PAYTON, 2012; KOBASHIGAWA et al. 2012).

Interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, interferon-y, TNF-a foram detectados em olhos
inflamados com uveite idiopatica (OOI et al. 2006). O TNF-a € produzido por células
inflamatorias e do sistema imune e atua como importante mediador inflamatério na
iniciacdo e na continuidade da inflamacéao (OOI et al. 2006). Em estudos realizados
em ratos e em seres humanos, observaram-se aumento da expressao de TNF-a no
infiltrado de células inflamatérias (OKADA et al. 1998; ATAN et al. 2013).
Resultados do presente estudo decorreram a similitude de outros, quanto a
utilizacdo de LPS na inducdo da inflamacédo (PEREIRA et al. 2012; LIANG et al.
2013), havendo incremento de IL-18 e de TNF-a. Diferindo de resultados obtidos
por Pinard et al. (2011), que n&o constatou incremento significativo de TNF-a apés
inducdo de uveite por paracentese em caes. Nao se observou aumento significativo
na atividade da MPO apods a indugcdo da uveite, diferentemente do que fora
observado por Pereira (2012), ap6s a inducao de uveite por injecdo subcutanea de
LPS.

Valores de PGE;, na iris e no corpo ciliar, no momento basal, apresentaram-
se elevados, ocorreu apenas um leve incremento ap6s a injecdo de LPS. Quando
comparado o valor basal com os demais grupos, ndo se observou diferenca
significativa, possivelmente em decorréncia de em olhos inflamados a PGE; ser
liberada para o humor aquoso. Amostras de humor aquoso de individuos sem
uveite exibiram valores pouco detectaveis de PGE;, ja em individuos com uveite
instalada os valores de PGE, apresentam-se elevados (CRUZ et al. 2007,
MEDEIROS et al. 2008; RIBEIRO et al. 2009). No grupo tratado com morfina e
naloxona, observou-se uma reducgdo significativa dos niveis dessa citocina,
demonstrando que a naloxona bloqueou um possivel efeito inflamatério da morfina

gue foi observado no estudo realizado por Kobashigawa et al. (2012).

No presente estudo, o uso local da morfina ndo ensejou efeito anti-
inflamat6rio no tecido uveal. Em pesquisas conduzidas por Wenk et al. (2003), por
Clark et al. (2007) e por Husain et al (2011), foram utilizadas outras vias de
administragdo da substancia e outros tecidos foram analisados com diminui¢cdo da

expressao de citocinas apos injuria na cérnea, na pele e na retina.
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Estudando os efeitos de antagonista opidide (naloxona,) Greeneltch et al.
(2004), identificaram inibicdo da producdo de TNF-a em ratos com choque séptico
induzido por LPS. No presente estudo, essa inibicdo da producdo dessa citocina nao

foi observada no tecido uveal.

A administracdo local da morfina, no presente estudo, ndo foi capaz de
reduzir valores de PGE,. Pesquisa realizada por van LOON et al. (2010) possibilitou
que se observasse reducdo nos niveis de PGE; ap6s a injecdo intra-articular de
morfina, em sinovites experimentais. Nao foram encontrados estudos que
mostrassem efeitos anti-inflamatorios da instilagdo da morfina sobre o trato uveal, é
provavel que a via de administracdo possa nao ter possibilitado que a substancia
alcangasse os tecidos estudados, talvez se fosse administrado por via intra-vitrea ou
intra-cameral, a morfina em contato direto com o trato uveal poderia apresentar uma
resposta diferente da encontrada no presente estudo. No grupo (morfina-naloxona),
observou-se decréscimo dos niveis de PGE,, possivelmente pelo fato da morfina ter
apresentado uma pequena elevacdo na quantidade de PGE, e, ao utilizar em
conjunto com a naloxona, ocorreu a inibicdo dos possiveis efeitos inflamatérios da
morfina. O mesmo néo fora observado em relacdo as demais citocinas estudadas,
tampouco quanto aos efeitos anti-inflamatorios de farmacos utilizados isoladamente.
Encontrou-se na literatura nenhum relato de sinergismo, conquanto os farmacos
utilizados sejam antagonistas competitivos. Novas pesquisas contribuiram para a
melhor compreensdo dos efeitos, possibilitando o uso dessa substancia como

adjunta na terapéutica de uveites .
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, considerando a maneira como a pesquisa
fora concebida e as injuncées do meio onde ela fora realizada, é possivel admitir
gue a morfina ndo mostrou efeito anti-inflamatorio sobre a expressao de citocinas e
dos mediadores inflamatorios estudados, quando utilizada localmente, por instilacao,
em olhos de leporinos da raca Nova Zelandia Branco com uveite induzida por

injecdo intravitrea de endotoxinas.



