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RESUMO

JEZLER, P. C. O. C. Avaliacao do papel dos elementos majoritarios e traco
na formacdo da catarata por envelhecimento da espécie canina.
[Evaluation of the paper of the majoritary elements and trace in the formation of
the cataract for aging in the canine species]. 2010. 112 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A catarata € a principal causa de perda visual no mundo, com incidéncia
elevada nos animais e nos seres humanos. As cataratas podem ocorrer em
todas as idades; entretanto, a predominancia das cataratas nos caes aumenta
com o avanco da idade. Compreender os mecanismos do desenvolvimento da
catarata e procurar métodos terapéuticos disponiveis sao de interesse cientifico
e social, pois a catarata é uma das principais causas de cegueira reversivel.
Atualmente, vem surgindo uma nova ferramenta de potencial diagnostico,
baseada no estudo de alguns elementos quimicos. Esses elementos sao
responsaveis por algumas fungdes biolégicas e podem estar em diferentes
concentracbes em lentes com catarata. O exame clinico € decisivo para o
diagndstico do estagio de formagao da catarata. O estagio de desenvolvimento
da catarata foi estabelecido pelo grau de opacidade da lente, reflexo tapetal, e
visibilidade do fundo ocular pela oftalmoscopia indireta. Neste estudo, o
objetivo foi determinar as alteracbes dos elementos nos estagios finais de
maturacgao, particularmente, nos casos de catarata matura e hipermatura. Um
total de 88 lentes com catarata foram obtidas através da realizacdo de
facectomia extracapsular realizada no Servico de Oftalmologia do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo e 6 lentes normais de animais que vieram a obito neste mesmo
hospital. Foram avaliadas um total de 94 lentes. Para a quantificacdo dos
elementos quimicos Ca, Fe, Cu, Zn, Mg, Mn e K foi utilizado a técnica de
Fluorescéncia de Raios X com dispersdo de energia. Nossos resultados
indicaram um aumento na concentragao dos elementos Ca, Fe, Cu e Zn, que

esta associado ao mecanismo de reabsorgédo da catarata hipermatura.

Palavras-chave: elementos traco, fluorescéncia de raios X, catarata, caes, olho



ABSTRACT

JEZLER, P. C. O. C. Evaluation of the role of the majoritary elements and
trace in the formation of the cataract for aging in the canine species.
[Avaliagao do papel dos elementos majoritarios e trago na formagéo da catarata
por envelhecimento da espécie canina)]. 2010. 112 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

Cataract is the leading cause of vision impairment in the world, with high
incidence in animals and humans. Cataracts can occur at any age; however,
the prevalence of cataracts increases with age in dogs. Understanding the
mechanisms of the development of cataract and looking for available
therapeutic methods are problems of scientific and social interest because
cataract is one of the major causes of reversible blindness. At present, it comes
appearing a new diagnostic tool, based in the study of some chemical elements,
responsible for some biological functions, can be in different concentrations in
cataract lenses. Clinical examination is decisive to diagnostic cataract formation
stage. The maturity level of cataracts was established on the degree of opacity,
tapetal reflection, clinical vision and visibility of the ocular fundus by indirect
ophthalmoscopy.

In this investigation, our main objective was to determine alterations in
elements concentration to final maturation stages, particularly, mature and
hypermature clinical cases. A total of 88 lenses cataracts were obtained by
surgical procedure cataract extracapsular at Ophthalmology Service, of the
Veterinary Hospital at Veterinary Faculty of the University of Sdo Paulo and 6
normals lenses were obtained by death animals at Hospital. A total of 94 lenses
cataracts have been examined. Energy dispersive x-ray fluorescence element
analysis was performed to quantification of Ca, Fe, Cu, Zn, Mg, Mn, K X-Ray.
Our results have indicated an increase in the concentration to Ca, Fe, Cu, Zn
evaluated. The main difference was associated with mechanism of liquefation

and reabsorption of the lens proteins of hypermature cataract.

Keywords: trace elements, fluorescence x-ray, cataract, dogs, eye
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1 ESTADO DA ARTE

Uma das maiores causas de cegueira em todo o mundo esta relacionada
a catarata, além de glaucoma e retinopatia. No Brasil sdo dois milhdes de
pessoas com catarata e por ano sao diagnosticados 120 mil novos casos. Os
principais sintomas sdo a perda de visdo, perda da nitidez das cores e
sensagao de visdo nublada, estes sinais intensificam-se de acordo com a
progressao da doencga. Este fato indica a necessidade eminente de estudos
sobre esta doenca de alta incidéncia na populacdo humana e animal. Segundo
a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), atualmente, 160 milhdes de pessoas
no mundo todo estdo com catarata (BRIAN; TAYLOR, 2001).

A catarata com acometimento da visdo € uma doenca relacionada a
idade comum em humanos e nos animais (BARROS et al., 2004). E uma
doenga ocular multifatorial caracterizada pela opacidade parcial ou total da
lente ou de sua capsula (ENGELHARDT et al., 2008). Em caes, devido a
prevaléncia de alteracdes hereditarias da lente, a catarata esta entre as lesées
intra-oculares mais comuns e a principal causa de perda de visdo (GELATT,
2003).

A etiopatogenia da catarata envolve a participagdo de eventos
oxidativos mediados por radicais livres (SOARES et al., 2008). Esta associada
a uma ampla variedade de eventos como a agregacao de proteinas
lenticulares, o aumento das proteinas insoluveis, estresse osmotico, disfungdes
no metabolismo nutricional, mudangas na concentragado de oxigénio, exposi¢cao
a toxinas e radiacdo ultravioleta, alteracbes das concentragdes ibnicas e
doencas secundarias como o Diabetes Mellitus (LAUS et al., 2008).

Nos paises subdesenvolvidos a incidéncia da catarata entre jovens é
comum devido a fatores como ma nutricdo, exposicido excessiva a radiacao
ultravioleta entre outras. Ja, nos paises desenvolvidos, a populagao afetada
acima de 65 anos de idade é a que expressa maior interesse. A oxidacao foi
sugerida como um fator que ocasiona danos a lente causando a sua opacidade
e uma variedade de nutrientes antioxidantes foi analisada para a prevencao do
desenvolvimento da catarata. Embora tenham sido obtidos resultados

promissores no estudo de varios antioxidantes em animais, estudos
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epidemioldgicos realizados com populagdes humanas ndo parecem obter os
mesmos resultados. O desenvolvimento de técnicas e tratamentos preventivos
da doenca sdo os objetivos dos estudos epidemiologicos (HENNIS et al.,
2004). Certamente, o diagndstico precoce da catarata pode diminuir o risco de
cegueira e o tratamento e a prevengdo sdao um dos grandes desafios
enfrentados pela medicina contemporanea. Atualmente, vem surgindo uma
nova ferramenta de potencial diagndstico, baseada no estudo de alguns
elementos quimicos que estdo presentes em pequena quantidade no
organismo, conhecidos como elementos trago. Estes elementos s&o essenciais
para a manutencdo de processos bioquimicos e fisiolégicos do organismo e
qualgquer mudanca na concentracdo desses elementos pode acarretar no inicio
de algumas doengas (LIN, 1997). Sdo responsaveis por algumas fungdes
biolégicas e podem apresentar-se em diferentes concentragcdes em tecidos
normais e anormais, o que pode indicar as mudangas histopatolégicas dos
tecidos e tornar possivel a identificagcdo do processo patolégico (DELAYLE;
CLARK; BENEDEK, 1982).

A estrutura, composicdo e distribuicdo dos elementos quimicos
responsaveis pela opacidade da lente ainda nao estao estabelecidos (DELAYE;
CLARK; BENEDEK, 1982). Nao foram encontrados, até o presente momento,
estudos na literatura veterinaria referentes a correlagdo entre os elementos
tragco, o surgimento da catarata e os mecanismos associados a progressao da
opacidade nos seus diferentes estagios de desenvolvimento (LEE et al., 2008).

