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RESUMO

BRAGA, M. B. P. Determinagao dos elementos quimicos em lentes com catarata
diabética e propriedades biomecanicas da capsula da lente, na espécie canina.
[Determination of chemical elements in diabetic cataract and biomechanical
properties of the lens capsule in dogs]. 2010. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo — Sao Paulo, 2010.

O diabetes mellitus € umas das principais endocrinopatias da espécie canina. Esta
doenga € caracterizada pela deficiéncia relativa ou absoluta de insulina. A formacéo
da catarata € uma complicagéo frequiente do céo diabético, resultando em cegueira.
A lente do paciente diabético esta sujeita a0 aumento do estresse oxidativo em
razéo da dificuldade em regular os niveis glicémicos gerando hiperglicemia crénica.
Os elementos quimicos estdo envolvidos em diversos processos no organismo.
Portanto, alteragbes como deficiéncia ou excesso dos elementos quimicos podem
contribuir para as complicagées do diabetes mellitus, incluindo a catarata. A capsula
da lente, importante estrutura na cirurgia de catarata, esta associada com uma
diminuicdo da espessura, tornando-se mais fina como o avango da catarata. O
objetivo deste estudo foi determinar, por meio do uso da fluorescéncia de raios X
(XRF), a concentragdo dos elementos quimicos célcio, ferro, cobre e zinco e analisar
a topografia dos elementos tracos ferro, cobre e zinco. Por meio dos mapas de
distribuicdo determinou-se as regibes de intensa atuacdo dos elementos
constituintes e tracos, e seu papel efetivo para a lesdo. E por meio da microscopia
de forga atébmica (MFA) determinar as propriedades biomecéanicas associadas a
catarata em caes. A fluorescéncia de raios X mostrou-se eficiente para a
determinagéo da concentragdo elementar de calcio, ferro, cobre e zinco em
cataratas de caes portadores de diabetes mellitus. As andlises quantitativas
mostraram um aumento na concentragdo e reducdo na concentracao de ferro e
cobre nas lentes de caes diabéticos. Estes resultados concordam com hipéteses
discutidas na literatura. A microscopia®de forca atémica proporcionou medidas
elasticidade rapidas e precisas em amostras de capsula anterior da lente de caes,
com minima preparacao da amostra. Os valores de elasticidade local apresentaram-
se ligeiramente superiores para lentes diabéticas.

Palavras-chave: Elementos traco. Diabetes Mellitus. Catarata. Fluorescéncia de
raios X. Mapas de distribuicdo composicional.



ABSTRACT

BRAGA, M. B. P. Determination of chemical elements in diabetic cataract and
biomechanical properties of the lens capsule in dogs. [Determinacdo dos
elementos quimicos em lentes com catarata diabética e propriedades biomecénicas
da capsula da lente, na espécie canina]. 2010. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo — Sao Paulo, 2010.

Diabetes mellitus is one of the principal endocrinopathies in canine. The disease is
characterized by absolute or relative deficiency of insulin. The formation of cataract is
frequent complication in diabetic dogs, leading to blindness. The lens of diabetic
patient is subjected to increased oxidative stress due to the difficulty in regulating
blood glucose levels causing chronic hyperglycemia. The chemical elements are
involved in several functions in the organism. Therefore, alterations like deficiency or
excess of chemical elements may contribute to the complications of diabetes mellitus
including cataract. The lens capsule, an important structure of cataract surgery is
associated to a decrease in thickness, becoming thinner with the advance of the
cataract. The objective of this work was to determine, through the use of X ray
fluorescence (XRF), the concentration of chemical elements such as calcium, iron,
cooper and zinc and analyze the topography of the trace elements iron, cooper and
zinc. By the means of elementary distribution maps we could determine the regions
of the intense action of the constituent elements and trace and its effective role in
relation to the lesion. By means of atomic force microcopy (AFM), we could
determine the biochemical properties associated to the cataract in dogs. X ray
fluorescence showed efficient for the determination of the elementary concentration
of calcium, iron, cooper and zinc in cataracts in dogs carrying diabetes mellitus.
Quantitative analysis showed an increase in calcium and a reduction in iron and
copper concentration in lenses of diabetic animals. These results are in accordance
to the hypothesis discussed in the literature. The atomic force microscopy provided
measures of rapid and accurate elasticity in samples of anterior capsules of lenses in
dogs, with minimum preparation of samples. The values of local elasticity showed

slightly superior for diabetic lenses.

Key-words: Trace elements. Diabetes mellitus. Cataract. X ray fluorescence.
Elementary distribution maps.
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1 ESTADO DA ARTE

Os érgaos dos sentidos estdo diretamente associados a qualidade de vida
tanto para o homem quanto para os animais. Existe cada vez mais um aumento no
tempo vida dos animais de companhia, os quais mantém uma relagcao muito proxima
com os humanos, compartihando o mesmo estilo de vida e consequentemente
acabam sendo expostos aos mesmos fatores ambientais.

A visdo é o mais complexo sistema sensorial, ndo apenas pela diversidade de
informacdes que passam por ele, mas pela capacidade de se adaptar a
comunicacao entre outras espécies. Através da visdo os animais sao capazes de
decodificar informacdes sobre velocidade, distancia, sensacao de perigo e atos
simples em detrimento da sobrevivéncia. Algumas doencas oculares, a exemplo da
catarata podem evoluir a cegueira e com isso comprometer a qualidade de vida do
animal, a qual influencia diretamente no bem estar do homem.

Segundo a ultima avaliacdo da OMS (Organizagcdo Mundial da Saude), a
catarata, entre todas as doencas oculares que causam baixa visdo, € responsavel
por 48% da cegueira do mundo, 0 que representa dezoito milhdes de pessoas
acometidas pela doengca. Embora o tratamento cirlrgico da catarata venha sendo
realizado com éxito pelos profissionais da area, e mesmo com o advento de novas
técnicas cirurgicas na ultima década, visando diminui¢do de tempo cirdrgico e menor
complicagcao no pds-operatoério, os altos indices da doenga e servicos cirdrgicos
insuficiente em muitos paises nao permite contemplar todos os pacientes o que
contribui para que esta doenca seja a uma das principais causa de cegueira em todo
o mundo. A OMS ressalta ainda que algumas doencgas, a exemplo da diabetes
mellitus, sdo consideradas como um fator de risco adicional para formacdo da
catarata. Atualmente recomenda-se uma avaliacdo criteriosa dos pacientes
diabéticos em relacao aos sinais clinicos e diagnéstico do diabetes mellitus por meio
de testes dos niveis glicémicos. A mesma avaliagdo criteriosa é utilizada na
medicina veterinaria (OMS, 2010).

O diabetes mellitus é uma das mais freqlentes doengas enddcrinas que
afetam caes de meia idade e de idosos (FLEEMAN; RAND, 2001). E resultado da
deficiéncia relativa e absoluta da produgéo de insulina (FELDMAN; NELSON, 2004).
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O diabetes mellitus pode ser classificado como tipo 1 e 2, baseando-se na
classificacao da doenca em humanos. O diabetes mellitus tipo 1 é caracterizado pela
destruicdo ou perda de células B. O diabetes tipo 2 é caracterizado pela resisténcia
insulinica ou produgéo inadequada de insulina (FELDMAN; NELSON, 2004). Das
complicagdes cronicas associadas a diabetes uma das mais importantes é a
formacao da catarata, promovendo cegueira rapidamente. E a insulinoterapia é o
principal tratamento em todos os caes afetados (FLEEMAN; RAND, 2001).

A catarata é a opacificagdo da lente (ou cristalino) do olho que impede a
passagem da luz. A etiologia é variada podendo ser, congénita, hereditaria ou
causada por doenca sistémica, toxicidade, trauma ou idade (GLOVER,;
CONSTANTINESCU, 1997).

A incidéncia da catarata em caes é muito alta, cerca de 68% dos pacientes
com diabetes mellitus possuem opacificacao lenticular (BASHER; ROBERTS, 1995).
Os cées possuem alta predisposicdo para a ocorréncia da diabetes mellitus, e
apresentam-se susceptibilidade Unica para desenvolver catarata secundaria a
diabetes, quando comparado com os gatos e os humanos (BEAM; CORREA;
DAVIDSON, 1999).

O mecanismo fisico-quimico responsavel pelo desenvolvimento da catarata
ainda é pouco compreendido. O que reforca o interesse na caracterizar o
mecanismo que resulta na alteragcao do tecido em pacientes diabéticos (CEKIC;
BARDAK, 1998). Com base nesse aspecto, a aplicagdo de técnicas modernas para
a avaliacdo das causas da formacéo da catarata em pacientes diabéticos tem sido
intensificada nesta pesquisa.

O conhecimento do comportamento dos elementos quimicos e as alteracdes
biomecéanicas na catarata diabética sdo alvos de importantes pesquisas na clinica
oftalmoldgica.

Esta pesquisa foi implementada com a finalidade de determinar a
concentracao quimica de elementos em catarata diabética por meio da fluorescéncia
de raios X e microscopia de forca atdbmica, analisar as mudancas na composicao
quimica em catarata diabética, e determinar as alteracbes na elasticidade da
capsula anterior da lente decorrentes do diabetes mellitus, considerando as

particularidades da catarata diabética no cao.
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O estudo do mecanismo de formacao da catarata diabética se faz necessario
para o diagnostico e tratamento, visando a prevengéo e o restabelecimento da visao
no homem e nos animais acometidos pelo diabetes mellitus.

As pesquisas na area de oftalmologia veterinaria tém crescido como uma
unidade multidisciplinar incluindo pesquisas basicas tais como: fisica, bioldgica e
biomédica, estudos clinicos e psicofisicos, ética e leis médicas. Existem muitos
topicos de relevancia significativa para a éarea, entretanto, considera-se
imprescindivel contribuir com fundamentacdo sistematica no desenvolvimento de
tecidos durante o envelhecimento e instauracdo de doencas. Essa dissertacdo foi
concebida na perspectiva de associar informagbes multidisciplinares dando
destaque ao diagndstico, caracterizacdo quimica e propriedades biomecénicas de

tecidos oculares.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura foi divida em alguns tépicos relevantes ao tema

descritos a seguir:

2.1 Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus é caracterizado por uma deficiéncia relativa ou absoluta
de insulina pelas células B, das ilhotas de Langerhans no pancreas, que secretam
insulina. Cabe salientar que deficiéncia de insulina, provoca nos tecidos reducéo da
glicose, aminoacidos, e dos acidos graxos, acelerando a glicogendlise e a
gliconeogénese. A glicose obtida da dieta ou da gliconeogénese hepatica acumula-
se na circulacdo, causando hiperglicemia. A concentracdo de glicose sanglinea
aumenta, atingindo valores de 180 a 220mg/dl no cdo, excedendo a capacidade das
células tubulares renais reabsorverem a glicose com base no ultrafiltrado glomerular
e resultando em glicosuria. A glicosuria cria diurese osmética, causando politria. A
ingestdo excessiva de agua (polidipsia) compensatéria evita a desidratacao
(NELSON, 2004; FELDMAN; NELSON, 2004).

O metabolismo protéico e lipidico é afetado pela diminuicdo da glicose,
resultado em degradacdo do musculo e gordura para a producdo hepatica da
glicose, esta condicdo catabdlica provoca perda de peso. A quantidade de glicose
que entra nas células do centro da saciedade, localizado no hipotalamo, afeta
diretamente a sensacdo da fome, com a falta relativa ou absoluta de insulina, a
glicose nao entra no centro da saciedade, o individuo se torna polifagico a despeito
da hiperglicemia (NELSON, 2004; FELDMAN; NELSON, 2004).

Em decorréncia destas alteragdes, os sinais clinicos caracteristicos do
diabetes mellitus sao poliuria, polidipsia, polifagia ou perda de peso (NELSON, 2004;
FELDMAN; NELSON, 2004; CATCHPOLE et al., 2005).
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Até o momento ndo ha um critério aceito para a classificacdo do diabetes
mellitus em cées. Se o critério estabelecido para humanos for aplicado para caes, a
maioria dos caes diabéticos pode ser classificada como tipo 1 (FLEEMAN; RAND,
2001). A classificacdo baseia-se nos mecanismos fisiopatolégicos e nas alteracdes
patogénicas que afetam as células B, sendo assim podem ser classificado como tipo
1 e tipo 2. O diabetes mellitus tipo 1 caracteriza-se pela destruicdo ou perda de
células B (NELSON, 2004; FELDMAN; NELSON, 2004), no qual a hiperglicemia é
devido a hipoinsulinemia (CATCHPOLE et al., 2005) e o diabetes mellitus tipo 2
caracteriza-se pela resisténcia insulinica ou producao inadequada de insulina
(NELSON, 2004; FELDMAN; NELSON, 2004).

Fatores como a obesidade, exposicdo a toxinas ou drogas que causem a
resisténcia insulinica, destruicdo imuno-mediada das ilhotas de Langerhans, ou
destruicdo das ilhotas secundaria a pancreatite. Todos esses aspectos corroboram
para que a doenca seja considerada como multifatorial (GUPTILL; GLICKMAN;
GLICKMAN, 2003). Foram encontrados anticorpos contra células 3, em 50% de caes
diabéticos, o que sugere um componente imunoldégico na etiologia desta doenca
(HOENING, 2002). Endocrinopatias, como o hiperadrenocorticismo, podem causar
resisténcia insulinica e consequentemente a diabetes (FLEEMAN; RAND, 2001).

As fémeas ocasionalmente desenvolvem diabetes durante o diestro ou
gestacdao (FELDMAN; NELSON, 2004), semelhante ao diabetes gestacional que
ocorre em humanos (RAND et al., 2004), defini-se como um grau variavel de
intoleréncia a glicose, que se inicia ou € reconhecido pela primeira vez durante a
gestacdo (FLEEMAN; RAND, 2001). A alta concentracdo de progesterona e
hormbénio do crescimento na circulagdo durante o diestro, antagoniza a acgao
insulinica causando resisténcia a glicose. Um estudo realizado no Reino Unido
apontou que as fémeas possuem um maior risco a esta afec¢do e apontam que 53%
dos animais diabéticos sdo fémeas (CATCHPOLE et al., 2005).

O diabetes mellitus é uma das mais freqlentes doengas enddcrinas que
afetam caes idosos e de meia-idade (RAND et al.,, 2004). Esta afeccao é
diagnosticada em cédes com idade entre 4 e 14 anos, com prevaléncia em 7 e 10
anos de idade (FELDMAN; NELSON, 2004). Estudo desenvolvido por Safatle
(2008), que reuniu 37 caes diabéticos para avaliar a integridade retiniana por meio

do eletroretinograma de campo total, apontou que a idade média desses animais foi
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de 10,2 anos. O diabetes juvenil ocorre em caes com menos de um ano de idade € é
incomum (FELDMAN; NELSON, 2004).

A prevaléncia do diabetes vem aumentando, em um hospital veterinario nos
Estados Unidos, na década de 70, esta afeccdo atingia dezenove a cada dez mil
casos atendidos, e, em 1999, cinqlienta e oito casos novos de diabetes mellitus foi
diagnosticado a cada dez mil casos (GUPTILL; GLICKMAN; GLICKMAN, 2003).

Certas racas de caes apresentam predisposicao ao diabetes (CATCHPOLE et
al., 2005). Foi identificado que ragas mistas apresentam risco maior de serem
acometidos comparados com caes de raca pura, sendo estas, Bichon Frisé, Terrier
Australiano, e Schnauzer (GUPTILL; GLICKMAN; GLICKMAN, 2003). No entanto, o
estudo realizado por Safatle (2008), avaliou-se diversas racas, dentre os caes
diabéticos, os mais comuns foram Poodle, Fox Paulistinha, Pastor e SRD (sem raca
definida).