22

9. REFERENCIAS

ATAN D., HEISSIGEROVA J., KUFFOVA L., HOGAN A. KILMARTIN D.J.
FORRESTER J. V., BIDWELL J.L., DICK A.D., CHURCHILL A.J. Tumor necrosis
factor polymorphisms associated with tumor necrosis factor production influence the
risk of idiopathic intermediate uveitis. Molecular Vision. V.19, p. 184-195, 2013.

BITO L. Z. The effects of experimental uveitis on anterior uveal prostaglandin
transport and aqueous humor composition. Incestigative Ophthalmology. V.13,
n.12, p.959-966, 1974

BRITO, F.L.C.; ALVES, L.C.; MAIA; F.C.L.; SANTOS, E.S.C.; LAUS, J.L.; MEUNIER,
[.M.J. Ocular alterations in dogs naturally infected by Leishmania (Leishmania)
chagasi. Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo
Horizonte, v.58, n.5, p.768-775, 2006.

CARTER, W.J.; CRISPIN, S.M.; GOULD, D.J.; DAY, M. An immunohistochemical
study of uveodermatologic syndrome in two japanese akita dogs. Veterinary
Ophthalmology, Oxford, v.8, n.1, p.17-24, 2005.

CHOI, Y.; CHUANG, L.F.; LAM, K.M.; KUNG, H.F.; WANG, J.M.; OSBURN, B.I.;
CHUANG, R.Y. Inhibition of chemokineinduced chemotaxis of monkey
leukocytes by m-opioid receptor agonists. In Vivo. v.13, n.5, p.389-396, 1999.

COLLINS, B.K.; MOORE, C.P. Diseases and surgery of the canine uvea. In__
GELATT, K.N. Veterinary Ophthalmology 3.ed. Philadelphia: Lippincott Williams e
Wilkins, p.755-795, 1999.

CLARK, J.D.; SHI, X.; LI, X.; QIAO, Y.; LIANG, D.; ANGST, M.S.; YEOMANS, D.C.
Morphine reduces local cytokine expression and neutrophil infiltration after incision.
Molecular Pain. v.2, n.3, p.28-39, 2007.

de KOZAK, Y.; VERWAERDE, C. Cytokines in immunotherapy of experimental
uveitis. International Reviews Immunology, v.21, n.2-3, p.231-253, 2002.

DENIS, H.M.; BROOKS, D.E.; ALLEMANARA.R.; ANDREW, S.E.; PLUMMER, C.
Detection of anti-lens crystalin anti-body in dogs with and without cataract.
Veterinary Ophthalmology, Oxford, v.6, n.4, p.321-327, 2003.

DEL SOLE M. J.; . SANDE P.H,; FELIPE A. E.,; FERNANDEZ D. C.; SARMIENTO
M. I. K.; ABA M. A.; ROSENSTEIN R. E. Characterization of uveitis induced by use
of a single intravitreal injection of bacterial lipopolysaccharide in cats. American
Journal of Veterinary Research, v.69, n.11, p.1487-1495, 2008.

DIZIEZYC, J.; MILLICHAMP, N.J.; KELLER, C.; SMITH, W. Effects of prostaglandin
F.. and leucotriene D4 on pupil size, intraocular pressure, and blood-aqueous barrier
in dogs. American Journal of Veterinary Research, Chicago, v.53, n.8, p.1302-
1304, 1992.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Kozak%20Y%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Verwaerde%20C%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Int%20Rev%20Immunol.');

23

DORTCH-CANES, J.; RUSSEL, K. Morphine-stimulated nitric oxide release in rabbit
aqueous humor. Experimental Eye Research, v.84, n.1, p.185-190, 2007.

DORTCH-CANES, J.; RUSSEL, K. Morphine-induced nitric oxide production in
isolated, iris-ciliary bodies. Experimental Eye Research, v.89, n.5, p.660-664,
20009.

EL-SHABRAWI, Y.G.; CHRISTEN, W.G.; FOSTER, S.C. Correlation of
metalloproteinase-2 and -9 with proinflammatory cytokines interleukin-1b, interleukin-
12 and the interleukin-1 receptor antagonist in patients with chronic uveitis. Current
Eye Research, v.20, n.3, p.211-214, 2000.