Atualmente, existem diversos tipos de técnicas, qualitativas e
quantitativas, que permitem determinar as concentragcdes dos elementos trago
em tecidos. A técnica utilizada neste trabalho é a de carater analitico conhecida
como Fluorescéncia de Raios X que permite medir e monitorar,
simultaneamente, uma ampla quantidade de elementos (POLETTI et al., 2004).

Desta forma, a determinagcéo e o conhecimento do comportamento dos
elementos tragco em lentes de cdes com catarata, que é o foco deste trabalho,
apresentam uma nova area de interesse de investigacao, principalmente pela
possibilidade de oferecer informagdes diagndsticas que possam sugerir
intervengdes terapéuticas nao-cirurgicas ou preventivas, tanto em animais
como em seres humanos, visto que a catarata € a principal causa de cegueira

no mundo e o seu surgimento ainda ndo esta esclarecido (LEE et al., 2008).
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura foi dividida em alguns tdpicos relevantes descritos

a seguir:

2.1 Embriologia da Lente

O conhecimento da ontogenia adquire para o oftalmologista uma
importancia muito além do aspecto académico de sua formagao, uma vez que
nenhum outro érgao do corpo humano as anomalias de embriogénese sao tao
aparentes quanto em sua especialidade. O diagnostico diferencial entre uma
anomalia do desenvolvimento e uma patologia adquirida torna-se, na grande
maioria das vezes, uma questao crucial e extremamente delicada, pois a partir
dele serdo tomadas decisbes clinicas de consideravel responsabilidade
(ALBERT et al., 2008).

A sequéncia da evolugdo embriolégica pode ser dividida em trés fases:
embriogénese, organogénese e diferenciacdo. Na fase da embriogénese
ocorre a individualizacdo dos folhetos embrionarios divididos em ectoderma,
mesoderma e endoderma até o aparecimento do olho primitivo, que ocorre da
primeira até a terceira semana apés a fecundacdo. A endoderma nao contribui
para a formagao do bulbo ocular. Na fase da organogénese, que ocorre da
quarta até a oitava semana, camadas se organizam em padrdes especificos
formando 6rgéos. Na fase da diferenciag&o, ocorre a elaboragdo das estruturas
caracteristicas de cada 6rgdo. E a fase mais tardia que se prolonga até depois
do nascimento, como no caso da retina, do terceiro ao nono més, em geral; da
macula, do 16° més e da fovéola, no 45° més, em especial (ALBERT et al.,
2008).

O bulbo ocular deriva de quatro fontes: neuroectoderma do encéfalo
anterior, ectoderma da superficie da cabeca, mesoderma entre as duas

camadas precedentes e células da crista neural. O neuroectoderma do
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encéfalo anterior da origem a retina, as camadas posteriores da iris € ao nervo
optico. O ectoderma da superficie da cabega forma a lente e o epitélio da
cornea. O mesoderma, situado entre neuroectoderma e o ectoderma da
superficie, forma as capas fibrosa e vascular do olho. As células
mesenquimatosas derivam do mesoderma, mas células da crista neural
migram para o mesénquima e diferenciam-se na cordide, esclerdtica e
endotélio da cornea (MOORE; PERSAUD, 2004).

O bulbo ocular em formacao aparece no embrido de 22 dias como um
par de sulcos rasos de cada lado do encéfalo anterior (SLADER, 1997). Os
sulcos Opticos aparecem nas pregas neurais da extremidade cefalica do
embrido (Figura 1 A e B) (MOORE; PERSAUD, 2004). Com o fechamento do
tubo neural, estes sulcos formam evaginagbes do encéfalo anterior,
denominadas vesiculas o6pticas (Figura 1 C) (MOORE; PERSAUD, 2004).
Estas vesiculas entram em contato com o ectoderma superficial e induzem, no
ectoderma, mudancgas necessarias para a formacéo da lente. A proporcéo que
as vesiculas opticas em forma de bulbo crescem, sua extremidade distal se
expande e sua ligagdo com o encéfalo anterior se constringe, formando-se o
pediculo 6ptico oco (Figura 1 D) (SLADER, 1997; MOORE; PERSAUD, 2004).

Sulco Gptico
Sulco dptico Prega neural
<----- Nivel da secgao B
-
Prega neural {e’-\-‘ H
; IF ~—Mesénguima
Sulco neural |
: Ectoderma da
superficia
-Tubo newral B
Motocorda
Encéfalo anterior Peadicul i
—— adiculo dptico
A4 Placodic da
Placédio do cristaling ) Gilslaling
- Vasicula dptica f 7/ / __ Fosseta do
- L {‘\ cristaline
Mesénquima d \.\': ,.'
Encéfalo médio _ 5 J‘\ Ectoderma da
Ecloderma da superlicie auparilcle
Estdgio inicial do cdlice dptico

Fonte: Moore e Persaud (2004).

Figura 1 - A - Vista dorsal da extremidade cefalica de um embrido, com cerca de 20 dias,
mostrando os sulcos Opticos, primeira indicagdo da formagédo do olho. B -
Secgéo transversal de uma prega neural mostrando o sulco éptico. C - Encéfalo
anterior de um embrido, com cerca de 30 dias, mostrando as camadas de
mesénquima e o ectoderma da superficie que o recobrem. D - Formagao do
célice optico e da vesicula do cristalino.
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O ectoderma da superficie adjacente a vesicula éptica se espessa,
formando o placddio da lente (Figura 1 C) (MOORE; PERSAUD, 2004). Essa
formacéao € induzida pelas vesiculas Opticas depois do ectoderma da superficie
ter sido condicionado pelo mesénquima subjacente. O placédio da lente se
invagina conforme se coloca abaixo do ectoderma da superficie, formando as
fossetas opticas (Figuras 1 D e 3) (MOORE; PERSAUD, 2004).

As vesiculas da lente se formam devido a aproximacgao e fusdo das
fossetas da lente e logo perdem sua ligagdo com o ectoderma da superficie
(Figuras 2 E e F) (MOORE; PERSAUD, 2004).

Durante o desenvolvimento da vesicula da lente, as vesiculas Opticas
invaginam-se e formam o calice Optico, de dupla parede (Figuras 2 F e 3)
(MOORE; PERSAUD, 2004).

Camada extema do cdlice optico Artéria hialdide

Camada intema

do célice dptico Vesicul
esicula do

cristaling

Vesicula do Parede do encelfalo
cristaling

Fissura dptica Egp

ago
Anéria hialdide j intra-retinianc
Nivel da secgdo G

E Vaia hialdide F

Fonte: Moore e Persaud (2004).

Figura 2 - E e F - Formacao do cdlice éptico e da vesicula da lente.

Pareds do pediculo
optico (continua com a
parede do encéfalo
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Ectoderma da superticie

avidiade: E gl
oplico (continua com

a cavidade do

encéfalo anterior) Fosseta do cristaline

{placddio do cristalino
invaginado)

Camada interna do calice
Gptico (primérdio da
camada nervosa da retina)

Camada extema do
célice dptico (pimdrdio
do epitélio pigmentado
da retina)

Espago Intra-retiniano

Mesénguima (primdrdio
da cordide e da esclerdtica)

Fonte: Moore e Persaud (2004).
Figura 3 — Fotomicrografia (200X) de um corte sagital do olho de um embrido com cerca de 30

dias.
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No inicio, a abertura do calice € grande, mas sua borda envolve a lente
(Figura 4) (MOORE; PERSAUD, 2004).

Cristaling

_Vasos hialdides
na fissura optica

-—---- Nivel da secgdo B

 Padiculo dptico

Fonte: Moore e Persaud (2004).
Figura 4 — Superficie inferior do célice e pediculo

optico no fechamento da fissura optica.