Nas principais manifestagdes oculares do diabetes em cées estdo incluidas
formacao da catarata, perda de células endoteliais da cérnea, pleomorfismo e
polimegatimo do endotélio corneal e lesdo vascular retiniana, como
microaneurismas. Efeitos ceratoconjuntivais relatados em cées diabéticos, como
diminuicdo da producdo e do tempo de quebra do filme lacrimal, aumento da
sensibilidade corneal, elevagdo da concentracdo de glicose na lagrima (CULLEN;
WEBB, 2007).

A formagcdo da catarata é a mais comum e uma das mais importantes
complicacdes da diabetes mellitus em caes (BASHER; ROBERTS, 1995; FELDMAN;
NELSON, 2004). A incidéncia da catarata diabética em cédes é muita alta, em parte
porque muito desses animais apresentam uma hiperglicemia significante a despeito
da terapia insulinica (FELDMAN; NELSON, 2004). A maior parte dos caes diabéticos
desenvolve catarata, e progridem rapidamente para cegueira (BASHER; ROBERTS,
1995).

Com relagdo aos fluidos oculares estudos indicam que o aumento da
concentragcdo da glicose no humor aquoso, além de provocar a formacédo da
catarata, promove alteracdes na retina de caes, em comparagdo com os humanos,
sendo menos importantes, e limitadas a formacdo de microaneurismas devido a
perda de pericitos da parede dos capilares retinianos, em conjunto com outras
mudancas morfolégicas dos vasos retinianos (BASHER; ROBERTS, 1995).
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2.2 Catarata Diabética

A lente (ou cristalino) € uma estrutura avascular, transparente e altamente
organizada, responsavel pela refragcao da luz para um determinado ponto da retina
(DAVIDSON; NELMS, 2007).

A despeito da sua estrutura anatdbmica simples, a lente possui uma série
altamente refinada de processos bioquimicos que mantém sua transparéncia
durante toda a vida do animal. A perda da transparéncia é o processo mais comum
de todas as afeccbes que afetam a lente, devido a prevaléncia de doencas
hereditarias em lentes de caes, a catarata é a mais comum de todas as lesdes intra-
oculares, levando a perda da visdo nesta espécie (DAVIDSON; NELMS, 2007).

A lente é constituida por capsula (anterior e posterior), cértex e nucleo (LAUS
et al., 2008). E junto a capsula anterior ha uma Unica camada de células epiteliais da
lente (SAMUELSON, 2007), que tem papel importante na formagéao de novas fibras
lenticulares (STAFFORD, 2001). A céapsula da lente atua como um envoltério
atuando, juntamente com os ligamentos zonulares, na manutencao da forma da
lente (LAUS et al., 2008). A sua face anterior em esta localizada posteriormente a
iris, e sua face posterior em contato com o humor vitreo (GLOVER,;
CONSTANTINESCU, 1997).

A lente se compde, aproximadamente, por 65% de agua e 35% de proteinas,
sendo a estrutura mais rica em proteina do organismo. Suas proteinas podem ser
classificadas, segundo a solubilidade em agua, em sollveis (cristalinas) e insoluveis
(albuminodides) e, de conformidade com seu tamanho molecular, em alfa, beta e
gama cristalinas (LAUS et al., 2008). Em comum com a cérnea, a lente tem duas
principais propriedades épticas: transparéncia e poder refrativo (STAFFORD, 2001).

A transparéncia € mantida por um numero de fatores complexos, incluindo
baixa densidade citoplasmatica devido a falta de organelas intracelulares e nucleo
celular nas fibras da lente, pequena flutuagédo do indice refrativo do citoplasma e
arranjo altamente organizado das fibras da lente. Esses fatores séo influenciados
pela hidratagdo citoplasmatica, forga idnica, e outras fungbes metabdlicas especiais
(DAVIDSON; NELMS, 2007).
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Por ser avascular, a nutricdo e oxigenacao da lente é feita tomando por base
o humor aquoso. A glicose € a fonte de energia mais importante. O metabolismo da
lente € mais ativo no equador, sendo predominantemente mediado por glicélise
anaerébica e, em menor grau, pela via do sorbitol e ciclo de Krebs. As proteinas
lenticulares que ganham a camara anterior sdo capazes de induzir a reagdes
imunomediadas. Qualquer evento que altere o seu metabolismo ou sua estrutura é
capaz de produzir catarata (LAUS et al., 2008).

A catarata, por definicdo, é a opacificacdo da lente ou de sua capsula
(GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997). No momento que a catarata € evidente
clinicamente, e certamente observada uma opacificacdo moderada a severa,
alteracoes metabdlicas graves e irreversiveis na lente ocorreram em razao de uma
série de eventos relacionados com o conteldo protéico, trocas metabdlicas,
concentragdes ibnicas, e atividade antioxidantes (DAVIDSON; NELMS, 2007; LAUS
et al., 2008).

Cataratas estdo associadas com o aumento do peso molecular das proteinas
insoluveis (albuminéides) que normalmente compreendem 15% do total de proteinas
da lente e um decréscimo na quantidade relativa de proteinas soluveis (cristalinas).
Também estao associadas com o decréscimo da bomba de sédio, potassio, ATPase
na célula epitelial, o que pode causar um aumento do contetudo de sédio e calcio, e
queda de potassio na lente. O consumo de oxigénio e produgcao de ATP cai e a
atividade antioxidante diminui, incluindo queda dos niveis e reducédo da glutadiona,
vitamina C e E, e superéxido dismutase (DAVIDSON; NELMS, 2007).

Em humanos, baixos niveis de vitamina C, vitamina E, e carotendides tém
sido associados com alto risco de catarata senil. Os caes sdo mais propensos ao
desenvolvimento da catarata. Um decréscimo das defesas antioxidantes pode ser
responsavel pelo aumento da oxidacao lenticular e formagédo da catarata. Os altos
niveis de acido ascoérbico no humor aquoso tém sido propostos como protecéao
natural contra a foto-oxidacdo (BARROS et al., 1999). Entretanto, Barros et al.
(1999) relatou a diminuicao dos niveis de acido ascérbico em caes da raca Cocker
Spaniel portadores de catarata, o que pode contribuir para o desenvolvimento da
catarata. A lente e a retina sdo os tecidos mais acometidos pelo estresse oxidativo,
que é gerado pela foto-oxidacao (WILLIAMS, 2008).

As alteracdes patolégicas progridem conforme a gravidade da opacificagdo
ocorrendo aumento da atividade proteolitica e hidrolitica, ruptura da membrana
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celular, que esta associada a um dano irreversivel, perda de proteinas de baixo peso
molecular, e aumento do conteldo de agua. A mudanca da pressao colbide
osmdtica intracelular causa aumento da concentracéo de cations (aumento de sodio
e diminuicdo de potassio). Em virtude da degradacéo de proteinas em aminoacidos
e polipetideos, promove assim a difusdo de produtos de protedlise através da lente.
A perda de agua e material nitrogenado pode causar encolhimento da lente, como
observado na catarata hipermadura (DAVIDSON; NELMS, 2007).

A classificagcdo mais comumente utilizada para classificar catarata canina,
abordando a etiologia, curso ou progressdo, associado ao déficit visual e a
ocorréncia de doencas oculares como uveite lente-induzida (DAVIDSON; NELMS,
2007), sendo esta a mais comum complicacao da catarata (PARK et al., 2009).

Em estudo realizado com 2000 caes, na Inglaterra, com o objetivo de avaliar a
prevaléncia da catarata na populagdo canina, demonstraram que a catarata
aumentou com o avang¢o da idade, e caes com idade acima dos 13,5 anos neste
estudo possuiam algum grau de opacidade na lente. Essas opacidades raramente
eram maduras e nao necessariamente poderiam progredir para este estagio. Nao
houve diferenca estatistica entre os animais de diferentes sexos (WILLIAMS;
HEATH; WALLIS, 2004).

Em 2005, Gelatt e MacKay realizaram um estudo retrospectivo que
determinou a prevaléncia da catarata canina nos Hospitais Veterinarios na América
do Norte em periodo de quatro décadas. As ragas com maior numero de caes
afetados pela catarata foram Boston Terrier, Poodle Miniatura, Cocker Spaniel
Americano, Poodle Standard e Schnauzer Miniatura. Houve variacdo da idade de
ocorréncia da catarata entre as racas, mas em caes de racas mesticas a formacéao
da catarata ocorreu com maior freqtiéncia entre quatro a sete anos de idade. Em
relacdo ao sexo, ndao houve diferenca evidente durante este periodo. Sugeriu ainda
que o total de animais estudados e a idade prevalente da formacgédo da catarata em
caes parecem ser muito similares com o homem.

Recentemente um estudo realizado em um Hospital Veterinario de Seul
reportou que a raca mais freqientemente acometida pela formacéo da catarata foi o
Poodle Miniatura, e a proporcédo de fémeas acometidas pela opacificacao lenticular
foi significantemente maior do que em machos. A idade média de formacao da
catarata foi de 8,3 anos (PARK et al., 2009).
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A principal manifestacado ocular do diabetes mellitus no cdo € a formacao da
catarata (Figura 1). Sua formacdo pode variar de acordo com a espécie afetada,
individualidade, idade de inicio da doenca, duracdo da doenca e severidade da
hiperglicemia (CULLER; WEBB, 2007). Geralmente esta associada a um
desenvolvimento rapido, bilateral e simétrico em razdo das alteracbes das vias
metabdlicas da lente (DAVIDSON; NELMS, 2007).

Fonte: Laboratério de Investigacdo em Oftalmologia Comparada — USP

Figura 1 — Catarata Diabética

As anormalidades oculares do diabetes resultam do aumento da
concentragdo da glicose que atinge o olho. A nutricdo e a remogédo de metabdlitos
da lente necessitam em grande parte do humor aquoso, € em menor grau do humor
vitreo. As células epiteliais e fibras da lente dependem quase que totalmente do
metabolismo da glicose para producédo de energia. A glicose entra na lente através
do humor aquoso por difusdo assistida por meio de um processo de transferéncia
mediada. Conforme as células epiteliais se tornam fibras, as organelas intracelulares
sao perdidas, incluindo-se a mitocondria. Sendo assim, mais de 70% da energia da
lente provém da glicélise anaerébica (BASHER; ROBERTS, 1995).
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Com a hiperglicemia, os niveis de glicose na lente aumentam e metabolismo
anaerdbico se torna saturado, causando um desvio para uma via alternativa,
envolvendo a enzima aldose redutase, chamada de via sorbitol (ou poliol), que
corresponde a somente 5% do metabolismo da lente (BASHER; ROBERTS, 1995;
DAVIDSON; NELMS, 2007). Em 2006, Qishi et al. correlacionaram altos niveis de
aldose redutase nos eritrécitos de pacientes diabéticos, o que pode assim facilitar o
desenvolvimento da catarata nestes pacientes, e sugerem ainda que uso de
inibidores de aldose redutase sejam de importante utilidade para prevenir a
progressao da catarata diabética.

O excesso de glicose por essa via promove acumulo de produtos do
metabolismo na lente. O sorbitol ndo se difunde através da membrana celular,
promovendo um gradiente osmético que atrai agua para as fibras lenticulares
(BASHER; ROBERTS, 1995).

A 4agua do humor aquoso € embebida para o interior da lente em
consequéncia das forcas osméticas, causando mudancas na arquitetura da lente,
incluindo inchaco e ruptura de suas fibras, formagdo de vacuolos, causando a
opacificacdo lenticular. Adicionado a isso, uma série de mudancas bioquimicas
ocorre, resultando em alteragdes na concentracdo de eletrdlitos, reducdo da
atividade e dos niveis de ATP, glutadiona, mioinositol (DAVIDSON; NELMS, 2007).
Ha também reducdo da sintese protéica, além de aumento da permeabilidade da
membrana celular (BRON et al., 1993).

As mudangas na ultra-estrutura da lente de um paciente diabético
comparando-se com uma lente normal é maior, devido a formagdo da catarata
diabética, na qual a lente torna-se intumescente. Entre outras mudancgas biométricas
se destacam acentuacgao da curvatura anterior e posterior da lente e cAmara anterior
rasa (BRON et al. 1993).

Existem evidéncias de que os poliols (sorbitol) também possam interagir
diretamente com as proteinas da lente por um processo nao-enzimatico de
glicosilagao (glicacao, modificagdo covalente). Este processo também pode ser uma
importante causa da catarata diabética. A glicosilacdo envolve a ligagao de glicose a
residuos de aminoacidos nas proteinas lenticulares (cristalinas), causando
agregacao protéica, comprometendo a integridade da membrana celular. A
glicosilagdo também pode provocar alteragées nas enzimas lenticulares, incluindo a
glutadiona redutase (BASHER; ROBERTS, 1995).
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A lente é protegida do estresse oxidativo por uma gama de moléculas
localizadas na membrana e citosol, que incluem vitamina E, glutadiona reduzida,
acido ascorbico, superéxido dismutase, taurina e beta-caroteno. A lente de pacientes
diabéticos esta sujeita a um aumento no estresse oxidativo, o que pode causar dano
a membrana lenticular (BASHER; ROBERTS, 1995). Os efeitos deletérios do
metabolismo da glicose e mudancas associadas ao potencial antioxidante das
células epiteliais da lente podem exacerbar os efeitos do estresse oxidativo
(WILLIAMS, 2006). Em 2002, Barros et al., reportaram a diminuicdo de &cido
ascérbico no plasma e humor aquoso de caes diabéticos, 0 que também ja havia
sido proposto por Barros et al. (1999), a diminuicdo de acido ascorbico em humor
aquoso em caes portadores de catarata.

A espécie canina é altamente susceptivel a formacao da catarata diabética,
essa susceptibilidade é em razao da dificuldade do controle glicémico nesta espécie,
resultando em hiperglicemia crénica. Alguns caes diabéticos, a despeito de uma boa
resposta a insulinoterapia e controle glicémico adequado, desenvolvem catarata
(DAVIDSON; NELMS, 2007).

Resultados de um estudo confirmaram que aproximadamente 50% dos caes
diabéticos desenvolveram catarata com 5 e 6 meses do diagndéstico, e cerca de 80%
apresentaram catarata ao longo do tempo, com aproximadamente 16 meses do
diagnoéstico (BEAM; CORREA; DAVIDSON, 1999). Neste mesmo estudo, verificou-
se que, dentre as racas nao esportivas, incluindo os braquicefalicos e sharpeis, o
tempo médio para formacao da catarata foi de 10 dias. O fator responséavel para
esse achado nédo estad bem elucidada, mas pode ser reflexo do grau de severidade
da doenca (BEAM; CORREA; DAVIDSON, 1999) ou capacidade inadequada de
regular os niveis de glicose com a insulinoterapia em diferentes racas (BEAM,;
CORREA; DAVIDSON, 1999; FELDMAN; NELSON, 2004). Em relacdo ao sexo, as
fémeas representam a maioria dos diagndésticos de catarata diabética, comparado
com os machos, tendo uma proporcao de 4:1 (SAFATLE, 2008).

Ruptura espontanea da capsula da lente também esta associada ao diabetes
mellitus, além de rapida formacao da catarata, o que pode ser observado por Wilkie
et al. (2006), que constatou que dentre as racas acometidas pela catarata diabética

e ruptura espontanea da capsula, o labrador apresentou maior incidéncia.
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2.3 Elementos Quimicos na Catarata Diabética

Diversos elementos sao responsaveis por inUmeras atividades bioquimicas,
imunoldgicas e fisiologicas do organismo. Entretanto, pode haver associacdo entre
0s niveis de elementos traco em fluidos corpéreos ou tecidos e a presenca de varias
doencas. Alguns elementos tém importancia significante no sistema imune e
dependendo do elemento em particular, a concentragdo e outros fatores, podem
levar a mecanismos de imunoestimulacdo ou imunosupressdao (ZUCCHI et al.,
2008).