GELATT, K.N.; GELATT, J.P. Surgical procedures of the anterior chamber and
anterior uvea. In:__Small Animal Ophthalmic Surgery. Oxford: Butterworth e
Heinemann, p.219-243, 2001.

GILMOUR, M.A.; PAYTON, M.E. Comparison of the effects of IV administration of
meloxicam, carprofen, and flunixin meglumine on prostaglandin E(2) concentration in
aqueous humor of dogs with aqueocentesis-induced anterioruveitis. American
Journal of Veterinary Research,v.73, n.5, p.698-703, 2012.

GODOY, C.A.L.; SAFATLE, A.M.V.; SOUZA, M.S.B.; BARROS, P.S.M. Sindrome
uveodermatologica — relato de caso em chow-chow. Clinica Veterinéaria, Sdo Paulo,
n.52, p.78-84, 2004.

GOLDIM JR. Pesquisa em saude e direito dos animais. Porto Alegre: HCPA, 1995.
28p.

GONCALVES, R. M.; TEIXEIRA, A. L.; CAMPOS, W. R.; OREFICE, F. O papel das
guimiocinas nas uveites. Arquivos Brasileiros de Oftalmologia, v.70, n.2,p.363-
370, 2007.

GOZZANI J.L. Opibides e Antagonistas. Revista brasileira de Anestesiologia. v.
44,n. 1. P. 65— 73. 1994.

GREEN, K.; PATERSON, C.A.; CHEEKS, L.; SLAGLE, T.; JAY, W.M.; AZIZ. M.Z;
Ocular blood flow and vascular permeability in endotoxin-induced inflammation.
Ophthalmic Research. n.22, v.5, p.287-294,1990.

GREENELTCH, K. M.; HAUDENSCHILD, C. C.; KEEGAN, A. D.; SHI, Y. The
opioid antagonist naltrexone blocks acute endotoxic shock by inhibiting tumor
necrosis factor-a production. Brain, Behavior, and Immunity. v.18, n.5, p.476-480,
2004.

GUM, G.G.; GELATT, K.N.; OFRI, R. Phisiology of the eye. In. GELATT, K.N.
Veterinary Ophthalmology. 3.ed, Philadelphia: Lippincott Williams e Wilkins, p.151-
182, 1999.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22El-Shabrawi%20YG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Christen%20WG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Foster%20SC%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Curr%20Eye%20Res.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Curr%20Eye%20Res.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Payton%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22533402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22533402
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22533402
http://en.scientificcommons.org/roberto_martins_gon%C3%A7alves
http://en.scientificcommons.org/ant%C3%B4nio_l%C3%BAcio_teixeira
http://en.scientificcommons.org/wesley_ribeiro_campos
http://en.scientificcommons.org/fernando_or%C3%A9fice

24

HONSHO, C. S.; ORIA; A.P.; LAUS, J.L. Uveite induzida pelo cristalino em cées -
prevaléncia em estudo retrospectivo. Clinica Veterinaria, Sdo Paulo, n.39, p.16-20,
2002.

HONSHO, C. S.; MINE, S.Y.; ORIA; A.P.; BENATO, N.; CAMACHO, A.A.; ALESSI,
A.C., LAUS, JL. Generalized systemic cryptococcosis in a dog after
immunosuppressive corticotherapy. Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinéria
e Zootecnia, Belo Horizonte, v.55, n.2, p 155-159, 2003.

HUSAIN, S.; LIOU, G. l.; CROSSON, C. E. Opioid Receptor Activation: Suppression
of Ischemia/Reperfusion-Induced Production of TNF-a in the Retina. Investigative
Ophthalmology e Visual Science, v.52, n.5,p.2577-2583 , 2011.

HUSAIN, S.;: ABDUL, Y.; CROSSON, C. E. Preservation of Retina Ganglion Cell
Function by Morphine in a Chronic Ocular-Hypertensive Rat Model. Investigative
Ophthalmology Visual Science. v.53, n.7, p.4289-4298, 2012.

ISHIDA, S.; KOTO, T.; NAGAI, N.; OIKE, Y. Calcium channel blocker nilvadipine, but
not diltiazem, inhibits ocular inflammation in endotoxin-induced uveitis. Japanese
Journal Ophthalmology, v.54, n.6, p.594-601, 2010.