Neste estagio, a vesicula da lente ja perdeu sua ligagdo com o
ectoderma da superficie e esta contida dentro da cavidade do calice Optico
(Figura 5) (MOORE; PERSAUD, 2004).

Epltélio plgmentar
da retina

Retina nervosa

Nerva éplico Epitélio anterior do cristalino

Ramos da Flbras do cristaline
artéria hialdide
fris

Espago
intra-retinianc
Corpe vitrea

Cordide

Fonte: Moore e Persaud (2004).

Figura 5 - Fotomicrografia (100X) de um corte sagital do olho de um embrido com cerca de 50
dias. A parede posterior da vesicula da lente forma as fibras da lente. A parede anterior
ndo muda de modo apreciavel ao tornar-se o epitélio anterior da lente.

Na superficie do calice optico forma-se a fissura Optica, que contém
mesénquima vascular para a formagdo dos vasos sanguineos. A artéria

hialdide irriga a camada interna do calice Optico, a vesicula da lente e o
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mesénquima do calice optico (Figuras 1 F e 4) (MOORE; PERSAUD, 2004). O
retorno sanguineo é realizado pela veia hialdide. Os vasos hialéides ficam
incorporados no interior do nervo éptico. As partes distais dos vasos hialdides
degeneram, mas as por¢des proximais persistem como a artéria e a veia
central da retina (Figura 6 A) (MOORE; PERSAUD, 2004).

Epitélic pigmentar Camada nervosa
da ratina da retina
|

Seio Tunica vascular
waenoso da Corpo vitrao do cristaling
|

asclardlica

Corpo ciliar

Iris Camara anterior

Pdélpebras fundidas

- CAmea
~Camea
Ligamenice

suspansar
do cristaling

Saceo conjuntival

Epitélio do cristaling

. Corpo ciliar
Artéria central da retina  Canal hialdide P il Esclerdtica

A B

!
Plexo vascular Zona equatorial
da cordide do cristaling

Fonte: Moore e Persaud (2004).

Figura 6 - A — Corte sagital do olho de um recém-nascido, com cinco semanas, demonstrando lente, iris, cornea e
retina. B — Desenvolvimento da lente, iris, cérnea e retina num recém-nascido com 20 semanas.

A vesicula da lente da origem a propria lente (MOORE; PERSAUD,
2004). A parede anterior da vesicula da lente é composta por epitélio cubdide e
ndo ocasiona mudanga ao se tornar o epitélio subcapsular da lente (Figura 5 B)
(MOORE; PERSAUD, 2004).

A parede posterior da vesicula da lente é formada pelos nucleos das
células colunares altas que suportam desintegragéo. Estas células se alongam
consideravelmente, formando as fibras primarias da lente, que crescem e
obliteram a cavidade da vesicula da lente (Figuras 6 A, 7 e 8) (MOORE;
PERSAUD, 2004).

A borda da lente € denominada de regidao equatorial e esta localizada
entre os pdélos anterior e posterior da lente. As células da regido equatorial séo
cubdides, e apods perderem os seus nucleos, tornam-se as fibras secundarias
da lente. Apesar das fibras secundarias continuarem a formar-se no adulto e a
lente aumentar de tamanho, as fibras primarias tém que durar por toda a vida
(MOORE; PERSAUD, 2004).



Epitélio
pigmantar da ratina

Espago Intra-ratiniano

Misculo reto lateral

Corpo vilrag

Ratina nervosa

Cortiide

Misculo
rela inferior

Fonte: Moore e Persaud (2004).

Figura 7 — Fotomicrografia (50X) de um corte sagital do olho de embrido com cerca de 60 dias. Observe a
retina nervosa e o epitélio pigmentar da retina em desenvolvimento. Normalmente, o espaco

intra-retiniano desaparece com a fusdo das duas camadas da retina.

Epitélic pigmentar
da retina

Retina nervosa
Iris
Mucleos das células
da zona equatorial
do eristaline
Palpabra
Camea

Fibras do cristalino

Camara anterior
em desenvolvimento

Corpo vitreo

Pargao nao
nervosa da retina

Fonte: Moore e Persaud (2004).

Figura 8 — Fotomicrografia (280X) de parte de um olho em desenvolvimento de um embrido, com
cerca de 60 dias. As fibras da lente obliteraram a cavidade da vesicula da lente. A
camada interna do célice optico ficou espessa e pigmentada (epitélio pigmentar da
retina), formando a retina nervosa.

34
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A parte distal da artéria hialdide irriga a lente em desenvolvimento
(Figura 5) (MOORE; PERSAUD, 2004). No periodo fetal, ocorre a degeneragao
da artéria hialoide, deixando a lente avascular. Com esta degeneragdo, a lente
depende da difusao proveniente do humor aquoso da camara anterior do bulbo
ocular e do humor vitreo. A lente em desenvolvimento € envolvida pela tunica
vascular da lente. A parte anterior desta capsula € a membrana da pupila.
Durante o desenvolvimento fetal a tunica vascular da lente e a membrana
pupilar se degeneram, persistindo a capsula da lente que é produzida pelo
epitélio anterior da lente e as fibras da lente (MOORE; PERSAUD, 2004).

2.2 Anatomofisiologia da Lente

A histéria ndo é o registro do passado, mas sim a explicagdo do
presente e a base da formacdo do futuro. A evolugdo do conhecimento da
anatomia e fisiologia ocular teve inicio ha mais de trés mil anos. Infelizmente
muitos dos relatos se perderam ou encontram-se incompletos. Os relatos mais
antigos foram descritos por Hipdcrates (400 aC.) e Aristételes (350 aC.), que
acreditavam que a lente correspondia ao acumulo de substancias no pds-morte
SOUZA; RODRIGUES; SOUZA, 2006). No século | d. C., Celsus, Rufus e
Galeno relataram a anatomia da lente, sua capsula e estruturas zonulares e
postularam que esta estrutura era a responsavel pela visdo. Em 1150, Ibn
Rushd questionou a teoria de Celsus e propds que a retina e ndo a lente seria
a estrutura responsavel pela visdo. Foi somente em 1515 que Vesalius
confirmou esta idéia e que Francisco Manrolycus estabeleceu a fungao 6ptica
da lente. Nesta época acreditava-se que a catarata era uma doenca
semelhante ao glaucoma, pois ocasionava cegueira. Foi em 1650, que Rolfinck
denominou a opacidade da lente como catarata, que foi rejeitada pela maioria
dos médicos e aceita somente apds um século (SOUZA; RODRIGUES;
SOUZA, 2006).

A lente é um tecido altamente estruturado que promove a refragcao dos

raios luminosos para um ponto da retina (SAMUELSON, 2007). Esta situada
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posteriormente & iris e anteriormente ao humor vitreo do corpo vitreo. E uma
estrutura biconvexa, avascular e transparente encerrada em uma capsula. A
capsula da lente, extremamente elastica, é fixada pelas fibras zonulares
(ligamento suspensor da lente) ao corpo ciliar e circundada pelos processos
ciliares. Embora a maior parte da refragcdo seja produzida pela coérnea, a
convexidade da lente, particularmente de sua face anterior, varia
constantemente para focalizagdo fina de objetos préximos ou distantes na
retina (SLATTER, 1990, 2005; MOORE; DALLEY, 2007).

O musculo ciliar no corpo ciliar modifica o formato da lente; dessa forma,
a lente nao fixada isolada assume um formato quase esférico. Distendidas no
circulo do corpo ciliar relaxado, as fixagdes em torno de sua periferia tracionam
a lente, deixando-a relativamente plana, de forma que sua refracdo permite a
visdo para longe. Quando a estimulagdo parassimpatica causa contragdo do
musculo liso do corpo ciliar circular, o circulo, como um esfincter, diminui de
tamanho e a tens&o da lente é reduzida, permitindo o arredondamento da lente.
O aumento da convexidade torna sua refracdo adequada para a visao de perto.
Na auséncia de estimulacdo parassimpatica, os musculos ciliares relaxam
novamente e a lente é tracionada e assume um formato mais plano, para visao
distante (SLATTER, 1990, 2005; MOORE; DALLEY, 2007).