Os micronutrientes estdao envolvidos em um processo complexo de
desenvolvimento das complicagbes secundarias do diabetes mellitus. Podem ser
componentes fundamentais de enzimas antioxidantes, co-fatores em importantes
processos enzimaticos no metabolismo do lipidio e da glicose, ou no potencial pro-
oxidante. O diabetes tipo 1 e 2 sdo acompanhadas por alteracées na absorcao e
excrecao de micronutrientes. O maior efeito desta alteragdo é o declinio da
capacidade do organismo em combater a producéo de radicais livres (THOMPSON;
GODIN, 1995). Nos pacientes diabéticos, em especial, varios 6rgaos vitais sédo
afetados pela instabilidade crénica da glicemia e o aumento do estresse oxidativo
(STRAIN, 1991; THOMPSON; GODIN, 1995).

O papel dos elementos trago na formagao da catarata tem sido estudado,
devido as alteracdes na concentracdo dos elementos traco em opacificacdes
lenticulares, tanto em catarata de origem senil como em cataratas diabéticas, o que
reforgca a hipétese que alguns micronutrientes participem da formagao da catarata
(GUNDUZ et al., 2003).

No olho, o zinco influéncia no metabolismo celular através de varios
mecanismos, e tem papel importante na manutencdo normal da fungéo visual. Este
elemento esta presente em altas concentragdes no tecido ocular, particularmente na
retina e na coroide, especificamente na periféria dos fotorreceptores na area tapetal
(tapetum lucidum) de caes e gatos (GRAHN et al., 2001). Em lentes de humanos a
quantidade de zinco é muito pequena e nao altera com a idade (DAWCZYNSKI et
al., 2002), o que ja havia sido confirmado por Galin, Nano e Hall (1962). O zinco
pode influenciar na integridade estrutural das proteinas, as quais estao envolvidas
na manutencgao da transparéncia da lente (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984).
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O zinco tem varias funcbes, como secrecao e transporte de insulina,
sensibilidade dos receptores de insulina e metabolismo enzimatico da glicose. A
queda do zinco pode afetar a habilidade das células B em produzir insulina
(HADRZYNSKI, 1999). Numerosos estudos revelam a relagdo entre o zinco e o
diabetes mellitus. O diabetes pode causar disturbios na homeostasia do zinco,
provocando a perda deste elemento, sobretudo através da excrecdo urinaria
(GRAHN et al., 2001), sendo este um constante achado entre pacientes diabéticos.
A hiperglicemia pode ser responsavel pelo aumento da perda urinaria e diminuicao
do zinco total (HADRZYNSKI, 1999). Os niveis de zinco podem também influenciar
na acgado insulinica e desenvolvimento do diabetes mellitus, bem como nas
complicacdes cronicas (GRAHN et al., 2001).

A deficiéncia do zinco tem sido relatada em diversas espécies, devido as
alteracdes na ultraestrutura e eletrofisiologia que resulta em graves manifestacoes
oculares (GRAHN et al., 2001). Por outro lado, concentracdes elevadas de zinco
levam a oxidacao de grupos sulfidricos, o que pode potencializar a formacdo da
catarata, em virtude do aumento na permeabilidade da membrana celular. A
permeabilidade da membrana alterada promove o acumulo de proteinas de alto
peso molecular que participam da opacificacdo lenticular (SRIVASTAVA;
VARSHNEY; PANDEY, 1992; DAWCZYNSKI et al., 2002; GUNDUZ et al., 2003).

A lente possui altas concentragdes de anidrase carbbnica, enzima envolvida
na produg¢ao de humor aquoso, a qual contém zinco. A presenca desta enzima pode
explicar a quantidade deste metal na lente (GALIN; NANO; HALL, 1962; BENTLEY;
CHIN; GRUBB, 1984). O zinco tem acesso na lente através do humor aquoso,
atravessa a capsula anterior e atingindo assim a membrana plasmatica das células
epiteliais (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984).

Sendo a regido do cortex metabolicamente mais ativo, é possivel que
acumule mais zinco quando comparada com a regido nuclear da lente
(DAWCZYNSKI et al., 2002). O zinco pode se ligar a varios aminoacidos, o que nao
influencia no processo de transporte deste metal, com possivel excecao da cistina,
proteina de baixo peso molecular, que pode facilitar seu acumulo (BENTLEY; CHIN;
GRUBB, 1984).

Um estudo realizado por Dawczynski et al. (2002), comparou a concentragao
de zinco em lentes de humanos com diferentes graus de opacificagdo, e concluiu

que em cataratas maduras a concentracdo de zinco lenticular foi maior quando
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comparada com cataratas corticonucleares. Neste mesmo estudo, utilizaram-se
lentes de pacientes diabéticos, notando-se um aumento dos niveis de zinco, porém
nao significativo, quando comparada com pacientes nao diabéticos. Resultado
semelhante foi obtido por Gunduz et al. (2003), que comparou cataratas senis e
diabéticas, o que reforca a hipdtese que a presenca do zinco em niveis elevados na
lente facilita a formacao da catarata em pacientes diabéticos.

Elementos traco como o cobre sdo essenciais para a manutencdo das
funcdes fisioldgicas normais (LIN, 1997). O cobre € essencial para a atividade de
numerosas enzimas, como citocromo oxidade, superoxido dismutase, uricase
(COOK; MCGAHAN, 1986) e tirosinase (AYDIN et al., 2005). Mudancas no
metabolismo e na concentragdo do cobre em alguns tecidos e fluidos corpéreos tém
sido associadas com estagios patologicos. Depodsito de cobre na cérnea é
considerado patognémonico de toxicose cuprica hereditaria (Doenga de Wilson) no
homem (COOK; MCGAHAN, 1986). Em ratos com diabetes induzida
experimentalmente, a concentracdo de cobre no sangue, figado, rins e duodeno séo
elevadas. A concentracao sanguinea de cobre também é elevada em humanos
diabéticos (LIN, 1997).

O cobre pode potencializar a peroxidagao lipidica e as alteracées oxidativas
(THOMPSON; GODIN, 1995). A peroxidacao lipidica é também um fator na
cataractogénese, que podem gerar derivados que atuam como mensageiros toxicos
no estresse oxidativo, e mudancas na composicao lipidica da lente levam a aumento
da permeabilidade da membrana e conseqlientemente a opacificacdo lenticular
(WILLIAMS, 2008).

O aumento da concentracado de cobre pode exacerbar o estresse oxidativo na
diabetes e a sobrecarga renal pode contribuir para a nefropatia diabética, entre
outras complicacées (THOMPSON; GODIN, 1995). H& relatos de hipercupremia em
pacientes diabéticos com complicacdes que incluem retinopatia, hipertensédo e
doencas vasculares quando comparado com pacientes diabéticos sem complicacdes
secundarias a diabetes (HADRZYNSKI, 1999).

Os érgaos que naturalmente possuem maior concentracdo de cobre no
organismo séo o figado e cérebro, sendo o cérebro o Unico 6rgao do qual o cobre se
eleva com a idade. Tecidos oculares pigmentados possuem alta concentracdo de
cobre. Sabe-se que a concentracdo de cobre se eleva na diabetes mellitus, portanto,
0 cobre pode estar associado com a formacgéo da catarata diabética (LIN, 1997).



35

Em um estudo realizado por Aydin et al. (2005), investigou e comparou 0s
niveis de zinco, ferro, e cobre no humor aquoso, lente e no plasma de humanos
diabéticos e nao diabéticos, pode concluir que a concentracdo de cobre e a relacao
de cobre/zinco em lentes de pacientes diabéticos foram significantemente maiores,
porém nao houve diferenca estatistica nos outros elementos avaliados. Outro estudo
gue mensurou 0s niveis de ions cobre em cataratas diabéticas e nao diabéticas,
demonstrou um aumento significativo de ions cobre em pacientes diabéticos.
Observou também uma diminuicado na atividade da enzima superéxido dismutase
neste grupo, validando o aumento do estresse oxidativo nestes pacientes (LIN,
1997).

Ha dois fatores que podem causar o aumento do cobre na opacidade
lenticular: i) aumento da permeabilidade vascular que resulta em quebra da barreira
hemato-aquoso, e conseqlientemente aumento do cobre na lente; ii) nos pacientes
diabéticos a hiperglicemia induz a glicacdo de enzimas e proteinas presentes no
tecido ocular que contém cobre e resultam em desprendimento do elemento deste
metal que induz reacbes oxidativas, tendo como resultado a desnaturacdo da
membrana lipidica e perda da sua funcionalidade e conseqientemente a formacao
da catarata (LIN, 1997).

Varios estudos com animais diabéticos modelos e em humanos diabéticos
revelam aumento dos niveis de célcio intracelular de muitos tecidos. Alteracdes na
regulacao do calcio tém sido descritas nas complicacées vasculares, alteracoes
renais, hepaticas, neurais e oculares de animais diabéticos (LEVY; GAVIN;
SAWERS, 1994).

Niveis elevados de calcio também estao relacionados a diversos processos
patolégicos (TANG et al.,, 2003), concomitante a inflamagdo intra-ocular,
administracdo de drogas intra-oculares que contenham grande quantidade de calcio
e fésforo ou a calcificacao distréfica, pode provocar a elevacao deste elemento no
olho (KIM; CHOIN, 2007).

A atividade das bombas de membrana, como adenosina trifosfato (ATPase)
associadas a bombas de cations, os quais determinam os niveis intracelulares de
célcio, encontram-se alterados no diabetes mellitus. A habilidade da célula em
regular a entrada e saida de calcio esta comprometida tanto na diabetes, obesidade,
hipertensdo e o avanco da idade, o que pode levar a resisténcia insulinica. O célcio

intracelular atua como um mediador na acado da insulina, niveis muito baixos ou
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elevados de calcio estdo associados a um prejuizo na agdo da insulina (LEVY;
GAVIN; SOWERS, 1994; LEVY, 1999).

A formacdo da catarata é uma das principais complicacbes da diabetes
mellitus, e também uma importante alteragcdo com o avango da idade. (LEVY;
GAVIN; SOWERS, 1994).

Com a idade, o aumento de calcio na lente é contrabalanceado com o
aumento da atividade da bomba calcio-ATPase. Com a catarata, no entanto, a
permeabilidade da membrana da lente e a quantidade de calcio total se elevam,
porém a atividade da bomba calcio-ATPase cai pela metade (TANG et al., 2003).
Este fato foi confirmado por Tang et al. (2003) que analisou os niveis de calcio em
lentes com catarata. O valor de calcio foi bastante expressivo em lentes com
catarata cortical, sendo quatro vezes maior quando comparado as lentes controle.
Neste mesmo estudo também analisou os niveis de calcio em lentes de pacientes
diabéticos, e verificou que ndo houve diferenca estatistica do célcio total.

Contudo, Hightower e Misiak (1998) induziram experimentalmente catarata
galactosémica em ratos, puderam notar que houve um aumento de 10% do calcio
total, e foi possivel observar o primeiro sinal de opacificacao lenticular no quarto dia
pés-inducdo da catarata. No décimo segundo dia do experimento houve um
aumento significativo de calcio total acompanhado por uma densa opacificagédo da
lente. Avaliou também a concentracao de outros cations como o sodio e o potassio,
onde houve aumento da concentracao de sédio e diminuicdo do potassio, reiterando
que a alteracao da bomba de cations € importante fator na formagcédo da catarata.
Estes achados sugerem que a elevacao de célcio € um fator critico para o processo
de opacificagdo na catarata galactosémica.

Os niveis de calcio lenticular e os efeitos da droga Verapamil, que age como
antagonista do calcio, foram analisadas por Cekic e Bardak (1998), em lentes de
ratos diabéticos induzidos experimentalmente. Houve aumento dos niveis de célcio
na lente dos animais diabéticos quando comparado ao grupo controle, e foi possivel
observar uma reducgéo da opacificacéo e dos niveis do calcio lenticular com o uso da
droga. Pierce et al. (1989) também demonstraram a eficacia do Verapamil durante a
formacao da catarata em ratos diabéticos, com reducao de 41% da incidéncia em 4
semanas, indicando uma relagao direta entre os niveis de calcio com a formacao da

catarata diabética.
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O ferro € pouco afetado pela diabetes mellitus, entretanto seu papel na
formagéo de radical livre, e 0 aumento do estresse oxidativo na diabetes, podem
ocasionar a complicacoes a pacientes diabéticos (THOMPSON; GODIN, 1995). Os
radicais livres sdo fundamentais para a patofisiologia de inUmeras doencas, e o ferro
funcionando como um catalisador € o maior atuante nestes processos.
Especificamente no olho, os radicais livres participam na injuria ao tecido, o que
contribui para muitas doencas, incluindo a formacdo da catarata, doencas
corneanas, degeneracao retiniana, retinopatia diabética, glaucoma e entre outras
(GORALSKA et al., 2009).

A concentracao de ferro no humor aquoso e vitreo é muito pequena, menos
de 1% em relagdo ao plasma sanguineo, o que reflete na habilidade da barreira
hemato-aquoso em transportar o ferro para o olho. Ressalta-se que a lente possui
um controle adequado do conteudo de ferro. O ferro € mantido na forma de proteina.
A ferritina permite um armazenamento seguro do ferro, prevenindo a interacao deste
em reacdes de dano oxidativo (GORALSKA et al., 2009)

No processo inflamatério na qual ocorre ha a quebra barreira hemato-aquoso,
a lente acumula ferro, uma das hip6teses apontada na literatura refere-se ao
aumento plasmatico da tranferrina e da nao-transferrina ligada ao ferro, incorporadas
nos fluidos intra-oculares. Uma das hipdteses apontadas na literatura refere-se que
a concentracao de ferro na lente reduz-se apos o episédio inflamatério. Nota-se que
a lente possui um mecanismo de remoc¢ao de ferro que podem ser potencialmente
prejudiciais e também controla a liberacdo de ferro, mantendo-o em limites
toleraveis. Devido a idade, estes mecanismos podem estar alterados, e tais
mudancas contribuem para o acumulo de ferro e estresse oxidativo observado na
cataractogénese (GORALSKA et al., 2009).

Um estudo determinou a concentracao de ferro em cataratas senis, utilizando
somente a area nuclear, e comparou com lentes normais, concluiu-se que a
concentracdo de ferro determinado apresentou-se com valores maiores para as
amostras de cataratas senis, indicando que o ferro pode atuar da oxidacdo e
peroxidacao de moléculas biologicas (CEKIC et al., 1999).

A concentragéo de ferro também foi avaliada, por Dawczynski et al. (2002) e
por Aydin et al. (2005), em cataratas diabéticas e comparadas com cataratas senis,
houve aumento dos niveis de ferro em lentes diabéticas. Resultado semelhante foi
obtido por Cekic e Bardak (1998) com lentes de ratos diabéticos induzidos
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experimentalmente, os niveis de ferro lenticular foram significantemente elevados no
grupo dos animais diabéticos comparado ao grupo controle, o que confirma a

hip6tese do desbalanco eletrolitico que ocorre no diabetes mellitus.

2.4 Alteracoes Estruturais e Biomecénicas da Capsula Anterior da Lente
na Catarata

A lente é uma estrutura refrativa e responsavel por focar a imagem na retina
para a formacgao da visdao. Nos mamiferos, a lente é biconvexa, e seu poder éptico é
realizado pelo fenébmeno de acomodacgédo devido a elasticidade natural de sua
capsula e flexibilidade das substancias da lente (SLATTER, 2005; SAMUELSON,
2007). Em mamiferos jovens, a lente é bastante macia, composta somente de um
nucleo pequeno, denso e centralizado. O nucleo se torna maior e mais denso com a
idade, o que reduz a habilidade de acomodagdo da lente com a idade
(SAMUELSON 2007).