KANAI, K.; ITOH, N.; ITO, Y.; NAGAI, N.; HORI,Y.; CHIKAZAWA, S.; HOSHI, F;
HIGUCHI, S. Anti-inflammatory Potency of Oral Disulfiram Compared with
Dexamethasone on Endotoxin-Induced Uveitis in Rats. The Journal of Veterinary
Medical Science, v.73, n.4, p.517-520, 2011.

KANAI, K.; ITOH, N.; YOSHIOKA, K.; YONEZAWA, T.; IKADAI, H.; HORI, Y.; ITO,
Y.; NAGAI, N.; CHIKAZAWA, S.; HOSHI, F.; HIGUCHI, S. Inhibitory effects of oral
disulfiram on endotoxin-induced uveitis in rats. Current Eye Research, v.35, n.10,
p.892-899, 2010.

KOBASHIGAWA K.K, SOUZA E.S., PADUA |.R.M., ANDRADE A.L., RIBEIRO A.P.,
BARROS S.V.S.G., MARTINS B.C., LAUS J.L. Clinical Features, Cellularity of
Corneal Endoothelium, Laser Flaremetry and Aqueous Humor Total Protein
Concentration in Rabbits (Oryctolagus cuniculus) with Uveitis Following Treatment
with 1% Morphine Sulfate. Veterinary Ophtahlmology, Oxford, v.1, n.12, p.7,
abstract n 41, 2012.

KONSTANTOPOULOU, K.; DEL'OMO, R; MORLEY, A.M.; KARAGIANNIS, D
BUNCE,C.; PAVESIO. C. A comparative study between clinical grading of anterior
chambre flare and flare Reading using the Kowa laser flare meter. Int Ophthalmol
publicado online 02 agosto de 2012.

KROHNE SG, GIONFRIDDO J, MORRISON EA. Inhibition of pilocarpine-induced
aqueous humor flare, hypotony, and miosis by topical administration of anti-
inflammatory and anesthetic drugs to dogs. American Journal of Veterinary
Research.v.59, n.4,p.482-488, 1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21191722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21191722
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20858110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20858110

25

LAUS, J.L.; SOUZA, M.G.; CABRAL, V.P.; MAMEDE, F.V.; TINUCCI C.M.,
Uveodermatologic syndrome in a brasilian fila dog. Veterinary Ophtahlmology,
Oxford, v.7, n.3, p.193-196, 2004.

LEASURE, J; GELATT, K.N; MACKAY, E.O. The relationship of cataract maturity to
intraocular pressure in dogs. Veterinary Ophthalmology. v.4, n.4, p.273-276, 2001.

LIANG, L., TAN, X.; ZHOU, Q.; ZHU, Y.; TIAN, Y.; YU, H.; KIJLSTRA, A.; YANG, P.
IL-1b Triggered by Peptidoglycan and Lipopolysaccharide through TLR2/4 and ROS-
NLRP3 Inflammasome—-Dependent Pathways Is Involved in Ocular Beh, cet's
Disease.Investigative Ophthalmology & Visual Science. v.54, n.1, p.402-414,
2013

LINDEGAARD, C.; GLEERUP, K.B.; THOMSEN, M.H.; MARTINUSSEN, T.;
JACOBSEN, S.; ANDERSEN, P.H. Anti-inflammatory effects of intra-articular
administration of morphine in horses with experimentally induced synovitis.
American Journal of Veterinary Research, v.71, n.1, p.69-75, 2010.

LIU, Y.; BLACKBOURN, D.J.; CHUANG, L.F. Jr.; CHUANG, R.Y. Effects of in vivo
and in vitro administration of morphine sulfate upon Rhesus Macaque
polymorphonuclear cell phagocytosis and chemotaxis. Journal of Pharmacology
and Experimental Therapeutics, v.263, n.2, p.533-539, 1992.

MASSA, K.L.; GILGER, B.C.; MILLER, T.L.; DAVIDSON, M.G. Causes of uveitis in
dogs: 102 cases (1989-2000). Veterinary Ophthalmology, v.5, n.2, p.93-98, 2002.

MEDEIROS R.; RODRIGUES G. B.; FIGUEIREDO C. P.;RODRIGUES E. B
GRUMMAN JR. A.; MENEZES-DE-LIMA. JR. O.;PASSOS G. F.; CALIXTO J. B.
Molecular Mechanisms of Topical Anti-Inflammatory Effects of Lipoxin A4 in
Endotoxin-Induced Uveitis Molecular Pharmacology. V.74, n.1, p 154-161, 2008

MOURA, H. V.; POMERANTZEFF, P. M. A.; GOMES, W. J. Sindrome da resposta
inflamatoria sistémica na circulacdo extracorporea: papel das interleucinas. Revista
Brasileira de Circulacdo Cardiovascular, v.16, n.4, p.376-387, 2001.