A lente do cdo possui, aproximadamente, volume de 0,5 ml, sete
milimetros de espessura e dez milimetros de didmetro (LAUS et al., 2008). A
relagao entre a lente e o bulbo ocular nos caes varia em torno de 1:8 a 1:10 e
sua fungcdo basica é convergir os estimulos luminosos para a retina,
contribuindo para a formagdo de uma imagem nitida. O poder refracional total
do sistema Optico dos caes é de sessenta dioptrias, e a lente contribui com
aproximadamente 40 a 41 dioptrias (SAMUELSON, 1999). Além da lente, a
cornea e os humores aquoso e vitreo constituem os meios Opticos do olho
(LAUS et al., 2008).

Por ser avascular, a lente nutre-se e oxigena-se a partir do humor
aquoso. A principal fonte de energia é obtida pelo metabolismo da glicose, em
sua grande parte, por via anaerobica e, em menor grau, pela via do sorbitol e
ciclo de Krebs (LAUS et al.,, 2008). Essa energia é imprescindivel para a
sintese protéica, manutencdo de sua hidratacdo normal e transporte ativo de
ions e aminoacidos (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997).
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A lente é composta por, aproximadamente, 65% de agua, 35% de
proteinas (LAUS et al., 2008) e uma pequena fracdo de minerais, carboidratos
e lipideos, sendo a estrutura mais rica em proteinas do organismo (GLOVER,
CONSTANTINESCU, 1997) . Segundo a solubilidade em agua suas proteinas
podem ser classificadas em soluveis cristalinas e insoluveis albumindides; e em
alfa, beta e gama cristalinas, de acordo com o seu tamanho molecular (LAUS
et al., 2008).

A capsula anterior possui de 50 a 70 ym de espessura, de 8 a 12 ym em
sua regido equatorial e de 2 a 4 pm de espessura na regido posterior. E
composta por fibras colagenas do tipo IV e carboidratos complexos (LAUS et
al., 2008).

Permite a passagem de agua e eletrdlitos e € impermeavel a moléculas
grandes, como albumina e globulina (SLATTER, 2005). A capsula € muito mais
do que uma membrana que envolve as células da lente. E responsavel pela
interac&o direta e indireta entre os receptores de membrana celulares da lente
comprovando o seu papel integral no desenvolvimento e na biologia da lente.
Entretanto, essas interagbes e a contribuigdo para o surgimento da catarata
ainda sao desconhecidas (Figura 8) (DANYSH; DUNCAN, 2009).

Capsula anterior

Celulas epiteliais

Fibras celulares
corticais

Fibras celulares

Células Células nucleares

lenticulares  gpiteliais

Corpe

/ ciliar

Capsula posterior

Fonte: Danysh e Duncan (2009).

Figura 9 — Seccéo transversal de lente adulta de rato.
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O epitélio da lente é importante no transporte de cations através da
capsula lenticular. E representado por uma Unica camada de células epiteliais
localizadas abaixo da capsula anterior e € responsavel pela formacédo das
fibras lenticulares (SLATTER, 2005). As células lenticulares sdo produzidas
continuamente durante toda a vida formando o cortex da lente e o seu nucleo
(SAMUELSON, 1999). As células mais velhas localizadas no nucleo sao mais
densas e menos transparentes do que as células mais jovens localizadas no
cortex (SLATTER, 2005).

A disposicdo concéntrica das fibras lenticulares deixa o nucleo
progressivamente mais denso, caracterizando a esclerose nuclear, que pode
ser observada em caes a partir dos seis anos de idade e nao resulta em
nenhuma perda de visédo (DAVIDSON; NELMS, 1999; SAMUELSON, 1999;
MARTIN, 2005). A diminuigdo da elasticidade da capsula da lente pode ser
observada com o avan¢o da idade e possibilita uma diminuicdo na sua
capacidade de acomodacao (SAMUELSON, 1999).

A lente requer oxigénio e metabdlitos para manutengdo e produgao
continua de células lenticulares, para a manutengao da elasticidade capsular e
da transparéncia lenticular (SLATTER, 2005). Sua transparéncia € mantida por
varios fatores complexos incluindo um citoplasma de baixa densidade
promovendo auséncia de organelas intracelulares e de nucleo celular em suas
fibras, pouca flutuacdo do indice de refracdo do citoplasma e fibras celulares
altamente organizadas (SAMUELSON, 2007). A presenga de proteinas
lenticulares na camara anterior proporciona reag¢des imunomediadas que
podem alterar o metabolismo ou a estrutura da lente, propiciando o

aparecimento da catarata (LAUS et al., 2008).

2.3 Catarata

A etiopatogenia da catarata envolve a participagdo de eventos oxidativos

mediados por radicais livres (SOARES et al., 2008), que sdo fundamentais para
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a patofisiologia de inumeras doengas corneanas, degeneragdo retiniana,
retinopatia diabética, glaucoma, entre outras (GORALSKA et al., 2009).

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerobica e do nosso
metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por
alguma disfuncéo biolégica. Os radicais livres podem ser classificados como
moléculas organicas, inorganicas e os atomos que contém um ou mais elétrons
nao pareados com existéncia independente. Sdo0 moléculas altamente instaveis
com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas, desempenhando
fungdes relevantes no metabolismo. No organismo, encontram-se envolvidos
na producao de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacao intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. Podem
ser gerados a partir da radiagdo solar, do metabolismo de oxigénio e de
leucocitos, da respiragao mitocondrial e das reacbes metabdlicas intra e
extracelulares (ROSE; RICHER; BODE, 1998). No entanto, seu excesso
apresenta efeitos prejudiciais, como a peroxidagao dos lipidios de membrana e
agressao as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos
e DNA. Do ponto de vista biolégico, os radicais livres mais importantes séo
aqueles derivados do oxigénio (PUNCHARD; KELLY, 1996).

Os danos celulares provocados pelos radicais livres ocorrem pela
instalagdo do estresse oxidativo, devido ao desequilibrio de moléculas
oxidantes e antioxidantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999). As lesbes causadas
nas células podem ser prevenidas ou reduzidas por meio da atividade de
antioxidantes. Os antioxidantes podem agir diretamente na neutralizagcdo da
acao dos radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos
com essa fungdo (PUNCHARD; KELLY, 1996). As reagdes oxidativas séo
importantes para o metabolismo celular; entretanto, muitas delas originam os
radicais livres em condigdes fisiologicas (PUNCHARD; KELLY, 1996).

A oxidacao protéica e de lipidios sdo mecanismos envolvidos na
opacidade da lente. Essa condi¢cdo oxidativa pode ser devido a diminuicdo de
defesas antioxidantes da lente e dos tecidos e fluidos oculares. Os tecidos
oculares, principalmente a lente e a retina (WILLIAMS, 2008), s&do prejudicados
devido a instalacdo do estresse oxidativo responsavel pela producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (BARROS et al., 2004) que séao

potencialmente toxicas para as células, ocasionando danos a estrutura das



40

biomoléculas de DNA, lipidios, carboidratos e proteinas, além de outros
componentes celulares (PUNCHARD; KELLY, 1996). A peroxidacéao lipidica,
ocasionada pelas EROs, é considerado o mecanismo inicial da cataratogénese,
devido a destruicdo da membrana celular da lente (BARROS et al., 2004).