A lente é proporcionalmente maior nos animais domeésticos comparada com
os humanos. A lente do cdo tem o volume de aproximadamente 0,5 ml, e cerca de 7
mm de espessura do pdélo anterior ao posterior. O didmetro equatorial é de
aproximadamente 10 mm. A capsula da lente possui de 8 a 12 um de espessura na
regiao do equador, na por¢cao anterior uma espessura de 50 a 70 ym, e de 2 a 4 um
de espessura na capsula posterior (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997;
SAMUELSON, 2007). A capsula da lente consiste de fibrilas € uma membrana basal
disposta de forma lamelar (STAFFORD, 2001; SAMUELSON, 2007). Como toda
membrana basal, o principal componente da cdpsula da lente € o colageno tipo IV, o
qual é densamente espesso, constituindo uma rede de microfibrilas dispostas de
forma tri-dimensional, (KRAG; ANDREASSEN, 2003; SAMUELSON, 2007;
DANYSH; DUNCAN, 2009) e pequenas quantidades de colageno tipo | e Ill, (BRON
et al., 2000) proporcionando elasticidade a capsula (STAFFORD, 2001).

Apenas a capsula anterior da lente possui uma Unica camada de células
epiteliais. Somente as células epiteliais podem produzir novo material da membrana

basal da capsula. Ao passo que a capsula posterior da lente ndo possui células
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epiteliais, as quais foram consumidas no periodo embrionario para formar as
primeiras fibras da lente (SAMUELSON, 2007).

A espessura da capsula da lente aumenta continuadamente durante toda a
vida, novas fibras sdo formadas juntamente com a deposicdo de novas lamelas da
membrana basal da capsula (STAFFORD, 2001; SAMUELSON, 2007). Ultra-
estruturalmente, a aparéncia lamelar da cépsula anterior desaparece rapidamente
com a idade (KRAG; ANDREASSEN, 2003; SAMUELSON, 2007).

A regiao equatorial da lente é altamente proliferativa, na qual ocorre mitose
celular aproximadamente no mesmo instante em que sao formadas novas fibras da
lente. Na medida em que as células epiteliais da lente se tornam fibras ocorre uma
compressao sobre as fibras ja formadas (SAMUELSON, 2007). No alongamento e
diferenciacdo das células epiteliais em fibras, as organelas citoplasmaticas sao
perdidas, entretanto ocorre um aumento das interdigitacbes, essas jungdes se
proliferam em torno da membrana cobrindo de 5% a 60% da superficie, sendo estas
um tipo Unico encontrado somente nas fibras da lente. As juncdes permitem a
comunicacao metabdlica, permitindo a passagem de pequenas moléculas através da
lente avascular (STAFFORD, 2001).

Com o aumento no volume da lente durante a vida, ha um aumento da
extensdo periférica das capsulas anterior e posterior da lente e uma expansao da
camada epitelial da lente. O nimero de células epiteliais aumenta com a idade, ao
passo que a densidade diminui (BRON et al., 2000). O decréscimo na densidade
celular do epitélio lenticular também foi observado em pacientes com catarata
diabética e ndo diabética, e pode haver relagdo com a formacao da catarata, devido
a queda da funcgao celular (TKACHOQV et al., 2006).

A capsula anterior da lente, importante estrutura na cirurgia da catarata,
estda associada com a perda progressiva da elasticidade com avango da idade. A
capsula se torna mais espessa, menos elastica e muito mais fragil (KRAG; OLSEN;
ANDREASSEN, 1997). Em razao desta mudanca, algumas hip6teses sugerem que
alteracdes no arranjo das fibras colagenas da capsula da lente favorecam a perda
da elasticidade, como o aumento do volume da lente provocando maior tensédo sobre
a estrutura de colageno limitando a acomodacéo da lente (KRAG; ANDREASSEN,
2003). E outro fator pode estar associado, como modificacdes pos-translacional das
moléculas como glicosilacdo nao-enzimatica, que pode alterar as propriedades
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mecanicas da capsula da lente através da formacao de ligagdes cruzadas estaveis
(KRAG; ANDREASSEN, 2003; BRON et al., 2000).

O processo glicacao ou glicosilagdo nao-enzimatica pode ocorrer em lentes
de pacientes diabéticos, devido a hiperglicemia crbnica, resultando em alteracéo da
estrutura e das propriedades mecéanicas da membrana basal. Na capsula anterior da
lente esta alteracdo pode causar fragilidade e rigidez (DANYSH; DUNCAN, 2009).
Tal fragilidade havia sido descrita por Ramsell (1969) em pacientes diabéticos
submetidos a cirurgia de catarata, o qual notou maior indice de ruptura da capsula e
alto risco de complicacbes nestes pacientes.

Com o0 avanco progressivo da catarata, a capsula anterior e posterior pode
tornar-se mais finas com o intumescimento da lente, e enrugadas em estagios
avancos de desenvolvimento da catarata (DAVIDSON; NELMS, 2007).

Em estudo que avaliou a espessura da capsula anterior da lente de caes
normais e com catarata, verificou-se um aumento progressivo da espessura da
capsula com a idade, o qual ndo houve diferenca significativa entre lentes normais e
com catarata. Entretanto, lentes com catarata apresentaram metaplasia das células
epiteliais em forma de placas, morfologicamente similar as altera¢cdes encontradas
em lentes cataractogénicas de humanos (BERNAYS; PEIFFER, 2000).
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3 OBJETIVO

Analisar e comparar através da técnica de Fluorescéncia de Raios X as
alteracées composicao quimica em lentes de caes portadores de Diabetes Mellitus.
Verificar 0 uso da técnica de Microscopia de Forga Atdmica para determinar
as propriedades biomecanicas da capsula anterior da lente associado a catarata, na

espécie canina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Tecido Bioldgico

Foram analisadas 37 lentes e 15 capsulas de lente de 47 caes (38 fémeas e
nove machos) de diversas ragas. Os Animais diabéticos foram encaminhados
inicialmente para o Servico de Clinica Médica do Hospital Veterinario da
Universidade de Sao Paulo para avaliacao do estado geral, diagnéstico e controle do
diabetes mellitus, em seguida foram avaliados por exame oftalmol6gico completo. As
cataratas foram consideradas secundarias a diabetes mellitus em virtude do historico
de réapida progressédo da opacidade e freqliientemente bilateral. Por apresentarem
catarata, os animais foram encaminhados ao Servico de Oftalmologia, onde foram
avaliados por exame oftalmolégico completo e tiveram seu estagio de
desenvolvimento classificado em incipiente, imatura, madura ou hipermadura.

Durante o atendimento oftalmolégico foram coletadas informacdes
referentes aos pacientes, como raca, idade, sexo, tempo de desenvolvimento da
diabetes e glicemia. Os principais exames oftalmol6gicos realizados nos pacientes
com catarata foram:

e Tonometria (instrumento utilizado para avaliagao da pressao intra-ocular).

e Biomicroscopia com lampada de fenda (equipamento util para exame do

segmento anterior do globo ocular).

e Eletrorretinografia (exame realizado para avaliar a atividade retiniana e

melhorar o prognéstico visual).

e Ultra-sonografia (indicado em casos de opacificagdo dos meios

transparentes).

As amostras de lente e capsula anterior da lente foram obtidas de animais
submetidos a facectomia intracapsular e extracapsular no Servigco de Oftalmologia
do Hospital Veterinario da Universidade de S&o Paulo. Para avaliacdo da
concentragado elementar por fluorescéncia de raios X, foram formados grupos, dentre

eles, no grupo controle (GCO) foram obtidas lentes através da enucleacao do bulbo
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ocular de trés cadaveres de caes sem raca definida (SRD) do mesmo hospital
veterinario, e sem quaisquer alteragdes oculares, foram utilizados seis lentes,
obtidos de seis olhos, sem catarata e sem diabetes mellitus, sendo um macho e
duas fémeas, com idades entre seis e nove anos. No grupo com diabetes mellitus
(GDM) foram utilizadas 31 lentes com catarata diabética, sendo 26 fémeas e cinco
machos com idades entre seis e 14 anos.

Para analise da elasticidade da capsula anterior da lente por microscopia de
forca atdmica foram utilizadas quatro capsulas para formar o grupo controle (GCO),
que foram obtidas de dois cadaveres de cdes do mesmo hospital veterinario, sem
quaisquer alteracdes oculares, sem catarata e sem diabetes mellitus, sendo um
macho e uma fémea, com idade entre sete e oito anos. No grupo catarata (GCAT)
foram coletadas 11 capsulas através da capsulorexe de animais portadores de
catarata submetidos a facectomia intracapsular, facectomia extracapsular e
facoemulsificagdo, sendo nove fémeas e dois machos com idades entre cinco e 15
anos.

Este estudo recebeu aprovacdo da Comissao de Bioética da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, o qual foi seguido

todas as normas.

4.2 Técnicas Experimentais

4.2 1 Fluorescéncia de Raios X

A fluorescéncia de raios X (XRF) é uma técnica apropriada para avaliacéo dos
elementos traco em diversos materiais biologicos, quimicos ou geoldgicos (EKINCI;
ASTAM; SAHIN, 2002). Em tecidos bioldgicos, através da fluorescéncia de raios X €
possivel determinar as alteragbes dos elementos de tecidos em estagios
patoloégicos, em razao do carater multielementar, alta sensibilidade, ndo destrutiva e
rapida andlise de forma simultanea (ZUCCHI et al., 2008).
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Desde a década passada grande progresso tem sido feito para o melhor
entendimento da transicao intracelular do metabolismo dos ions metais. Embora
muitos componentes relacionados com a hemostasia dos metais de transicdo tém
sido amplamente estudados, o principal protagonista, os proprios metais catiénicos,
tem recebido menos atengédo (FAHRNI, 2007).

A capacidade analitica da fluorescéncia de raios X foi estabelecida em 1913,
mas introduzida comercialmente no fim da segunda guerra mundial. A metodologia
empregada tornou-se padrdo em pesquisas na area cientifica e em laboratérios
particulares (ADAMS; JANSSENS; SNIGIREV, 1998), sendo uma ferramenta util
para o estudo da distribuicdo elementar, em particular amostras biolégicas (ANJOS
et al., 2004).

A andlise por fluorescéncia de raios X é um método quali-quantitativo
baseado na medida das intensidades (numero de raios X detectados por unidade de
tempo) dos raios X caracteristicos pelos elementos que constituem a amostra. Os
raios X emitidos por tubos de raios X ou gama por uma fonte radioativa, excitam os
elementos, os quais emitem linhas espectrais com energias caracteristicas dos
elementos e cujas intensidades estao relacionadas com a concentragcao do elemento
na amostra (FILHO, 1999). A andlise por fluorescéncia de raios X consiste em 3
fases: excitacdo dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios X
caracteristicos emitidos pela amostra e deteccao desses raios X (ZUCCHI et al.,
2008).

Quando um elemento da amostra é excitado, este tende a ejetar os elétrons
do interior dos niveis atémicos, como consequéncia disto, elétrons dos niveis mais
afastados realizam um salto quéntico para preencher a vacéncia. Cada transicao
eletrénica constitui uma perda de energia para o elétron, e esta energia € emitida na
forma de féton de raios X, de energia caracteristica e bem definida para cada
elemento (FILHO, 1999; FAHRNI, 2007).

Neste método a andlise é baseada na excitacdo localizada de uma area
microscopicamente pequena da superficie de uma amostra. A amostra € traduzida
através de um feixe em movimento para aplicacdo da imagem. H& um numero de
vantagens intrinsecas da aplicacdo XRF como uma ferramenta microscépica. Em
contraste com outros métodos de feixe, a alta energia de protons pode penetrar
profundamente abaixo da superficie do material fornecendo prontamente dados da

composigdo quimica da maior parte da amostra, além de causar menos danos
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radioativos ou térmicos comparado com outras técnicas, permitindo a analise nao-
destrutiva dos materiais mais sensiveis ou valiosos (ADAMS; JANSSENS;
SNIGIREV, 1998).

A fluorescéncia de raios X usando a radiacao Sincrotron é uma técnica de
analise multielementar. Este tipo radiacdo permite associar a espectrometria com a
resolugdo espacial em escala micrométrica, alta eficiéncia para determinacdo de
elementos traco em curto espaco de tempo (ANJOS et al., 2004), e baixo limite de
deteccdo (ug g') (BOHIC et al., 2001). A radiacdo Sincrotron é a radiacdo
eletromagnética emitida por particulas aceleradas carregadas em dire¢cdo ao centro
de uma orbita circular. Estas particulas ao mudarem sua direcao através de dipolos
magnéticos, emitem uma intensa radiacao eletromagnética, de alto brilho espectral,
denominada radiagao Sincrotron, e vem sendo utilizada no mapeamento elementar
em amostras biolégicas (SERPA, 2007).

Inimeras técnicas sao utilizadas para avaliagdo dos elementos tragco em
tecidos bioldgicos, entre eles, a fluorescéncia de raios X produzida pela radiacédo
Sincrotron oferece uma excelente ferramenta para a andlise dos elementos traco
com alta sensibilidade devida suas propriedades como, alto brilho, alta polarizacdo
linear, colimacéao inerente do feixe e larga faixa de energia espectral o qual pode ser
gerada em tubos para aperfeicoar a fluorescéncia dos elementos selecionados por
meio de um monocromator apropriado, resultando em melhor poder de deteccgao.
Em adicdo, uma simples preparacao e analise da amostra, principalmente em
pequenas amostras, fazem desta técnica particularmente apropriada para amostras
de tecidos sadios e em estagios patoldgicos (SILVA et al., 2009).

A fluorescéncia de raios X possui alta aplicabilidade para materiais biolégicos
e tem sido utilizado de maneira crescente, o que pode ser verificado em estudos
com bactérias, protistas aquaticos, os quais possuem habilidade de acumular
elementos do ambiente. Doengas neuro-degenerativas sdo também foco de estudos
dos elementos trago, em que o imbalanco de alguns elementos predispde a
desordens neurologicas (FAHRNI, 2007). Em tecidos oculares, esta técnica se
mostrou particularmente apropriada para investigacdo da concentracdo dos
elementos trago, por possuir simplicidade na preparagdo da amostra, precisdo e
rapidez na deteccao dos elementos (GALIN; NANO; HALL, 1962; EKINCI; ASTAM,;
SAHIN, 2002).
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4.2.1.1 Preparacao e Andlise pela Fluorescéncia de raios X por Dispersdao de
Energia (EDXRF)

Nesta etapa do trabalho, as amostras coletadas de catarata diabética foram
separadas em dois grupos distintos para analise quantitativa de calcio, ferro, cobre e
zinco por fluorescéncia de raios X por dispersao de energia (EDXRF) em dois
laboratérios. No Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) da
Universidade de Sao Paulo, Brasil, foram analisadas a concentracdo total de 8
amostras de catarata diabética, e no Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa, Portugal, foram analisadas a concentracao
relativa de 23 amostras de catarata diabética. A analise do grupo controle (GCO) foi
realizada no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) da Universidade
de Sao Paulo, Brasil. O fluxograma 1 sintetiza, no geral, o processamento das
amostras para analise por EDXRF.