NUSSEBLATT. R.B.; CALOGERO D.; BUCHEN S.Y.; LEDER H. A.; GOODKIN M.;
EYDELMAN M. B.; Rabbit intraocular reactivity to endotoxin measured by slit — lamp
biomicroscopy and laser flare photometry. American Academy of Ophthalmology.
v.119, n.7, p.19-23, 2012.

OKADA AA, SAKAI J, USUI M, MIZUGUCHI J. Intraocular cytokine quantification of
experimental autoimmune uveoretinitis in Ocular Immunology and Inflammation,
v.6,n.2 ,p.111-120,1998.

0O0l, K. G. J.; GALATOWICZ, G.; CALDER, V. L.; LIGHTMAN, S. L. Cytokines and
Chemokines in Uveitis — Is there a Correlation with Clinical Phenotype Clinical
Medicine e Research, v. 4, n. 4, p. 294-309, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lindegaard%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gleerup%20KB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Thomsen%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Martinussen%20T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jacobsen%20S%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andersen%20PH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Killam%20KF%20Jr%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Chuang%20RY%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

26

ORIA, A.P.: PEREIRA, P.M.; LAUS, J.L.; Uveitis in dogs infected with Ehrlichia canis.
Ciéncia Rural, v.34, n.4, p.1289-1295, 2004.

Pereira D. V. ; Petronilho F; Pereira H. R.S.B; Vuolo F.; Mina F.; Possato J. C.;
Vitto M.F.; Souza D.R.; Silva L.; Paula M. M. S.; Souza C. T.; Dal-Pizzol F. Effects of
Gold Nanoparticles on Endotoxin-Induced Uveitis in Rats. . Investigative
Ophthalmology e Visual Science. v.53, n.13, p.8036-8041, 2012.

PINARD, C.L; GAUVIN, D; MOREAU, M; PELLETIER, J.M; PELLETIER, J.P;
TRONCY, E. Measurements of canine agueous humor inflammatory mediators and
the effect of carprofen following anterior chamber paracentesis. Veterinary
Ophthalmology, v.14, n.3, p.1-8, 2011.

PRUETT, S.B.; HAN, Y.; FUCHS, B.A. Morphine suppresses primary humoral
immune responses by a predominantly indirect mechanism. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.262, n.3, p. 923-928, 1992.

RANKIN AJ, KHRONE SG, STILES J. Evaluation of four drugs for inhibition of
paracentesis-induced blood-aqueous humor barrierbreakdown in cats. American
Journal of Veterinary Research.v.72, n.6, p.826-832, 2011.

RANKIN AJ, KROHNE SG, GLICKMAN NW, GLICKMAN LT, STILES J. Laser
flaremetric evaluation of experimentally induced blood-aqueous barrier disruption
in cats. American Journal of Veterinary Researc, v.63, n.5, p.750-756, 2002.

RIAZI-ESFAHANI, M.; KIUMEHR, S.; ASADI-AMOLI, F.; DEHPOUR, A. R. Effects of
Intravitreal Morphine Administered At Different Time Points After Reperfusion in A
Rabbit Model of Ischemic Retinopathy. The Journal of Retinal and Vitreous
Diseases, v. 29, n.2, p. 262-268, 2009.

RIBEIRO, A.P.; ESCOBAR, A.; MOTHEO, T.F.; GODQOY, G.S.; LAUS, J.L. Effects of
meloxicam administered by different routes to control experimental uveitis in dogs.
Ciéncia Rural, v.39, n.7, p.2111-2116, 20009.

RIBEIRO, A.P.; SILVA, M.L.; ARAUJO, R.L., FERRUCCI, D.L.; MINEO, T
THIESEN, R.; LAUS, J.L. Expression of matrix metalloproteinases, type IV collagen,
and interleukin-10 in rabbits treated with morphine after lamellar keratectomy.
Veterinary Ophthalmology, v.15, n.3, p.153-163, 2012.

SAWA M, TSURIMAKI Y, TSURU T, SHIMIZU H. New quantitative method to
determine protein concentration and cell number in aqueous in vivo. Japanese
Journal of Ophthalmology, v34, p.346-63, 1990.