A catarata é a opacificagdo da lente ou de sua capsula, pode ser
unilateral ou bilateral, e constitui uma das causas mais frequentes de perda de
visdo em cées juntamente com algumas doengas de cdrnea, glaucoma e
degeneragdo em retina (Figura 10) (DAVIDSON; NELMS, 1999; MARTIN,
2005).

Lente normal Lente com catarata

Fonte: http//www.loyolauniversity.adam.com

Figura 10 — Esquema de bulbo ocular com lente normal e com
catarata.

As opacidades lenticulares podem exibir diferentes padroes morfolégicos
relacionados com a sua etiologia e evolugdo (SLATTER, 2005; LAUS et al.,
2008), podendo apresentar varios estagios de desenvolvimento (GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997). Pode ser uma doenga adquirida ou congénita
(MARTIN, 2005).

Geralmente, nos estagios iniciais e intermediarios as opacidades s&o
localizadas e a visdo esta preservada. Ja, nos estagios avangados, a viséo
encontra-se prejudicada, e quando os dois olhos sao afetados, o animal
apresenta perda funcional da visao (GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997).

Durante a formagao da catarata a acidificacdo € a alteracdo inicial das
células do coértex da lente devido ao acumulo de produtos oriundos do

metabolismo retardado ou alterado dessas células. As fibras se desidratam e
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permitem a formagédo de vacuolos e acumulo de liquido. Ocorre a coagulagao
protéica intracelular, formando as opacidades lenticulares permanentes
(SLATTER, 1990) que podem ocorrer em todo o cortex ou permanecer focais e
estacionarias, promovendo pouca interferéncia na visdo (SLATTER, 2005).

Quando a catarata é evidente clinicamente, ocorreram alteragdes
irreversiveis no metabolismo da lente devido a uma série de eventos
relacionado ao seu conteudo protéico, trocas metabdlicas, concentracdes
ibnicas e atividade antioxidante. Ocorre a diminuicdo relativa das proteinas
cristalinas e o aumento dos albumindides, que normalmente compreendem
15% das proteinas lenticulares, que também tém os seus niveis elevados com
o avango da idade (SLATTER, 2005; DAVIDSON; NELMS, 2007).

A catarata pode estar associada a uma diminuicdo na atividade da
bomba de Na*/K" - adenosina trifosfato (ATPase) das células epiteliais da lente,
podendo elevar os niveis de sodio e calcio, e diminuicdo dos niveis de
potassio. Ocorre a diminuigdo do consumo de oxigénio e de adenosina
trifosfato, da atividade de agentes antioxidantes, incluindo glutationa reduzida e
oxidada, acido ascorbico, alfa-tocoferol e superoxido dismutase (DAVIDSON;
NELMS, 1999).

Alguns estudiosos reportaram a diminuicdo da atividade da superoxido
dismutase da lente com o avango da idade associado ao desenvolvimento da
catarata (BARROS et al., 2004).

Casado et al. em 2001, no que diz respeito as enzimas antioxidantes dos
eritrocitos, verificaram o aumento da atividade da superdxido dismutase em
humanos com catarata. Muitos estudiosos tém verificado a diminuicdo da
atividade da enzima relacionada ao desenvolvimento da catarata com o avanco
da idade (FECONDO; AUGUSTEYN, 1983).

No entanto, Jacques et al. em 1998, n&do encontraram mudangas
significativas desta enzima em pessoas com catarata senil (SOARES et al.,
2008).

As enzimas antioxidantes que protegem a lente dos danos oxidativos
sao compostas por glutationa redutase e superéxido dismutase e pequenas
moléculas antioxidantes como vitamina C, E, glutationa e carotendides. O alto
risco de catarata senil em humanos tem sido associado aos baixos niveis de

vitamina E, C e carotendides. Os caes sao mais propensos a desenvolver a
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catarata devido ao aumento da oxidacdo lenticular em decorréncia do
decréscimo das defesas antioxidantes (BARROS et al., 1999).

O estresse oxidativo € gerado pela foto-oxidagcdo e os tecidos mais
acometidos sdo a retina e a lente (WILLIAMS, 2008). O acido ascorbico € um
antioxidante ndo-enzimatico que protege os tecidos oculares da foto-oxidacéo e
a sua concentracdo mais elevada esta no humor aquoso do que no plasma
(BARROS et al., 2004).

Barros et al. em 1999, verificaram que os niveis de acido ascorbico no
humor aquoso e plasma de caes da raga Cocker Spaniel com catarata estavam
diminuidos. E, em 2004, Barros et al. verificaram a contribuicdo do estresse
oxidativo na fisiopatogenia da catarata através da diminuicdo de glutationa
peroxidase, catalase e superdoxido dismutase, em Poodles portadores de
catarata. J4, nesse mesmo estudo, nao verificaram diferenca entre as
concentracdes de acido ascorbico, no humor aquoso e no plasma, em Poodles
portadores e nao portadores de catarata.

A glutationa (GSH) atua como um antioxidante e exerce papel
fundamental na manutencdo da transparéncia da lente. E encontrada em
baixas concentracdes na formacao da catarata, e, em lentes normais, em seu
estado reduzido, é observada em altas concentracbes. A lente fica mais
susceptivel a danos oxidativos quando ocorre a diminuigdo da atividade da
glutationa redutase na lente. A GSH tem como fungéo proteger os grupos -SH
de membrana que sado importantes no transporte de cations e permeabilidade e
0 seu ciclo de oxi-redugcdo esta relacionado a detoxificagdo de H0,,
normalmente presente no humor aquoso (GELATT et al.,, 1982; REDDY;
GIBLIN, 1984; REDDY, 1990; GIBLIN, 2000).

Em 1982, Gelatt et al. verificaram que as lentes com catarata de caes
das racas Beagle e Schnauzer Miniatura apresentaram diminuicdo dos niveis
de glutationa reduzida intracelular. A diminui¢do da concentragao de glutationa
reduzida na lente ocorre tanto em cédes com catarata, assim como em seres
humanos (BARROS et al., 2004).

A catarata pode ser classificada segundo a sua etiologia em hereditaria
ou adquirida; de acordo com a idade de aparecimento em congénita, juvenil e
senil; através de sua localizacdo em capsular, subcapsular, zonular, cortical,

nuclear, em linha de sutura, axial e equatorial ou de acordo com o seu estagio
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de desenvolvimento em incipiente, imatura, matura e hipermatura, que é a
classificagao mais utilizada na medicina veterinaria (LAUS et al., 2008).

O estagio de desenvolvimento é fundamental para a realizagdo de um
tratamento adequado, pois esta relacionado as complicagdes da catarata,
ocorréncia de uveite induzida pela lente e progndstico para visao e cirurgia de
catarata (SLATTER, 2005).

O grau de opacidade da catarata esta diretamente relacionado a
porcentagem do reflexo tapetal que ela bloqueia. A catarata incipiente (Figura
11) corresponde ao estagio inicial, apresenta opacidade focal e sem déficit
visual. Normalmente afeta de 10 a 15% da lente e localiza-se na regiao cortical
ou subcapsular ou na regido de sutura “Y”, sem comprometimento do reflexo
tapetal, e dependendo da causa, podera ou n&o progredir (DAVIDSON;
NELMS, 2007; LAUS et al., 2008; OFRI, 2008). A esclerose nuclear, que
acomete animais idosos, pode se confundir com a catarata incipiente
(SLATTER, 2005).

Fonte: Laboratério de Oftalmologia Comparada da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo —
FMVZ-USP.

Figura 11 - Catarata Incipiente

A catarata imatura (Figura 12) é o estagio intermediario, o aumento da
opacidade envolve grande parte da lente, comprometendo parcialmente o
reflexo tapetal, mas que ainda permite algum grau de visdo (PLAYTER, 1977;
NELMS, 2007; LAUS et al., 2008). A lente pode comegar a aumentar de



44

volume ocasionando um glaucoma por bloqueio pupilar. Ha deficiéncia visual
se a condicéo for bilateral (SLATTER, 2005).