Facectomia

23 amostras
(GDM LISBOA)

Formol 10%
24 horas

8 amostras
(GDM IPEN)

Liofilizacao
(48horas)

6 amostras
(GCO)

Liofilizacdo

Homogeneizacao Homogeneizacao Cortesa 0,3 cm

vy vy

Analise em Analise em
EDXRF EDXRF

Analise em
EDXRF

vy vy vy

Fluxograma 1 — Esquema de preparacao das amostras para EDXRF
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As medidas quantitativas do primeiro grupo com oito amostras de lente com
catarata, e do grupo controle com seis amostras de lentes normais foram realizadas
com o equipamento de EDXRF do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN) da Universidade de Sao Paulo, Brasil (Figura 2). O equipamento consiste de
um tubo de raios X equipado com rédio que atua como um transmissor de raios X e
permite uma excelente penetracdo na amostra. As caracteristicas das radiagdes
emitidas pelo elemento da amostra foram obtidas por um detector de silicio litico. A
precisdo das medidas foi verificada através da concentragcdo elementar em uma
amostra certificada de figado de bovino (NIST 1577b) conforme anexo A. O gerador
de raios X foi operado a 50 kV e 100 mA e o tempo de aquisi¢ao tipico para cada
elemento foi de 100 segundos.

O segundo grupo composto por 23 amostras de lentes com catarata foram
analisadas no Centro de Fisica Atémica da Faculdade de Ciéncias da Universidade
de Lisboa, Portugal, para a realizacdo das medidas quantitativas. Os espectros
foram obtidos utilizando um espectrémetro de raios X por dispersao de energia com
um alvo secundario equipado com molibdénio. O valor da tensao aplicada ao tubo
de raios X foi de 50 kV e a corrente foi de 20 mA. Neste sistema a radiagéo foi
detectada através de detector de silicio litico cuja area ativa corresponde a 30 mm? e
uma janela de berilio de 8 um e o tempo de aquisicao correspondeu a 1000s.
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Fonte: Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) — USP

Figura 2 — Equipamento de Fluorescéncia de Raios X por Dispersao de Energia (EDXRF)

4.2.1.2 Preparacéao e Analise pela Microfluorescéncia de raios X (uXRF)

Para andlise qualitativa de elementos quimicos (ferro, cobre e zinco) foi
realizado através de mapas de distribuicdo dos elementos quimicos em amostras de
lentes normais e em amostras de catarata diabética por microfluorescéncia de raios
X (uXRF). O processo de coleta e analise foi realizado como descrito no fluxograma
2.
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Facectomia Analise em
Extracapsular MXRF

p p

Cortes a 0,5
cm

Formol 10%

b b

Fluxograma 2 — Esquema de preparacao das amostras para uXRF

Os mapas da composicdo quimica foram obtidos durante o experimento
realizado na linha de luz (D09B-XRF-8787/Projeto 2686) no Laboratério Nacional de
Luz Sincontron — LNLS (Campinas, Sao Paulo, Brasil). A excitacdo dos raios X
caracteristicos foram obtidos com um detector com HPGe com uma resolugdo de
140 eV a 5.9 keV. As amostras foram posicionadas no plano de imagem de 0,5 pm
com os trés eixos (X, Y, Z) controlados por motor de passo. Um video foi instalado
ao microscopio (magnificacdo de 500x) e usado para posicionar precisamente a
amostra no feixe. O suporte é posicionado a 45° em relagdo ao detector e ao feixe
incidente, em um posicionamento também conhecido como geometria 45945¢°.
Desta forma, pixels de 100 pm x 100 um foi obtido mantendo alto fluxo de fétons na
amostra. As radiagdes caracteristicas emitidas pelos elementos da amostra foram
coletadas pelo detector. Parametros experimentais foram obtidos pela calibracao
através de material padrdo. Na figura 3 visualiza-se o arranjo experimental indicando

o local onde a amostra é posicionada, o feixe incidente sobre a amostra e o detector.
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Amostra

Radiagao
Sincrotron

Detector ]

Fonte: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)

Figura 3 — Arranjo experimental para as medidas pela Microfluorescéncia
de Raios X (UXRF)

4.2.2 Microscopia de Forga Atbmica

A microscopia de forgca atdmica (MFA) tem sido estabelecida como uma
técnica de alta resolucao que permite proporcionar informacdes reais de estruturas
celulares e bioldégicas (ANTUNES et al.,, 2007a). Comparada com a microscopia
eletrénica, a MFA possui a habilidade de obter imagens topograficas da superficie
de amostras aquosas, nao aquosas, ou de material a seco (ANTUNES et al., 20073;
YAMAMOTO et al., 2002; TSILIMBARIS et al., 2000).

Por muitos anos os pesquisadores tentaram conciliar a alta resolucdo da
microscopia eletrénica de varredura e de transmissdo com a capacidade de se obter
imagens em meio aquoso, préprio dos microscopios Opticos. Com a introducéao da
técnica conhecida como microscopia de tunelamento (“Scanning Tunneling
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Microscopy — STM”) em 1981, surgiram as técnicas nanométricas. Em 1986 foi
criado a MFA que pode produzir imagens de superficies condutoras e nao
condutoras, diferentemente da microscopia de tunelamento que pode produzir
imagens de superficie que conduzem elétrons. Estas técnicas (STM e MFA) e seus
diversos modos de operagdo constituem uma nova classe de instrumentos
pertencentes ao grupo de microscopias chamado de microscopia de varredura por
sonda mecanica (“Scanning Probe Microscope — SPM”) (FERREIRA; YAMANAKA,
2006).

O principio de funcionamento do MFA é relativamente simples, baseia-se na
varredura da superficie da amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de alguns
micras de comprimento (100 a 200 um) e geralmente com menos de vinte
nandmetros de didmetro, integrada em um cantilever flexivel (FOTIADIS et al., 2002;
FERREIRA; YAMANAKA, 2006). A forga entre a ponta e a superficie da amostra faz
com que o cantilever se aproxime ou se afaste e essa deflexao é proporcional a
forca de interagdo (FERREIRA; YAMANAKA, 2006). As deflexdes causadas pela
interacdo sonda-amostra sao detectadas por um detector éptico (FOTIADIS et al.,
2002).

A medida que a ponta varre, ou a amostra é deslocada sob a ponta, os
diferentes tipos de “acidentes geograficos” encontrados sobre a superficie fazem
com que a interacdo mude. As variacdes das interacbes sdo os fatores que
provocam diferentes deflexdes (FERREIRA; YAMANAKA, 2006). O resultado € uma
imagem em relevo tri-dimensional em alta resolugdo que reflete a interacdo entre a
sonda e a amostra (TSILIMBARIS et al., 2000; YAMAMOTO et al., 2002).

Em sistemas bioldgicos incluindo células, bactérias, virus e biomoléculas, esta
técnica possibilita a compreensdao dos fenbmenos biofisicos e bioquimicos
envolvidos, constituindo-se em mais uma ferramenta auxiliar de analise e
proporcionando um rapido desenvolvimento interdisciplinar (FERREIRA;
YAMANAKA, 2006).

Diversas amostras biol6gicas podem ser analisadas com o uso da MFA,
dentre elas, moléculas individuais como DNA, proteinas, uma variedade de
membranas e células vivas (TSILIMBARIS et al., 2000), seu uso também pode ser
aplicado em amostra de origem fibrosa como queratina e colageno (ANTUNES et
al., 2007b). Outra caracteristica Unica da MFA é a habilidade de mensurar varias
propriedades micromecanicas das amostras, como superficie de fricgéo, elasticidade
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e viscosidade (TSILIMBARIS et al.,, 2000) em alta resolugcao, em adicao permite
avaliar amostras biolégicas em seu estado original (ANTUNES et al., 2007a).

A microscopia de forca Atdmica (MFA) vem provando seu valor ndao somente
para andlise de estruturas topograficas de amostras bioldégicas, mas também em
pesquisa de propriedades inerentes das estruturas biolégicas, como forcas de
interag&o local, propriedades mecanicas ou dindmicas em um ambiente natural, ou
seja, fisiolégico (VINCKIER; SEMENZA, 1998).

A MFA permite avaliacao das propriedades elasticas de células, proteinas e
tecidos moles de maneira ndo traumatica e precisa. Na area oftalmoldgica, o
interesse no estudo sobre o decréscimo da elasticidade da lente com o avanco da
idade, tem sido investigado através de inUmeros métodos analiticos, a exemplo da
técnica de estiramento uniaxial e andlise dinamica mecanica. Em relagdo a técnica
de estiramento uniaxial ndo é possivel se obter valores absolutos, entretanto a
técnica de andlise dindmica mecanica é possivel se obter valores absolutos, porém
necessitam de bastante atengcdo em relagdo a calibragcdo do equipamento e
preparacao da amostra (ZIEBARTH et al., 2007).

Para a determinacdo das propriedades elasticas em amostras biologicas, o
cantilever serve como um nanoindentador flexivel permitindo analisar pequenas
amostras biolégicas, como células e tecidos. Para célculo do parametro de interesse
varios modelos sdo utilizados, contudo, o modelo de Hertz é o mais utilizado. Esta
metodologia é amplamente utilizada na biologia, sendo também multidisciplinar,
descrevendo as propriedades elasticas de diferentes matrizes e materiais
(NEUMANN, 2010).

A elasticidade de um objeto macroscopico pode ser descrito pela lei de Hooke
em termos de pressdao e tensdo. A pressdao é a quantidade igual a forca de
deformacdo e a tensdo representa a quantidade da deformacdo. A lei de Hooke
prova que a relacao pressao/tensao é uma constante dependendo do material e da
deformacao. Esta constante € o modulo elastico e é especifico para o material
analisado (VINCKIER; SEMENZA, 1998).

O modulo elastico, também conhecido como médulo de Young, o qual é a
resisténcia mecéanica do material enquanto ocorre o alongamento ou compressao. O
médulo elastico tem dimensédo de forga por superficie de area. Contanto que a
relacao pressao/tensao seja linear, a deformacao do material é elastica, e o material



53

sempre retorna a sua forma original se nenhuma forca é aplicada (VINCKIER;
SEMENZA, 1998).

A compreensado das mudancgas na elasticidade para distintos graus de leséao
poderdo auxiliar no desenvolvimento de sistemas de dimensdes reduzidas mais
eficazes e néo invasivos para obtencdo dessa quantidade fisica de maneira

imediata.
4.2.2.1 Preparacao das Amostras e Andlise por Microscopia de Forga Atdmica

Para observacao através de MFA foi utilizada cépsulas anterior de lente de
caes portadores de catarata (GCAT) e ndo portadores de catarata (GCO) sem prévia
preparacado quimica. O processamento das amostras para analise por MFA se fez
como descrito no fluxograma 3.

11 amostras <

CAT) Andlise em
4amostras N 80° C Anallse em
{c[e(e)] MFA

Fluxograma 3 — Esquema de preparacdo das amostras para MFA

Cada amostra foi aderida a uma laminula 20x20 mm com o auxilio de cola
para sutura composta por n-Butil Cianoacrialato (Vetbond®, 3M, USA). A andlise foi
realizada em célula liquida, sendo a amostra totalmente imersa em solucao salina

balanceada com intuito de prevenir altera¢cdes decorrentes da desidratacao.
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A andlise das curvas de elasticidade foi feitas através do programa de
computador que acompanha o equipamento. Cada amostra de capsula anterior da
lente foi mensurada 10 vezes em diferentes locais como demonstrado na figura 4.

As curvas de forgca versus distancia foram obtidas com um microscépio de
varredura por sonda (Agilent Technologies), modelo Pico SPM | da Molecular
Imaging (Tempe, AZ, USA) acoplado ao controlador Pico Scan 2100 (Figura 5). As
curvas de forca versus distancia foram obtidas operando no modo de MFA de
contato com cantilevers MAClevers tipo Il. O substrato de referéncia utilizado foi uma
laminula de microscopia 6ptica. Ao iniciar das medidas, a curva de referéncia da
solucdo salinada balanceada foi calculada. Todas as analises foram realizadas no
Laboratério de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo.

Figura 4 — Apresentagao dos locais utilizados para as
medidas de elasticidade pela Microscopia
de Forca Atdmica
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Fonte: Instituto de Quimica — USP

Figura 5 — Microscépio de Forga Atémica
(modelo PicoSPM ), utilizado
para as medidas de
elasticidade

O mdédulo de Young foi extraido a partir de uma curva de forca para uma dada
posicdo. O procedimento requer a execugdo de varios passos de certa
complexidade. Anteriormente a determinacdo da curva de forca obtém-se uma
imagem topografica das amostras no modo contato. O passo seguinte consiste em
adquirir a curva de forca para a amostra de referéncia que representara o branco
nas medidas. Adquirem-se as curvas de forca para a amostra para um numero
representativo de pontos. Todas as curvas sao exportadas no formato ASCII para
processamento e analise de dados.

O processamento de dados requer a visualizacdo da curva de deflexado pela
posicao do piezoelétrico. Da curva de forga adquirida extraimos apenas parte dela
desconsiderando os efeitos de adesao que possam ocorrer.
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O procedimento seguinte consiste em separar parte da curva da
biomembrana e da referéncia e desloca-la para o ponto (0,0). Deve-se também
verificar se o ponto final das duas curvas é o mesmo.

Para os calculos necessita-se obter o valor da sensibilidade através da

A , _AY , .
amostra de referéncia que é dado por: = = Iax. A forca € determinada pela

equacgdo £ =K.5 na qual K corresponde a constante da mola que no experimento
correspondeu a 2.8 N/m. O valor de AD =-AZ ng qual AD refere-se a deflexdo em
nanbampere e AZ corresponde a indentagdo cuja unidade corresponde a
nanémetros.

A obtencéao do ajuste da curva (fitting) para os dados nesse ponto é efetivada.

A equagdo usada corresponde a ¥ = a.x?

O modelo de Hertz assume que a indentagdo para ser negligenciavel em
comparacdo a espessura da amostra, a profundidade de indentacdo deve ser
otimizada. O modelo de Hertz é valido para pequenas indentagdes, com valores
entre 200 e 500 nm (SALERNO; BYKQV, 2006).

A elasticidade € determinada pela relacdo, na qual a corresponde a um

parametro extraido do ajuste da curva para os dados numéricos:

; . 6.82
E(MPa) = —-

az

4.3 Analise Estatistica

Realizamos todos os testes estatisticos na linguagem R (versao 2.0, R Core
Team, 2010), e por meio do programa estatistico Origin (versdao 6.0, Microcal
Software, Northampton, MA, EUA).

Inicialmente foram realizadas comparagdes dos dados obtidos por
fluorescéncia de raios X por meio do teste ANOVA. Encontrando diferenga
significativa, realizamos o teste pos hoc honesto de diferencas significativas de
Turkey (Turkey’s Honestly Significant Difference — HSD). Para os testes admitimos o

nivel de significancia de 5% (a= 0,05).
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Para analise de elasticidade obtida pela microscopia de for¢ca atémica, foi
utilizado o teste t de Student. O nivel de significancia estabelecido foi 5% (p<0,05).

Com a proposta de compreender o comportamento dos elementos calcio,
ferro, cobre e zinco, em amostra de lentes normais e compara-las com amostras de
catarata diabética, foi realizada analise topografica dos elementos através de mapas
bidimensionais por meio do programa Origin (versdo 6.0, Microcal Software,
Northampton, MA, EUA).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos nos dois grupos: Controle (GCO), Grupos dos
diabéticos (IPEN e LISBOA) estdo apresentados na tabelas 1 a 5.

A idade dos animais variou entre seis a 14 anos. No grupo controle, a idade
variou entre seis a nove anos. No grupo dos diabéticos (GDM IPEN), a média de
idade era de 9,9 anos, com desvio padrdao de 2,6 anos e mediana de 9,5 anos; no
grupo dos diabéticos (GDM LISBOA), a média de idade era 10,6 anos, com desvio
padrao de 2,0 anos e mediana de 11 anos.