SLATTER, D., Uvea In: Fundamentos de Oftalmologia Veterinaria, 32 ed., ed.
Roca, Séo Paulo, 2005. p.339 — 376

STAGNI, E.; BUCOLO, C.; MOTTERLINI, R.;DRAGO,F; Morfine-Induced Ocular
hypotension Is Modulated by Nitric Oxide and Carbon Monoxide:Role of pu3


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21627530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21627530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rankin%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12013479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krohne%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12013479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glickman%20NW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12013479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glickman%20LT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12013479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stiles%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12013479
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22059930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22059930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsurimaki%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3054216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tsuru%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3054216
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimizu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3054216

27

Receptors. Journal of Ocular Pharmacology and Therapeutics. v.26, n.1, p.31-35,
2010.

STEIN, C.; MILLAN, M.J.; YASSOURIDS, A, HERZ,A. Antinociceptive effects of mu-
and kappa- agonists in inflammation are enhanced by a peripheral opioid receptor-
specific mechanism. European Journal of Pharmacology, v.155, n.3, p.255-
264,1988.

STEIN, C.; MILLAN, M.J.; SHIPPENBERG, T.S. Peripheral opioid receptor mediating
antinociception in inflammation. Evidence for involvement of mu, delta and kappa
receptors. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v.248, n.3,
p.1269-1275, 1989.

STILES, J.; HONDA, C.N.; KROHNE, S.G. KAZACOS,E.A. Effects of topical
administration of 1% morphine sulfate solution on signs of pain and corneal would
healing in dogs. American Journal of Veterinary Research, v.64, n.7, p.813-818,
2003.

TEIXEIRA, A.L.; BARROS, L.F.M.; BARROS, P.S.M. Afeccdes da Tunica Vascular.
In: LAUS, J.L. Oftalmologia Clinica e Cirargica em Cées e em Gatos. cap. 5, 12
ed., ed. Roca, Séo Paulo, 2009.

TOWNSEND, W. M. Canine and feline uveitis. Veterinary Clinical Small
Animals. 38 (2008) 323-346.

TU, K.L.; KAYE, S.B.; SIDARAS, G.; TAYLOR, W.; SHENKIN, A. Effect of intraocular
surgery and ketamine on aqueous and serum cytokines. Molecular Vision, v.12,
n.13, p.1130-1137, 2007.

van der WOERDT, A. Management of intraocular inflammatory disease. Clinical
Techniques in Small Animal Practice, Philadelphia, v.16, n.1, p.58-61, 2001.

van LOON, J.P.; de GRAUW, J.C.; van DIERENDONCK, M.; L'AMI, J.J.; BACK, W
van WEEREN, P.R. Intra-articular opioid analgesia is effective in reducing pain and
inflammation in an equine LPS induced synovitis model. Equine Veterinary Journal,
v.42,n.5, p.412-9, 2010.

WANG, X.Q.; LIU, H.L.; WANG, G.B.; WU, P.F.; YAN, T.; XIE, J.; TANG, Y.; SUN,
L.K.; LI, C. Effect of Artesunate on Endotoxin-Induced Uveitis in Rats. . Investigative
Ophthalmology e Visual Science. v.52, n.2, p.916-919, 2011.

WENK, H.N; HONDA, C.N. Immunohistochemical localization of delta opioid
receptors in peripheral tissues. Journal of Comparative Neurology, v.408, n.4,
p.567-579, 1999.

WENK, H.N.; NANNENGA, M.N.; HONDA, C.N. Effect of morphine sulphate eye
drops on hyperalgesia in the rat cornea. Pain, v.105, n.3, p. 455-465, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kaye%20SB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sidaras%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taylor%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Shenkin%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17653058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17653058
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22de%20Grauw%20JC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22van%20Dierendonck%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22L'ami%20JJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Back%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22van%20Weeren%20PR%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Equine%20Vet%20J.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20881305

28

XU, Y.; CHEN, W.; LU, H.; HU, X.; LI, S.; WANG, J.; ZHAO, L. The expression of
cytokines in the aqueous humor and serum during endotoxin-induced uveitis in
C3H/HeN mice. Molecular Vision, v.21, n.16, p.1689-1695, 2010.

YANG, P.; de VOS, A.F.; KIJLSTRA, A. Macrophages in the retina of normal Lewis
rats and their dynamics after injection of lipopolysaccharide. Investigative
Opthalmology and Visual Science, v.37, n.1, p.77-85, 1996.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20806043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20806043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20806043