Fonte: Laboratério de Oftalmologia Comparada da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&ao Paulo — FMVZ-
USP.

Figura 12 - Catarata Imatura

Na catarata matura (Figura 13) a opacidade é total, existe bloqueio do
reflexo tapetal e, consequentemente, perda da acuidade visual (LAUS et al.,
2008). E o estagio ideal para remocdo da catarata, antes da ocorréncia da
uveite induzida pela lente (SLATTER, 2005).

Fonte: Laboratério de Oftalmologia comparada da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo — FMVZ-USP.

Figura 13 - Catarata Matura

A catarata hipermatura (Figura 14) é o ultimo dos estagios evolutivos,

com comprometimento de todas as estruturas da lente, capsula anterior e
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posterior, cortex e nucleo, apresenta aspecto cintilante e o reflexo tapetal varia
em fungao do grau de reabsorgao (SLATTER, 2005).

Fonte: Laboratério de Oftalmologia comparada da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo — FMVZ-USP.

Figura 14 - Catarata Hipermatura

As fibras lenticulares rompidas e degeneradas liberam enzimas que
causam protedlise em areas da lente, geralmente corticais. Essas proteinas
lenticulares, juntamente com a agua, podem atravessar a capsula intacta,
causando reduc¢do no tamanho da lente, aumento da profundidade da camara
anterior e irregularidade na superficie da capsula anterior. Com a liquefacéo e a
reabsor¢cao da catarata, observa-se o reflexo tapetal e, dependendo da area
absorvida, a visdao pode retornar. Nesta fase é frequente a inflamacéao
associada as proteinas da lente. A reabsorgcdo também pode estar associada
ao aumento na incidéncia de descolamento de retina por alteragbes na
composicao do vitreo (SLATTER, 1990; GLOVER; CONSTANTINESCU, 1997;
DAVIDSON; NELMS, 1999; LAUS et al., 2008).

Neste estagio se produz a reabsorgao fisioldégica da lente opacificada,
sendo comum em caes de até dois anos de idade ou em animais que
apresentam cataratas crénicas. A reabsorcdo espontdnea também pode
ocorrer em animais com catarata congénita (LAUS et al., 2008). A recuperacao
da visdo ocorre quando nado se tem doencgas oculares como descolamento de

retina, sequelas graves de uveites facogénicas ou atrofia de retina
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(DAVIDSON; NELMS, 1999; MARTIN, 2005; SLATTER, 2005; LAUS et al.,
2008).

As cataratas de etiologia adquirida manifestam-se entre um e seis anos
de idade. Em geral afeta o cértex e depois o nucleo, mas podem ser
encontradas em ambas as areas simultaneamente. Pode ser de origem
hereditaria, nutricional ou metabdlica, como por exemplo, o diabetes mellitus,
toxica, secundaria a radiagdo ou a trauma (LAUS et al., 2008), outras
oftalmopatias, uso de medicamentos e doencgas inflamatérias (GLOVER;
CONSTANTINESCU, 1997).

As anormalidades genéticas sdo as causas mais comuns da catarata
(ADKINS; HENDRIX, 2005) e acomete caes de raga pura, de idade jovem a
meia-idade. A localizagdo anatdmica, a aparéncia da opacidade da lente
durante os estagios iniciais, a idade de aparecimento e progressao, a natureza
bilateral e a auséncia de outras doencas oculares que podem causar catarata
sugerem que, na maioria das outras racas, a catarata também apresente base
hereditaria. A maioria das cataratas com base genética estabelecida no cdo é
herdada como um tragco autossémico recessivo simples (GELATT, 2003). A
expressao fenotipica no cado pode variar de acordo com a raca e ser
influenciada por outros genes ou fatores ambientais (DAVIDSON; NELMS,
2007).

A catarata hereditaria € muito comum nos céaes, pode ser congénita,
juvenil ou senil. A juvenil € a mais comum, acomete caes com até seis anos de
idade e as ragas mais acometidas sdo Cocker Spaniel, Beagle, Pinscher,
Poodle e Schnauzer (MARTIN, 2005) e de acordo com Adkins e Hendrix (2005)
temos também as ragas Boston Terrier, Golden Retriever, Rottweiller, Labrador
Retriever, Bichon Frise e Chow-Chow.

Gelatt e Mackay, em 2005, realizaram um estudo retrospectivo, por
quatro décadas, da prevaléncia da catarata em caes, nos Hospitais
Veterinarios da América do Norte. O resultado demonstrou que as ragas mais
acometidas foram Boston Terrier, Poodle Miniatura, Cocker Spaniel Americano,
Poodle Standard e Schnauzer Miniatura. Entre as racas puras houve variagao
da idade de aparecimento. Ja, nos caes mesticos a formacao da catarata foi
observada com maior frequéncia na faixa etaria de quatro a sete anos. Nao

houve diferengca estatistica entre os sexos. Segundo Gelatt e Mackay, o
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numero de animais estudados e a idade de surgimento da doenga sao muito
similares a de seres humanos.

Park et al. em 2009, realizaram um estudo em caes com catarata,
encaminhados ao Hospital Veterinario de Seul e verificaram que a raca mais
acometida foi o Poodle Miniatura com faixa etaria de oito anos e a proporgcao
do numero de fémeas com a doenga foi maior do que a de machos.

Williams et al. em 2004, com o objetivo de verificar a prevaléncia da
catarata em animais da espécie canina, realizaram um estudo na Inglaterra
com 2000 caes. Foi observado que a catarata aumenta com o avango da idade.
A média de idade dos animais foi de 13,5 anos, todos apresentavam algum tipo
de opacidade na lente, raramente matura, e ndo necessariamente poderiam
progredir para esse estagio. Nao houve diferenga estatistica entre os sexos.

A catarata senil acomete todas as espécies domésticas e afeta animais
com mais de oito anos de idade. Normalmente é precedido por esclerose
nuclear densa, podendo ter inicio no nucleo ou no cértex lenticular.
Inicialmente, observam-se opacidades puntiformes ou lineares no nucleo da
lente. Alteragdes corticais podem ocorrer nas camadas equatoriais profundas
com linhas de opacidades em direcdo ao eixo visual em forma de cunha ou
roda. A evolugdo da opacidade € lenta, podendo levar de meses a anos,
ocasionando perda de visdo (LAUS et al., 2008).

A classificagdo da catarata em senil ou hereditaria € muito complicada
quando racas de caes susceptiveis a catarata hereditaria desenvolvem a
doencga com idade superior a oito anos. Com base na hereditariedade, podem
ocorrer alteragbes genéticas no metabolismo da lente e de acordo com o
avancgo da idade, as alteragcdes na lente causam a expressao fenotipica ou
exarcebacdo da catarata. A causa da catarata senil ainda € desconhecida
(DAVIDSON; NELMS, 2007).

Em humanos, a catarata senil esta relacionada a lesdo fotooxidativa da
lente, consequéncia de décadas de exposicao a radiacido solar ultravioleta. Ja
em caes, onde a média de expectativa de vida é aproximadamente 1/5 da do
ser humano, os mecanismos de fotooxidagdo s&o apenas especulagdes
(DAVIDSON; NELMS, 2007).

A catarata também pode ser secundaria a afecgdes como uveites,

luxacdo do cristalino, displasia retiniana e atrofia progressiva de retina
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observada nos caes da raga Poodle Miniatura, Cocker Spaniel e Schnauzer
Miniatura (LAUS et al., 2008).