A duracédo da diabetes mellitus variou entre zero a 42 meses. No grupo dos
diabéticos (GDM IPEN), a média de duracado da doenca era de 7,6 meses, com
desvio padrao de 7,4 meses e mediana de seis meses. No grupo dos diabéticos
(GDM IPEN), a média de duragédo da doenca era de 9,4 meses, com desvio padrao
de 10,9 meses e mediana de sete meses.

A glicemia variou entre 58 mg/dl a 402 mg/dl. No grupo dos diabéticos
(GDM IPEN), a média da glicemia era de 185,4 mg/dl, com desvio padrdao de 74,8
mg/dl e mediana de 174,0 mg/dl. No grupo dos diabéticos (GDM LISBOA), a média
da glicemia era de 198,4 mg/dl, com desvio padrdo de 107,0 mg/dl e mediana de
166,0 mg/dl.

5.1 Analise Quantitativa por EDXRF

A concentragdo elementar pela fluorescéncia de raios X nas amostras de
catarata diabética foi obtida através dos espectros caracteristicos para cada
elemento quimico. A média, desvio padrao e mediana dos elementos analisados no
GCO, GDM IPEN e GDM LISBOA estao apresentados nas tabelas 3 a 5.

A concentracao de célcio encontrada é apresentada no grafico 1, diferiu
significativamente entre os grupos controle e catarata diabética de ambos os
laboratérios (F233= 195.22, 0<0.0001). No teste pos hoc Tukey’'s HSD, o GCO diferiu
do GDM IPEN (diff= 184.588 + 41.146, a<0.0001) e do GDM Lisboa (diff= -72.217 £
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33.903, 0<0.0001). Os grupos GDM IPEN e GDM Lisboa também diferiram entre si
(diff= 256.805 £ 31.924, 0<0.0001).

A concentracao de ferro encontrada é apresentada no grafico 2. Houve
diferenca significante entre os grupos controle e o grupo catarata diabética de
ambos os laboratérios (F233= 6.97, 0<0.0001). No teste pos hoc Tukey’'s HSD, o
GCO nao diferiu do GDM IPEN (diff= -1.844 + 3.664, a= 0.44), mas diferiu do GDM
Lisboa (diff= -4.275 £ 3.019, a=0.004). Os grupos GDM IPEN e GDM Lisboa nao
diferiram entre si (diff= -2.431 + 2.843, a= 0.106).

A concentracdo de cobre encontrada é apresentada no grafico 3. A
concentracéo de cobre diferiu significativamente entre os grupos controle e o grupo
catarata diabética de ambos os laboratoérios (F233= 1059.0, 0<0.0001). No teste pos
hoc Tukey’s HSD, o GCO diferiu do GDM IPEN (diff= -4.638 * 1.885, 0a<0.0001), e
com GDM Lisboa (diff= -24.356 + 1.553, a<0.0001). Os grupos GDM IPEN e GDM
Lisboa também diferiram entre si (diff= 19.717 + 1.462, a<0.0001).

A concentracdo de zinco encontrada € apresentada no Grafico 4. Nao
houve diferencga significativa entre todos os grupos (Fz33= 0.383, a= 0.6844).

Tabela 1 — Raga, sexo, idade, tempo de progressado da diabetes mellitus e glicemia dos animais
diabéticos, dos quais foram coletadas as amostras de catarata diabéticas e analisadas
no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), Sao Paulo — 2009

Cao Raca Sexo Idade Tempo DM  Glicemia

(anos) (meses) (mg/dl)

1 SRD F 12 10 169,0

2 SRD F 8 4 109,0

3 Labrador M 9 8 168,0

4 Poodle F 14 2 287,0
5 Pinscher M 12 9 70,0

6 ChowChow F 7 1 233,0

7 Poodle F 7 24 268,0

8 SRD M 10 3 179,0
Média 9.9 7.6 185.4
DP 2.6 7.4 74.8
Mediana 9.5 6 174,0
Minimo 7 1 70,0
Maximo 14 24 287,0

DP= Desvio Padrao
SRD= Sem Raca Definida
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Tabela 2 — Raga, sexo, idade, tempo de progressado da diabetes mellitus e glicemia dos animais
diabéticos, dos quais foram coletadas as amostras de catarata diabéticas e analisadas
no Centro de Fisica Atbmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa,
Portugal — 2009

Cao Raca Sexo ldade Tempo DM Glicemia
(anos) (meses) (mg/dl)
1 Poodle F 13 3 363,0
2 SRD F 10 3 250,0
3 SRD F 13 7 66,0
4 Dachshund F 9 24 142,0
5 Poodle F 12 5 208,0
6 SRD F 8 0 149,0
7 Dachshund M 11 7 148,0
8 P. Belga F 11 5 195,0
9 Fox P F 13 5 75,0
10 SRD F 12 8 267,0
11 Poodle F 10 2 87,0
12 SRD F 11 10 152,0
13 Pinscher F 6 0 402,0
14 Poodle F 9 18 380,0
15 Poodle F 13 36 135,0
16 SRD F 11 2 265,0
17 Poodle F 7 1 395,0
18 SRD F 9 7 120,0
19 SRD F 13 7 166,0
20 SRD F 13 42 225,0
21 P. Alemao M 9 4 228,0
22 Fox Paul. F 10 8 88,0
23 Dalmata F 11 12 58,0
Média 10.6 9.4 198.4
DP 2.04 10.9 107.0
Mediana 11 7 166,0
Minimo 6 0 58,0
Maximo 13 42 402,0

DP= Desvio Padrao
SRD= Sem Raca Definida



Tabela 3 — Concentracdo elementar das amostras de lentes normais do grupo
controle (GCO) analisadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), Sao Paulo — 2010

Amostra Célci(1) Ferrq Cobr? Zincq
(Mg Q) (Mg Q) (Mg Q') (Mg Q')
1 64,54 11,50 26,43 43,31
2 51,89 13,82 28,91 43,60
3 97,75 8,98 25,15 19,86
4 219,82 8,95 25,33 43,76
5 127,75 13,13 27,45 41,78
6 63,63 11,30 28,42 31,29
Média 104,23 11,3 26,95 37,3
DP 63,12 2,03 1,574 9,78
Mediana 81,14 11,4 26,94 42,5
Minimo 51,89 8,95 25,15 19,9
Maximo 219,82 13,82 28,91 43,8

DP= Desvio Padrao

Tabela 4 — Concentracdo elementar das amostras de catarata diabética
analisadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
(IPEN), Séo Paulo — 2009

Amostra Célci(1) Ferrq Cobr? Zincq

(Mg Q) (Mg Q) (Mg Q) (Mg Q)

1 263,33 6,36 22,25 39,04

2 284,11 9,36 20,79 32,54

3 280,81 6,42 20,64 40,24

4 282,09 9,97 24,79 39,28

5 307,34 9,86 23,93 40,22

6 1763,67 15,54 20,73 35,29

7 364,42 7,45 20,53 41,82

8 239,63 16,63 23,24 36,60
Média 473,18 10,2 22,11 38,1
DP 522,71 3,92 1,69 3,08
Mediana 283,1 9,61 21,52 39,2
Minimo 239,63 6,36 20,53 32,5
Maximo 1763,7 16,6 24,79 41,8

DP= Desvio Padrao



Tabela 5 — Concentracdo elementar das amostras de catarata diabética
analisadas no Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de Ciéncias
da Universidade de Lisboa, Portugal — 2009

Amostra Calcio Ferro Cobre Zinco

(Mg g’ (Mg g’ (Mg g’ (Mg g’

1 30,15 6,10 1,84 43,19

2 28,04 10,08 2,13 37,22

3 26,84 3,30 1,04 31,44

4 28,52 5,09 1,62 29,60

5 38,97 4,20 2,45 33,31

6 46,33 4,55 1,91 43,25

7 25,82 5,87 2,88 41,13

8 34,26 5,52 4,14 61,93

9 42,43 8,76 2,14 39,82

10 34,61 7,85 3,04 55,45

11 35,48 3,56 1,42 32,59

12 26,45 10,66 6,18 61,35

13 24,86 6,52 4,08 44,73

14 29,92 4,37 1,55 37,17

15 34,20 5,05 2,04 32,63
16 27,01 13,14 4,02 5,61

17 25,62 6,67 3,90 47,59

18 31,51 8,84 1,80 32,41

19 27,60 7,73 1,86 48,86

20 41,91 10,45 3,59 98,58

21 29,22 8,78 2,43 50,10

22 37,20 7,58 1,85 34,82

23 29,35 6,44 1,71 30,32
Média 32,01 7,0 2,592 42,3
DP 6,026 2,54 1,218 17,2
Mediana 29,92 6,52 2,13 39,8
Minimo 24,86 3,3 1,04 5,61
Maximo 46,33 13,1 6,18 98,6

DP= Desvio Padrao
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Gréfico 1 — Representagédo grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes de
célcio para os grupos controle (GCO), grupo dos diabéticos IPEN e
Lisboa (GDM IPEN e GDM LISBOA)
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Grafico 2 — Representagao grafica (Boxplot) com os valores das concentragbes de
ferro para os grupos controle (GCO), grupo dos diabéticos IPEN e
Lisboa (GDM IPEN e GDM LISBOA)
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Gréfico 3 — Representacédo grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes de
cobre para os grupos controle (GCO), grupo dos diabéticos IPEN e
Lisboa (GDM IPEN e GDM LISBOA)
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Gréfico 4 — Representagcao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes de
zinco para os grupos controle (GCO), grupo dos diabéticos IPEN e
Lisboa (GDM IPEN e GDM LISBOA)
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5.2 Mapeamento Bidimensional da Concentracao Elementar por pXRF

A microfluorescéncia de raios X é uma técnica multielementar na qual todos
os elementos quimicos sdo adquiridos simultanemante. Os mapas de distribuicao
quimica para os elementos traco ferro, cobre e zinco presentes nas amostras de
lentes normais e amostras de catarata diabética sao apresentados nas figuras de 6 a
11. Neste experimento foram analisadas nove amostras, sendo que as amostras de
catarata diabética apresentaram alteracdes na concentracdo quando comparadas
com amostras de lentes normais. Para analise dos elementos quimicos nos mapas
de distribuicao, inserimos a informacao quimica na regido cortical (c) e nuclear (n),
visando estabelecer indicativos de modificagdo na lente segundo definicoes
existentes na literatura. Para cada ponto um espectro de fluorescéncia de raios X foi
mensurado. As escalas de cores apresentadas em todos os mapas bidimensionais
correspondem aos valores de intensidade (contagem por segundo) e a cor vermelha
corresponde maior intensidade do elemento na amostra. Os eixos x e y

correspondem a extensao da amostra avaliada em milimetros.
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Figura 6 — Mapeamento bidimensional da concentracdo elementar de ferro em amostra de lentes
normais
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Figura 7 — Mapeamento bidimensional da concentra¢do elementar de ferro em amostra de catarata
diabética

Nas figuras 6 e 7 observamos que a distribuicdo do Fe apresentou leve perda
de homogeneidade na catarata diabética quando comparada a lente normal. Quanto
a concentragao verificamos que houve uma diminuicdo na regido nuclear, mas em
contrapartida, observamos um aumento em outro ponto analisado na regiao nuclear,
porém, foi possivel notar que tal regido analisada estd em contato com a zona

equatorial da amostra.
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Figura 8 — Mapeamento bidimensional da concentragcao elementar de cobre em amostra de lentes
normais
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Figura 9 — Mapeamento bidimensional da concentragdo

elementar de cobre em amostra de catarata
diabética
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Nas figuras 8 e 9 verificamos que n&o houve diferenga significativa na

concentragdo do elemento Cu. Podemos observar somente uma distribuicdo nao

uniforme do elemento em toda a amostra de catarata diabética. Embora, foi

observado um decréscimo na concentragdo do Cu foi observado na regido cortical

na catarata diabética quando comparada com amostra de lente normal.
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Figura 10 — Mapeamento bidimensional da concentragédo
elementar de zinco em amostra de lentes
normais
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Figura 11 — Mapeamento bidimensional da concentragao
elementar de zinco em amostra de catarata
diabética

Nas figuras 10 e 11 observamos um aumento nos niveis de Zn na regiao
cortical e uma menor concentracdo na regidao nuclear na catarata diabética.
Contudo, notou-se que o elemento manteve uma distribuicdo uniforme quando
comparado com a lente normal.

5.3 Propriedade Elastica da Capsula Anterior da Lente por MFA

Os resultados obtidos no grupo controle (GCO) e grupo catarata (GCAT)
estdo apresentados na tabela 6. Ndo foi observada diferenca estatistica entre os
grupos (p= 0,292). Os valores de elasticidade do GCO e GCTA s&o apresentada no
grafico 5.

As informagbes apresentadas foram obtidas a partir da técnica de MFA de
contato cujo principio fisico € a interacdo de Van der Waals na qual uma ponta muito
fina é utilizada como uma sonda varrendo a superficie e gerando as imagens

topograficas detectadas por um laser que percorre diferentes caminhos éticos devido
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a rugosidade apresentada pela amostra e entdo detectada por um fotodetector. O
sistema foi desenvolvido para trabalhar no modo SPM MAC em ar. As pontas
utilizadas nas medidas foram do tipo MACLevers tipo Il com comprimento variando
de 90 to 110 um e raio de curvatura inferior a 10 nm. Valores tipicos de constante da
elastica e frequéncia ressonante no ar sdo 0.6 para 2,8 N/m e 75 para 155 kHz,
respectivamente. Para os calculos do valor de elasticidade utilizamos o Modelo de
Hertz.

Basicamente o sistema opera no estudo da interacdo entre uma ponta de
prova e a superficie de um dado tecido, durante a varredura da superficie. Para isso,
sdo utilizados alguns componentes tais como scanner, sonda (ponta+cantilever),
sistema de deteccdo da interagdo ponta — superficie, eletrbnica controladora e
sistema de realimentagdo. Com eles, podem-se caracterizar as superficies
estudadas com resolugédo da escala micrométrica a atémica. Na figura 12 podem ser
visualizados os procedimentos de tratamentos de dados executados seguindo os
passos explanados no capitulo anterior para determinacao da curva de forgca versus
indentacao.

{nm)

r4

Deflexda (nm)
Desloccamento

5 10
Deflexdo (nm)

Figura 12 — Representagdo esquematica do tratamento de dados para determinacdo da
elasticidade local através da forga versus indentacao



Tabela 6 — Valores de elasticidade para o grupo
controle (GCO) e grupo catarata
(GCTA) obtida no Laboratério de
Quimica Supramolecular e
Nanotecnologia do Instituto de Quimica
da Universidade de Sao Paulo, Sao

Paulo — 2010
Amostra GCO GCAT
(kpa) (kpa)
1 0,206 0,499
2 0,200 0,488
3 0,225 0,522
4 0,300 0,246
5 - 0,224
6 - 0,240
7 - 0,209
8 - 0,362
9 - 0,279
10 - 0,885
11 - 0,199
Média 0,233 0,377
DP 0,046 0,209
Mediana 0,100 0,686
Minimo 0,200 0,199
Maximo 0,300 0,885

DP= Desvio Padrao

0,60

0,55
0,50

0,45

0,40

0,35

0,30

0,25

Elasticidade (kpa)

020
0,15
0,10
0,05 -

0,00 -

GCO GCAT

Gréfico 5 — Representacado grafica com os valores de elasticidade para o
grupo controle (GCO) e grupo catarata (GCAT)
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6 DISCUSSAO

A catarata tem sido relatada como uma das causas mais freqlientes doencas
intra-oculares causando a perda de visdo no cao (GELATT; MACKAY, 2005). Assim
como na medicina veterinaria, a catarata tem grande significancia na saude publica.
Reconhecida de sua importancia, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) designou
esta doenca como prioritaria buscando preservar ou restabelecer a visdo na
populacdo mundial (HENNIS et al., 2004).