A catarata pode se desenvolver de forma lenta, rapida ou estacionada
em seu estagio evolutivo. Em animais jovens ha a progressao rapida da
opacidade da lente. Atualmente nao existe medicagdo para prevenir o
surgimento ou progressdo da doenga. A visdo pode ser restabelecida em
decorréncia da reabsorcdo e n&o da utilizagdo de farmacos (HELPER, 1989).
Atualmente, o tratamento de eleicdo para a remog¢ao da catarata € a cirurgia
pela técnica de facoemulsificagdo (ADKINS; HENDRIX, 2005).

2.4 Elementos trago na catarata

O estudo de alguns elementos quimicos que estdo presentes em
pequenas quantidades no organismo faz parte de uma nova ferramenta de
potencial diagnostico e sdo chamados de elementos trago (CESAREOQO, 1988).

Dificuldades iniciais na determinacdo exata dos niveis destes minerais
conduziram a sua descrigdo geral como minerais tragco os elementos cobalto,
cobre, ferro, manganés, selénio, zinco, cromio, iodo, arsénio, molibdénio, fluor,
niquel, silicio e vanadio. Outros minerais traco que tém sido reportados como
essenciais sdo estanho, chumbo, litio, aluminio e boro (CESAREO, 1988).

Técnicas analiticas modernas permitem as determinagbes muito mais
exatas dos minerais, com a consequente demonstracdo das suas funcbes em
processos metabodlicos e, fazem possivel ainda a sua reclassificagdo em
minerais macro, micro e traco. Para os minerais macro a quantia esta entre
0,01 e 10%, para os micro entre 100 ppt e 100 ppm e para os traco, <100 ppt.
Porém, muitos autores ainda utilizam a classificagdo antiga que estabelece a
categoria para minerais macro os elementos calcio, fésforo, magnésio,
potassio, sodio, cloro e enxofre com valores entre 0,01 e 10% (1 e 100 ppm) e

traco para todos os outros minerais com valores <0,01 (<100 ppm).
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Os elementos essenciais para o metabolismo celular, em niveis
normais, participam de processos biolégicos como da ativagao e inibigdo de
reacbes enzimaticas até alteracbes na permeabilidade das membranas
celulares (CESAREOQO, 1988).

Os elementos traco sao imprescindiveis para a manutengao das fungdes
bioquimicas, fisiolégicas e imunoldgicas do organismo e qualquer alteracéo na
concentragcdo desses elementos pode estar relacionada com o
desenvolvimento de algumas doengas. Nas ultimas décadas, a quantificagédo
dos elementos trago em diversas patologias tem se intensificado, devido a
participacao relevante desses elementos no desenvolvimento de doengas com
elevada incidéncia em seres humanos (LIN, 1997; ZUCCHI et al., 2008).

A determinagao dos ions inorganicos em lentes humanas, com ou sem
catarata, tem sido o objetivo de diversos estudos para esclarecer o mecanismo
da cataratogénese que ¢é a principal causa de cegueira em caes e em humanos
(CRUCIANI et al., 2004; MELLERSH et al., 2006), e devido ao seu carater
multifatorial, sua origem ainda € desconhecida (LEE et al., 2008).

A estrutura, composicdo e distribuicdo dos elementos quimicos
responsaveis pela opacidade da lente ainda ndo estédo estabelecidos (DELAYE;
CLARK; BENEDEK, 1982). As alteragcbdes na concentragao dos elementos trago
em lentes com catarata ou diabética, em humanos, reforcam a hipotese de que
alguns micronutrientes participem da formacédo da doenga (SOARES et al.,
2008).

Os ions inorganicos estdao envolvidos em mecanismos osmoticos
enzimaticos e protéicos, que mantém normalmente a concentragdo desses ions
dentro dos limites fisiologicos. A alteragdo desses mecanismos pode induzir
efeitos negativos (CRUCIANI et al., 2004).

A essencialidade do zinco aos organismos é conhecida desde o século
XIX. Integrante de numerosos processos bioquimicos e fisiologicos, o zinco
influencia no metabolismo celular através de varios mecanismos, e €
fundamental para a preservacéo da saude e prevengao de doengas (SOARES
et al., 2008). Soares et al. em 2008, relataram que o zinco esta entre os
micronutrientes com propriedades antioxidantes que podem desenvolver uma

funcao protetora, ainda ndo bem estabelecida, na génese destes fendbmenos.
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O zinco é um elemento traco que pode influenciar na integridade
estrutural das proteinas que estao envolvidas na manutengao da transparéncia
da lente (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984; GRAHN et al., 2001). E a chave do
sistema enzimatico e tem um importante papel na manutencao da fungao visual
(CRUCIANI et al., 2004).

O elemento zinco compde a estrutura de enzimas importantes para a
fisiologia visual, como a superéxido-dismutase, que atua contra o estresse
oxidativo e consequente cataratogénese (SOARES et al., 2008); fosfatase
alcalina e alcool desidrogenase (FABE; GRAHN; PATERSON, 2000;
DAWCZYNSKI et al., 2002). A relagao entre a concentragao de zinco da lente e
o desenvolvimento da catarata cresce para graus elevados de opacidade
(CRUCIANI et al., 2004).

Em humanos, o zinco é encontrado em altas concentragdes nos tecidos
oculares, em especial na retina e na coréide, particularmente na regido
periférica dos fotorreceptores na area do tapetum lucidum de caes e gatos
(GRAHN et al., 2001). Proporciona um papel importante na visdo ativando a
enzima redutase da retina (CRUCIANI et al., 2004). Devido as altas
concentragdes de zinco, ocorre a oxidagao de grupos sulfidricos ocasionando o
aumento na permeabilidade da membrana celular, potencializando a formagéao
da catarata através do acumulo de proteinas de alto peso molecular que
participam do processo de opacidade da lente (DAWCZYNSKI et al., 2002;
SOARES et al., 2008).

Através do humor aquoso o zinco atravessa a capsula anterior e atinge a
membrana plasmatica das células epiteliais (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984).
E encontrado em altas concentracdes na regido do cortex da lente por ser
metabolicamente mais ativa do que na regidao nuclear (DAWCZYNSKI et al.,
2002). Esse dado foi comprovado através de um estudo realizado por
Dawczynski et al. em 2002, que comparou a concentragao de zinco em lentes
com diferentes graus de opacidade e concluiu que, em cataratas maturas, a
concentracdo de zinco lenticular € maior quando comparada com cataratas
corticonucleares. Verificaram também que as lentes de pacientes com catarata
diabética apresentaram um aumento de zinco quando comparada com as
lentes de ndo diabéticos. Em humanos, a quantidade de zinco encontrada na

lente € muito pequena e nao altera com a idade (DAWCZYNSKI et al., 2002).
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Em 2008, Soares et al. realizaram uma pesquisa para determinar as
concentragcdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco em idosos portadores e
nao-portadores de catarata senil. Neste estudo, cerca de 50% dos idosos
portadores e n&o-portadores da doenca apresentaram concentracdes
deficitarias de zinco, mas nao se verificou diferenca estatisticamente
significativa.

No entanto, Sethi et al. (1987) e Yang et al. (2000), encontraram
aumento de zinco plasmatico entre portadores de catarata senil. Ja, Chen
(1992), constatou a diminuicdo das concentragcdes séricas de zinco em idosos
com catarata. Segundo Cordeiro, (1994), as diferencas de resultados entre os
estudos podem ser atribuidas as caracteristicas dos individuos avaliados e as
diferencas na ingestao de zinco (SOARES et al., 2008).

Durante o periodo pré-natal, a deficiéncia do zinco pode ocasionar
diversos problemas no desenvolvimento ocular (KARCIOGLU, 1982). Essa
deficiéncia tem sido relatada em diversas espécies, devido as alteragdes na
ultraestrutura e eletrofisiologia que resulta em graves manifestagdes oculares
(GRAHN et al., 2001), como a cegueira noturna (DAWCZYNSKI et al., 2002). A
lente possui altas concentragdes de anidrase carbbnica, que contém zinco. A
presenca desta enzima pode explicar a quantidade deste metal na lente
(GALIN; NANO; HALL, 1962; BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984).