A transparéncia da lente é mantida pela constituicio e estrutura das
proteinas, pela concentragao de eletrélitos e outros fatores complexos (GUNDUZ et
al., 2003; DAVIDSON; NELMS, 2007). A formacgao da catarata esta associada com o
decréscimo da bomba de sddio, potassio, ATPase na célula epitelial, o0 que pode
causar um aumento do conteddo de sédio e caélcio, e queda da concentracao
potassio na lente (DAVIDSON; NELMS, 2007).

O diabetes mellitus representa um espectro de desordens, o qual apresenta
manifestagéo clinica primaria de uma deficiéncia relativa ou absoluta de insulina, ou
resisténcia insulinica. Estima-se que o diabetes mellitus afeta de 30 a 35 milhdes de
pessoas em todo o mundo (THOMPSON; GODIN, 1995).

O diabetes é um fator de risco conhecido para o desenvolvimento de catarata.
A maior freqiéncia de opacidade do cristalino em pacientes diabéticos tem sido
descritas na literatura, sendo a hiperglicemia considerada responsavel por esta
maior prevaléncia em razao das alteracoes metabdlicas que modificam as proteinas
cristalinianas (DAL PIZZOL et al., 2008).

A espécie possui relativamente uma alta prevaléncia para ocorréncia natural
da diabetes mellitus, além disso, possui susceptibilidade Unica para desenvolvimento
da catarata subseqtiente a doenca (BEAM; CORREA; DAVIDSON, 1999). Diante
destas caracteristicas, a espécie canina é vista como um animal modelo ideal da
catarata galactosémica, devido a rapida formacgao e similaridades com os humanos
(SATO et al., 1991).

A catarata diabética tem como caracteristica o intumescimento da lente e
formagado de vacuolos, em virtude do aumento na permeabilidade da membrana
celular, com perda de mioinositol e potassio e um influxo de sodio, e por fim a perda
das proteinas lenticulares (cristalinas) (BRON et al. 1993). Diferentes mecanismos
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tém sido elucidados para explicar a razao da formagéo catarata em diabéticos, uma
delas é o aumento do estresse oxidativo nestes pacientes (THOMPSON; GODIN,
1995; AYDIN et al., 2005).

6.1 Concentracao Elementar

A influéncia de alguns elementos quimicos em pacientes diabéticos tem sido
avaliada por diversos autores. Em particular, o zinco participa da secrecdo e
transporte de insulina, o cobre e o selénio na protegcdo antioxidante, podem ter
envolvimento direto no metabolismo da glicose (HADRZYNSKI, 1999). Portanto, uma
deficiéncia ou excesso de micronutrientes podem contribuir para complicacées do
diabetes mellitus (THOMPSON; GODIN, 1995).

O papel dos elementos quimicos em cataratas e cataratas diabéticas, o que
sugerem a associacdo destes elementos na formacdo da catarata, tem sido
estudado por iniumeros autores, e algumas técnicas de espectroscopia sao
empregadas neste estudo incluindo a Espectrometria de Absorcdo Atdmica
(BENTLEY; CHIN; GRUB, 1984; COOK; MCGAHAN, 1986; PIERCE et al., 1989;
SRIVASTAVA et al., 1992; CEKIC; BARDAK, 1998; HIGHTOWER; MISIAK, 1998;
CEKIC et al., 1999; CIARALLI et al., 2001; DAWCZYNSKI, et al., 2002; TANG et al.,
2003; GUNDUZ et al., 2003; AYDIN et al., 2005) e Fluorescéncia de raios X (GALIN;
NANO; HALL, 1962; SHUN-SHIN et al., 1993; EKINCI; ASTAM; SAHIN, 2002;
SCHAUMBERG et al., 2004).

Ao longo dos ultimos anos € possivel observar o aumento no interesse no uso
da fluorescéncia de raios X em pesquisas da area médica. Adicionado a este dado,
ha fortes evidéncias que elementos quimicos estejam intimamente associados na
etiologia ou manifestacéo de diversas doencas (CHWIEJ et al., 2005).

Em um estudo realizado por Silva et al. (2009) em amostras de tecidos
mamarios neoplasicos e sadios, a fim de quantificar os elementos envolvidos no
crescimento tumoral, mostrou que os niveis elementos calcio, ferro, zinco e cobre
foram significante maior nos tecidos neoplasicos, validando a importadncia dos

elementos no desenvolvimento tumoral e as vantagens da fluorescéncia de raios X
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na determinagdo e investigacdo dos elementos traco em inumeras alteracdes
patologicas.

A fluorescéncia de raios X se presta a avaliacao dos elementos traco com alta
eficiéncia em menor tempo, permitindo também o emprego desta ferramenta na
determinacao dos elementos na odontologia, podendo atribuir informacdes sobre a
fisiologia dos elementos, influéncia ambiental, hdbitos alimentares, ou contaminagéo
por amalgamas metalicas utilizado para restauracao dentaria (ANJOS et al., 2004).

Na oftalmologia a fluorescéncia de raios X se fez presente, através desta
técnica, Galin, Nano e Hall (1962) determinaram a concentragcédo do zinco em tecidos
oculares de seres humanos, notaram que os tecidos pigmentados, em principal a
retina e cordide possuiram altas concentracbes de zinco. Ekinci, Astam e Dahin
(2002) publicaram resultados demonstrando seu potencial na deteccdo dos
elementos em cataratas. Comparou-se a concentragdo de alguns elementos
constituintes na catarata, e concluiu-se que os niveis dos elementos calcio e
potassio foram significantemente elevados, o que sugere a participacdo dos
elementos no desenvolvimento da opacificagao lenticular.

A correlagdo de elementos quimicos na lente de animais diabéticos, em
especial na espécie canina, € pouco elucidada. Acreditamos que este seja o primeiro
estudo sobre o comportamento e concentracao dos elementos calcio, ferro, cobre e
zinco em lentes de cades portadores de diabetes mellitus. A grande maioria dos
estudos publicados na literatura direcionados a elementos quimicos em cataratas
diabéticas concentra-se em amostras de lentes de humanos.

Srivastava, Varshney e Pandey (1992), avaliaram a implicacdo dos elementos
quimicos na formagado da catarata senil em humanos, encontrando um aumento
significativo de cobre e zinco quando comparado com lentes normais. E justificam
que esta hipétese pode ocorrer em razao de importantes fatores, como aumento da
industrializagéo, poluicdo ambiental por elementos quimicos e seus efeitos sobre a
saude humana, que refletem a possibilidade do acumulo de metais, e
conseqguentemente iniciar um processo cataractogénico ao longo da vida.

As cataratas estao frequientemente associadas com o decréscimo da bomba
sbdio, potassio ATPase da célula epitelial da lente, que por sua vez pode causar um
aumento no conteudo de sodio e calcio, e uma diminui¢do de potassio, associada a
um decréscimo da produgcdo de ATP e redugdo da atividade antioxidante
(DAVIDSON; NELMS, 2007).
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Sabe-se que tal imbalanco eletrolitico, também ocorre na catarata diabética. A
lente possui um equilibrio ideal da concentracdo calcio para a manutencdo da
transparéncia lenticular. Tem sido relatado o aumento dos niveis de calcio em lentes
diabéticas. O acumulo de calcio acelera a formacao de moléculas agregadas de alto
peso molecular, reduzindo a transparéncia da lente (CEKIC; BARDAK, 1998).

No presente estudo, houve um aumento na concentracdo de calcio nas
amostras analisadas de catarata de cées diabéticos. Este achado corrobora com os
estudos realizados por Pierce et al. (1989) e Cekic e Bardak (1998), que observaram
um aumento da concentracdo de calcio em lentes de ratos diabéticos induzidos
experimentalmente. Por outro lado, Tang et al. (2003) ndo encontrou correlacéao
entre a catarata diabética e a concentragdo de célcio, porém, ndo descartou a
possibilidade que mudangcas na concentragdo de calcio podem contribuir para a
formacao da catarata diabética.

O ferro, um metal de transicdo, atua como um catalisador na formacéo de
radicais livres, sendo assim pode potencialmente contribuir na patogenia de
inUmeras doencas, incluindo a catarata (GORALSKA et al., 2009). Cekic e Bardak
(1997) demonstraram em lentes de ratos diabéticos experimentalmente induzidos,
um aumento significativo da concentracdo de ferro. Dawczynski et al. (2002) e Aydin
et al. (2005), correlacionaram o aumento da concentragdo de ferro em lentes de
humanos diabéticos, indicando a relagcdo deste elemento com a opacificagao
lenticular, porém nao houve diferenca estatisticamente significante.

Contudo, neste estudo houve uma diminuigdo dos niveis de ferro na catarata
de cées diabéticos quando comparada ao grupo controle. Em estudo realizado por
Goralska, Fleisher e Mcgahan (2007), demonstrou que a concentracdo de ferritina
na fibra da lente de caes foi menor em relacido a encontrada nas células epiteliais da
lente. Adicionado a isto, houve uma diminuicdo da concentragdo de ferritina com o
avanco da idade, tal diminuigcédo, particularmente em lentes mais velhas, pode estar
relacionado com a habilidade limitada em armazenar o ferro de forma segura e
assim proteger a lente contra os danos do estresse oxidativo. E possivel que a
explicacdo para o resultado obtido resida neste fato.

Lin (1997) demonstrou um aumento significante na concentra¢do de cobre em
lentes de humanos diabéticos, este dado foi confirmado por Aydin et al. (2005),
sugerindo a influéncia do cobre na opacificagdo lenticular em pacientes portadores
de diabetes mellitus. Entretanto, o cobre é capaz de gerar radicais livres e acelerar a
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opacificacao lenticular pela peroxidacao de proteinas, lipideos e outras estruturas da
membrana celular (LIN, 1997).

No presente estudo houve diminuicdo da concentracdo de cobre em lentes de
caes diabéticos quando comparado a lentes normais. O cobre é essencial na
regulacdo da atividade enzimatica, incluindo superoxido dismutase, citrocromo
oxidade, tirosinase, e uricase (AYDIN et al., 2005). Desta forma, o cobre
desempenha um papel importante na formagcao de superdxido dismutase que atua
defensa antioxidante (STRAIN, 1991). Um declinio nos niveis de cobre esta
relacionado com o aumento no estresse oxidativo (THOMPSON; GODIN, 1995).

Barros et al. (2004), avaliaram os niveis das enzimas antioxidantes em caes
da raca Poodle portadores de catarata. Houve diminuicdo dos niveis da enzima
superoxido dismutase, o que constitui um fator de risco para o desenvolvimento da
catarata. Este achado esta de acordo com o resultado obtido neste trabalho, em
relacdo a concentracdo de cobre que esta diretamente associada com a regulagao
da atividade das enzimas antioxidantes.

Houve um ligeiro aumento na concentracdo de zinco na catarata diabética
neste estudo quando comparada a concentracdo em lentes normais. Os valores
obtidos foram 37,3 + 9,78 ug g, 38,1 + 3,08 ug g"' e 42,3 + 17,2 ug g, para os
GCO, GDM IPEN, GDM LISBOA respectivamente. Porém esta diferengca néao foi
estatisticamente significante. Dawczynski et al. (2002) e Aydin et al. (2005)
obtiveram o mesmo resultado em estudo com cataratas diabéticas e nao diabéticas
em humanos, entretanto, Gunduz et al. (2003) relatou um aumento significante dos
niveis de zinco em catarata diabética senil comparada com catarata senil nao
diabética.

InUmeras proteinas estao diretamente relacionadas com o transporte de zinco
(GRAHN et al., 2001). De tal maneira, pode-se justificar a influéncia do zinco na
integridade estrutural das proteinas que estdo envolvidas na manutencdo da
transparéncia lenticular (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984; DAWCZYNSKI et al.,
2002). Além disso, o zinco esta envolvido na protecao contra a oxidacao dos grupos
sulfidricos e formacado de radicais livres (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984) através
da inibicdo dos metais de transi¢cdo, competindo com o ferro e cobre nos sitios de
ligacdo (THOMPSON; GODIN, 1995; ROUSSEL, 2000). Embora, um aumento nos
niveis de zinco possa gerar a oxidacao e agregacao de proteinas insollveis na lente,
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e aumento da permeabilidade vascular, que sdo processos inerentes a
cataractogénese (GUNDUZ et al., 2003).

A concentragcédo elementar total, obtida no Instituto de Pesquisas Energéticas
e Nucleares (IPEN) foi validada através da concentragao relativa obtida no Centro de
Fisica Atémica em Lisboa. Entretanto, a andlise da concentracdo do elemento célcio
obtida no Centro de Fisica Atbmica apresentou uma importante diminuicdo dos
valores em relagdo ao grupo controle (GCO). E possivel que a explicacdo para este
achado esteja nas areas analisadas das amostras de catarata diabética, o qual
poderia haver menor concentracao de calcio. Tem provado-se que areas opacas de
amostras de catarata diabética de coelhos contém mais calcio do que areas vizinhas
nao opacas (CEKIC; BARDAK, 1998).

Em pacientes diabéticos, o organismo € afetado pela cronicidade e
instabilidade dos niveis glicémicos e consequentemente aumento no estresse
oxidativo (THOMPSON; GODIN, 1995).

6.2 Mapas de Distribuicao Elementar

O conhecimento da distribuicdo espacial e da concentracdo local dos
elementos tragos nos tecidos é de grande importancia em virtude do envolvimento
nas funcdes biolégicas dos organismos vivos (BOHIC et al., 2001).

A microfluorescéncia de raios X utilizando a radiagdo Sincrotron € uma
técnica que permite 0 mapeamento multielementar em amostras biolégicas. Serpa et
al. (2008) determinou a distribuicdo do ferro, zinco e cobre em cortes coronais de
cérebros de ratas e comparou a concentracdo destes elementos em diferentes
idades, evidenciando um aumento dos niveis dos elementos com o avancgo da idade.
Estes achados reforcam a idéia que estes elementos estejam envolvidos em
doencas neurolégicas associado a idade.

A microfluorescéncia de raios X permite determinar o posicionamento de cada
elemento quimico na amostra, e obter 0 mapeamento elementar bidimensional
(SERPA et al., 2008). E um equipamento moderno para andlise da composicdo

elementar de diversas amostras. Uma importante vantagem desta técnica é a
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capacidade de analisar amostras pequenas, assim, menos energia é empregada o
que resulta em menor dano térmico (LANKOSZ et al., 2004), e minima preparacao
da amostra quando comparada a outras técnicas de espectroscopia (ADAMS;
JANSSENS; SNIGIREV, 1998).

Esta técnica foi utilizada neste trabalho para determinar a topografia dos
elementos tracos ferro, cobre e zinco em lentes normais e com catarata diabética.

As mudancas observadas na catarata diabética sao inicialmente a formacéo
de vacuolos na regido equatorial do cortex que se estende para o cortex anterior e
posterior. O processo de progressdao se completa com a opacificagdo cortical da
lente, e as suturas freqientemente podem estar fraturadas ou alargadas devido a
agua embebida para a interior da lente. A formacado da catarata no cao é de
progressao rapida e bilateral (CULLEN; WEBB, 2007).

A prevaléncia da formacdo da catarata diabética esta relacionada com os
niveis de hiperglicemia, da qual a espécie canina € susceptivel. Além de simples
forcas osmoticas atuando na formacao da catarata diabética, outros mecanismos
patogénicos, como mudangca na permeabilidade da membrana celular, forgcas
oxidativas, e glicosilagdo ndo-enzimatica das proteinas soluveis, podem contribuir e
exacerbar a opacificacdo da lente em pacientes diabéticos (DAVIDSON; NELMS,
2007). Estas alteracbes podem promover o influxo de elementos quimicos
envolvidos no estresse oxidativo e comprometer substancialmente a integridade
tecidual.

Os niveis de ferro no humor aquoso e no humor vitreo é muito baixa,
refletindo a habilidade da barreira hemato-aquoso em prevenir a entrada de ferro
plasmatico que é transportado por uma proteina, a transferrina, para o olho. Porém,
durante a inflamacédo, com a quebra da barreira hemato-aquoso, a lente acumula
ferro. Devido a idade, mecanismos de regulacdo dos niveis de ferro podem estar
comprometidos, contribuindo para o acumulo do metal, favorecendo o estresse
oxidativo e formacao da catarata (GORALSKA et al., 2009).

O mapa de distribuicdo do ferro apresentou um aumento da concentracao na
regiao nuclear, em um ponto proximo a zona equatorial na amostra de catarata
diabética. Esta alteracdo observada pode ser explicada, devido a zona equatorial ser
a regido da lente, mais ativa metabolicamente (SAMUELSON, 2007), e
consequentemente nesta regido pode haver maior acumulo deste metal durante o

processo caractogénese.
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O cobre é um metal de transi¢do essencial para as atividades enzimaticas nos
mamiferos (LIN, 1997). Sendo evidente o importante papel do cobre nas defesas
antioxidantes através da manutencao da atividade da enzima superéxido dismutase
(STRAIN, 1991). Contudo um decréscimo na concentragéo de cobre pode aumentar
o estresse oxidativo (THOMPSON; GODIN, 1995).

O mapa bidimensional do cobre nao revelou alteracbes na concentracéo,
entretanto, tenha sido observada uma desorganizacao do elemento na amostra de
catarata diabética quando comparado a lente normal.

Os metais de transicdo, como ferro e cobre, tém participacdo nas reacoes
oxidativas gerando radical hidroxila, que € altamente reativo, desnaturando lipideos,
proteinas e acidos nucléicos (LIN, 1997). Os radicais livres produzidos lentamente
pela auto-oxidacdo da glicose sdo causas substanciais para a alteragao estrutural
das proteinas lenticulares expostas a altas concentracées de glicose em estudos
experimentais. Essas reacdes podem ser aceleradas pelos metais de transicao
(CEKIC; BARDAK, 1998).

A lente possui altas concentracées de anidrase carbdnica o qual contém
zinco, portando a presenca desta enzima pode explicar em parte a presenca deste
metal na lente (GALIN; NANO; HALL, 1962; BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984). O
zinco tem sua passagem facilitada através do humor aquoso, isto é facilmente
observado através da regido cortical, sendo metabolicamente mais ativa, acumula
mais zinco nesta regiao quando comparada com a regido nuclear (SRIVASTAVA;
VARSHNEY; PANDEY, 1992). Foi possivel observar tal condicdo nos mapas
bidimensionais de zinco, onde se encontrou maior acumulo deste metal na regiao
cortical em amostra de catarata diabética.

Contudo, o comportamento do elemento zinco na amostra de catarata
diabética se manteve, ao passo que os outros elementos analisados, ferro e cobre,
apresentaram uma descaracterizacao do tecido, mostrando assim maior potencial de

dano oxidativo, o qual estes elementos, em particular, possuem.



81

6.3 Elasticidade da Capsula Anterior da Lente

A propriedade biomecéanica da capsula da lente tem sido atribuida elevada
importancia em relacdo a cirurgia de catarata. Poucos estudos, entretanto, foram
realizados para descrever quantitativamente as propriedades mecéanicas da capsula
da lente em humanos (KRAG; OLSEN; ANDREASSEN, 1997).

A principal estrutura componente da membrana basal da cdpsula da lente é
de colageno tipo IV, disposta de forma tri-dimensional. A capsula da lente é
facilmente deformada quando submetida a leve pressdo, devido a reorientagéo e
alinhamento da estrutura molecular em direcdo da deformacdo. Com o avancgo da
idade, a rigidez elastica da capsula da lente aumenta a leve pressdo, e
concomitantemente a elasticidade diminui (KRAG; ANDREASSEN, 2003).

Diversas técnicas foram descritas na literatura para avaliacdo da
elasticidade como pressao volumétrica (FISHER, 1971), excimer laser (KRAG;
OLSE; ANDREASSEN, 1997). Algumas desvantagens sao atribuidas a algumas
técnicas de elasticidade, como ndo obter valores absolutos, e necessitarem de
bastante atencdo em relacao a calibracdo do equipamento e preparagdo da amostra
(ZIEBARTH et al., 2007).

A microscopia de forca atébmica (MFA) é uma técnica de alta resolucao que
permite avaliar amostras de forma ndo invasiva em condi¢ées ambientais e com
minima preparagdo (TSILIMBARIS et al., 2000). Em sistemas biolégicos, esta
técnica possibilita a compreensdo dos fenbmenos biofisicos e bioquimicos
envolvidos, constituindo-se em mais uma ferramenta auxiliar de andlise e
proporcionando um rapido desenvolvimento interdisciplinar (FERREIRA;
YAMANAKA, 2006). Contudo, a MFA proporciona com precisdo a analise das
propriedades mecanicas de tecidos biologicos (VINCKIER; SEMENZA, 1998).

Todo o conhecimento gerado sobre a elasticidade da capsula da lente tem
sido obtido em humanos. Ha diversos estudos voltados para propriedades
biomecanicas em primatas, por apresentar similaridades com os humanos
(ZIERBARTH et al., 2007).

Este estudo demonstrou a viabilidade utilizando a técnica de microscopia de
forca atbmica (MFA) em amostras de capsula anterior da lente em caes portadores
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de catarata, objetivando a analise da elasticidade. Acreditamos que este seja o
primeiro estudo com elasticidade de capsula na espécie canina.

A caracterizagcdo microscopica de tecidos patolégicos tem sido uma das
maiores limitacoes, em relagdo a uma pequena area de um tecido. Mapear possiveis
mudancas nos tecidos e correlaciona-los com casos clinicos ndo € um procedimento
facil para estudar certas doengas, como por exemplo, a perda de visao relacionada a
doencas, em particular, a catarata (ANTUNES et al., 2006).

A metodologia aplicada neste presente estudo foi baseada de acordo com o
estudo realizado por Krag, Olsen e Andreassen (1997), que mantiveram as capsulas
obtidas em - 80°C. Evitou-se neste estudo o armazenamento das capsulas obtidas
apos a cirurgia, em solucdes salinas, devido as alteracoes fisicas que pudessem vir
a ocorrer. Um estudo realizado por Augusteyn et al. (2006), avaliando diversos
meios de preservacado, constatou-se que solug¢des salinas podem promover um
aumento na espessura e volume da lente. Diante dado, utilizou-se no presente
trabalho a solucao salina balanceada somente durante as medidas elasticidade.

De uma maneira mais geral, a elasticidade de um tecido pode ser descrita
como uma relagcédo entre tensédo e deformacao. A tensdo pode ser descrita como a
forca por um corte transversal sob um dado material. A deformacdo mede a
elasticidade (o limite do esticar) do material e pode ser calculado como uma
mudanca no comprimento do tecido dividido pelo seu comprimento original.

Estudos com a cépsula da lente em humanos indicam que o envelhecimento
da capsula da lente estd associado a progressiva perda da resisténcia mecanica, o
qual acompanha as mudangas morfolégicas da capsula da lente (KRAG;
ANDREASSEN, 2003). Em estudo realizado por Krag, Olsen e Andreassen (1997),
investigaram a influéncia da idade na propriedade biomecanica na capsula da lente
em humanos, concluiram que com a idade a capsula se torna mais espessa, porém
menos elastica e muito mais fragil.

A mudanca na espessura da capsula com avanco da idade também foi
investigada e confirmada na espécie canina por Bernays e Peiffer (2000). Os autores
deste mesmo estudo também correlacionaram a espessura da capsula de caes
normais e caes portadores de catarata, e concluiram que nao houve diferenca
significativa.

Umas das mudancas biofisicas que podem ocorrer na capsula da lente em
decorréncia da idade € o aumento das ligacdes cruzadas, devido em parte da
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glicacdo (BRON et al., 2000), o qual pode limitar sua deformacdo (KRAG;
ANDREASSEN, 2003).

As moléculas de colageno da capsula da lente aparentemente apresentam
uma duracdo maior no tempo de vida. E esta caracteristica pode promover grande
possibilidade para as modificacbes pos-translacional das moléculas como
glicosilagéo (glicagdo, modificagdo covalente) ndo-enzimatica, que pode alterar as
propriedades mecanicas da capsula da lente através da formacao de ligagdes
cruzadas estaveis (BRON et al., 2000; KRAG; ANDREASSEN, 2003). Tal efeito
também pode ocorrer em lentes de pacientes diabéticos, o que resulta em maior
rigidez e fragilidade a capsula da lente (DANYSH; DUNCAN, 2009).

No presente estudo, os resultados revelaram que houve ligeiro aumento na
deformacao nas amostras do grupo GCAT em comparacao com GCO (0,377 + 0,209
versus 0,233 + 0,046), porém esta diferenca nao foi estatisticamente significante.
Este achado indica que as amostras analisadas do GCAT apresentaram ligeiro
aumento da elasticidade em relacao ao GCO.

A capsula anterior e posterior pode tornar-se mais finas com o
intumescimento da lente, e pode ocorrer 0 enrugamento da capsula da lente em
estagios avangos de desenvolvimento da catarata (DAVIDSON; NELMS, 2007).

E possivel que a explicacdo para o resultado obtido neste estudo resida na
alteracao morfolégica da capsula da lente que ocorre em razdo da formacdo da
catarata. E em virtude da sensibilidade do equipamento foi possivel observar essa
alteracdo. Este resultado deve ser considerado com cautela devido ao numero de

amostras analisadas.
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7 CONCLUSAO

Com base no que resultados encontrados podem concluir que:

A Fluorescéncia de raios X mostrou-se eficiente na da concentracéo e distribuicao
elementar de elementos quimicos em cataratas de caes portadores de diabetes

mellitus.

A microscopia de forgca atdbmica proporcionou medidas de elasticidade rapidas e
precisas em amostras de capsula anterior da lente de caes, com minima preparacao

da amostra.

Nas amostras de cataratas diabéticas de cdes apresentam uma diminuicdo na
concentracdo de ferro e cobre, o que pode contribuir para a exacerbacdo do

estresse oxidativo.

Ha um aumento da concentracdo de célcio em cataratas diabéticas de caes, e
corrobora positivamente com as hipéteses da literatura.

Os mapas bidimensionais proporcionaram a avaliagao topografica dos elementos

ferro, cobre e zinco em amostras de catarata diabética em caes.

A capsula anterior da lente de caes portadores de catarata apresenta aumento da
elasticidade, isto provavelmente se deve a alteracdo morfolégica da capsula anterior

da lente em raz&o da progressao da catarata.
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Nutional Institute of Standards & Technology
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Standard Reference Material 1577b
Bovine Liver
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Expiration of Cerificerion: This certification is invalid after 5 years from the date of purchase and shipment from NIST.
Mm&&mﬁﬁdW&muﬁha&mpﬁﬁmﬂumwm.

Stabilny The SRM should be kept in its oviginal bottle and stered between 10-30 °C. It should not be exposed to in-
tenee sources of radiation. The bottie should be kept tightly closed and stored in a desiceator away from direat smbight.
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determination 1o be related to the corified valnes of this Cartificace.
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Statistical consuitation was provided by SB. Schiller of the Statistical Engineering Division.

The overall direction and coordination of the analyscs leading to this cortification were under the chairmanship of IR
DeVoe, Chief of the Inceganic Axalyticsl Rescsrch Division.
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Materini were coordimated through the Standard Reference Materials Program by TE. Gills.

Gaithersburg, MDD 20899 William P. Reed, Chie
Augos 27, 1991 Szsndard Reference Materisk Progran
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Content

Blement {»1. peresat)

Chlorine 0278 = 0.006

Phosphorus L0 =00

Potassinm 0.994 + Q.0

Sodium 0242 = 0006

Salfor 0.785 = 0.006
Content Content
Element {ugig) Element ugig)
Cachminm 050 = 003 Molybdesum 35 = 03
Calcium 15 = 4 Rubedium 137 = 11
Copper 1 = 8 Selenium 073 = 006
Irom 184 = 15 Silver 0039 = 0007
Lead 0129 = Q004 Strootium 0136 = 0001
Magnesium 601 = 28 Zinc 127 =16

The estimated uncertainty of a certified value is the sum of the half-width of 2 95% confidence interval for the mean of
resuits and an allowance for systematic exror, except for the uncertainty associated with sulfur whick is based on scientific
jadgment snd is roughly equivaient to one pexcent of the certified value. The systematic error is estimated by the marimum
absolate deviation between & single method mean and the grand mean. The grand mean was computed using the weighting
scheme of Panle and Mandel (NBS Jowrnal of Rescarch 87, pp 377-385).

Insructions for Drving Samples of this SRM must be dricd before weighing socording to the following procedure: Dry
for 24 hours a2 20 (0 25 “C in & vacoum oven at a pressure not greater than 30 Pa (0.2 mm Hg).

S {P ion of Marerial
The bowine liver for this stendard wes obtained in the Postiind, Oregon sres. The gross fat, major blood vessels, and *sioin’
were removed and the Ever was ground.  The ground liver was then mixed, traesferred to polyethylene-lmed trays, and

Iyophilized by Orcgon Freeze Dry Foods, Inc., Albany, Oregon. After lyophilization, the ver was powdered in & Tornado
mill, packaged in motsture-proof bags, and then transparted to the National Institute of Standards and Technology.
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EE

Mathod. Elzments Deteomined
ETAAS Ag, Cd, As, Co

FES Ca, Na, S

Icr Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, Sr
GFAAS Cu, Mz, Rb, Za

DCP P

1C a,s

IDTIMS K. Pb,Rb,.§, Sr

IDSSMS Cd, Cu, Mo, Se, Za

INAA Q, Cu, Fe, Mn, Na, Rb, S¢, Zn, Al Br, Co, K\V, Mg, Ag
RNAA Ag, As, Cd, Cu, Hg, Mo, Se, Sb
POL Fe

Color P

Kjcldahl N

CVAAS Hg

FAAS Ca, Mg

ETAAS: Electrothermal atomic absorption spectrometry

ICP: Inductively plasnta exnission spectrometry

IC: Io= chromatography

Amatyx

Asnsiytical Chemistry Divizion, Naticoal Iostitote of Standards & Techaologr:
L1.V. Badloy 15. HM_ Kingston
2.11.. Barsss 16, WF. Eoch
3.ES. Beary 17. GM. Lambert
4. C.G. Binnded 18. R.M. Linditrom
5. KA. Brietic 19.GJ. Lotz
6 T.A. Butler 20. LA, Machian
7. ER. Deardoxfl 21 BJ. Maienthsl
8. M.S. Epstein 2. TJ. Murpiry
9. LW, GramEch 23.PJ. Panken
10. RR. Grocoberg 24. LJ. Powell
1L S Hanswmuws 25.T.C Ruins
12. S.H. Harrison 26.T.A. Rush
13. EF, Heald *  Z1.RL. Waiters, Jr.

14 WR. Kelly 28 R Zeisler
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Cooperating Analyxts:

30. M. Gallorini and E. Orvini, Consiglio Naziooale dolic Ricercbe, Centro di Radiochimica e Analisi per Attivazione
presso I Instituto di Chimica Geaerale dell'Universita, Pavia, Italy.

3L L. Kostz, A.R. Byroe, M. Derme§j, Institute "Josef Stefan’, Ljubfana, Yugoslavia.
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