O calcio participa do mecanismo de contracdo muscular que envolve
inimeras substancias como, actina e miosina, que sdo encontradas no epitélio
e endotélio corneano. Em condi¢bes normais, a homeostasia do calcio na lente
€ um fator importante para a manutencdo de sua transparéncia e
permeabilidade de ions sddio na membrana. O sodio e o potassio participam
do processo metabdlico da lente, ativando ou inibindo as enzimas. O acumulo
de sddio na lente resulta na entrada de agua e clorito provocando a opacidade.
No entanto, o aumento de sddio ndo produz a opacidade da lente se a
concentragdo de calcio estiver nos niveis de normalidade; por outro lado, o
aumento de calcio pode desbalancear os niveis de sédio e induzir a opacidade
(CRUCIANI et al., 2004).

Altas concentragdes de calcio estdao relacionadas com diversos
processos patologicos (TANG et al., 2003). Além disso, 0 aumento do elemento

pode ser provocado por uma inflamagéao intraocular, administracdo de drogas
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intraoculares com grande quantidade de calcio e fosforo ou a calcificagao
distrofica (KIM; CHOIN, 2007).

Em humanos, a concentragdo elevada do calcio na lente é observada
mais comumente nas cataratas corticais, que causam maior disturbio visual, do
qgue nas cataratas nucleares (LEE et al., 2008).

Segundo Tang et al. em 2003, com o avango da idade, o aumento de
calcio na lente é contrabalanceado com o aumento da atividade da bomba
calcio-ATPase. Com a catarata, € observado o aumento da permeabilidade da
lente e a quantidade de calcio total, mas a atividade da bomba cai pela metade.

Num estudo realizado, em 2003, Tang et al. analisaram as
concentracdes de calcio em lentes com catarata, e observaram um aumento no
indice de calcio em lentes com catarata cortical, quatro vezes maior do que nas
lentes sem o processo patoldgico.

Em 1998, os estudiosos Hightower e Misiak induziram a catarata
galactosémica em ratos. Através deste estudo, verificaram aumento de 10% na
concentracio de calcio total, e o primeiro sinal de opacidade no quarto dia pés-
indugdo. No décimo segundo dia do experimento foi observado um aumento
significante de calcio total e densa opacidade da lente. Neste mesmo estudo,
avaliaram a concentragao de sodio e potassio e, observaram um aumento da
concentragédo de sodio e diminuigdo significativa de potassio, o que reforca a
alteracdo da bomba de cations na formagdo da catarata. Segundo os
estudiosos, os resultados sugerem que a elevagao de calcio € um fator critico
para o processo de opacidade na catarata galactosémica.

Em 2004, Cruciani et al. considerando que o humor aquoso ¢é a fonte de
nutrientes necessarios para o metabolismo da lente e que constitui um caminho
para a eliminacado de produtos metabdlicos, realizaram um estudo para verificar
a concentragado dos elementos calcio, sodio, potassio, cobre e zinco, no humor
aquoso e em lentes de coelhos com opacidade induzida por YAG laser. No
presente estudo, foi observado que os niveis dos elementos investigados foram
mais elevados nas lentes do que no humor aquoso, demonstrando que os
mecanismos de transporte ativo de ions do epitélio da lente aumentam a
concentracdo desses ions na lente e causam sua redu¢do no humor aquoso.
Na lente, com excecéo do potassio e zinco, foram observados niveis elevados

de calcio, sodio e cobre. Ja, no humor aquoso, as concentracbes estavam
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abaixo do nivel normal. Em particular, a concentracdo do elemento calcio
estava sete vezes mais elevada do que na lente sem o processo patoldgico.
Segundo Cruciani et al. os resultados indicam que a opacidade da lente esta
associada estritamente ao aumento das concentragdes de calcio provocando
um desbalanceamento nas concentracdes de sodio.

O ferro e o cobre sao muito ativos em reacdes de Oxido-redugao. Sao
transportados, utilizados e estocados ligados a proteinas especificas
(transferrina, ferritina e ceruloplasmina), as quais previnem ou minimizam as
reacdes de oxidagao catalisadas por estes minerais. O ciclo desses minerais
promove uma reagao que libera um potente radical oxidante hidroxila a partir
do Hz0,, que é capaz de retirar um atomo de hidrogénio dos acidos graxos
poliinsaturados da membrana celular e iniciar a peroxidacido lipidica. O
resultado € o acumulo de hidroperdxidos que destroem a estrutura e funcéo da
membrana (WELCH, 2002).

Os ions cobre sdo necessarios para a fisiologia normal do organismo,
bem como para a transparéncia da lente. E essencial para a atividade de
inumeras enzimas como a superoxido dismutase, uricase e citocromo oxidase
(COOK; MCGAHAN, 1986; LIN, 1997). As alteragdes metabdlicas e de
concentracao de cobre em tecidos e fluidos corpéreos, tém sido associadas a
processos patologicos (LIN, 1997). Em altas concentragbes, pode ser toxico
para as células da lente; como por exemplo, causar a oxidagdo dos grupos
sulfidricos para dissulfidricos (CRUCIANI et al.,, 2004) e desencadear a
cataratogénese (COOK; MCGAHAN, 1986).

Cook e McGahan, em 1986, realizaram analise da concentragdo de
cobre em tecidos e fluidos oculares normais de varias espécies e em lentes de
caes com catarata. Nos grupos de céaes idosos, a concentragdo de cobre no
humor aquoso e em cornea foi significantemente mais baixa do que nos grupos
de animais jovens. Foram encontradas altas concentra¢gdes de cobre em lentes
de céaes idosos comparado com as lentes de caes jovens. O cortex e o nucleo
das lentes com catarata matura apresentaram baixas concentracdes de cobre
comparado com as lentes com catarata hipermatura.

Em 2001, Ciaralli et al. avaliaram a concentracdo dos elementos calcio,
sddio, potassio, cobre e zinco em lentes de coelhos com catarata induzida por

YAG laser. A concentracdo dos elementos estudados demonstrou mudancas
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significativas nas lentes com catarata. Verificaram-se altas concentracées dos
ions calcio, cobre e sodio. O potassio apresentou decréscimo e 0 zinco uma
elevagao pouco significativa.

No homem, o acumulo de cobre na cérnea ¢é considerado
patognomonico de toxicose cuprica hereditaria, denominada Doenga de Wilson
(COOK; MCGAHAN, 1986). O cobre promove a peroxidacao lipidica e
alteragdes oxidativas (THOMPSON; GODIN, 1995). A peroxidagao lipidica é
também um fator na cataratogénese, promove mudangas na composigao
lipidica da lente provocando o aumento da permeabilidade da membrana e a
consequente opacidade da lente (WILLIAMS, 2008). Destaca-se ainda que o
cobre seja o principal regulador de enzimas essenciais para a respiragéo
celular, defesa contra radicais livres e um importante co-fator para o
metabolismo do ferro (NASULEWICZA; MAZURB; OPOLSKIA, 2004).

O ferro tem um papel fundamental em catalisar as reagdes dos radicais
livres que conduzem o dano oxidativo. E responsavel pela mudanca protéica e
do DNA da lente, favorecendo a formacgao da catarata. Em relagdo ao plasma
sanguineo, a concentracdo de ferro no humor aquoso e vitreo é muito
pequena, menos de 1%, devido ao transporte do elemento para o olho através
da barreira hemato-aquosa (GORALSKA et al., 2009).

Segundo Goralska et al. em 2009, varios estudos verificaram o aumento
dos niveis de ferro em processos inflamatoérios e na lente com a formacao da
catarata, devido a quebra da barreira. A lente possui um mecanismo de
controle dos niveis de ferro apds a resolugdo de uma inflamacgéao, o que leva a
uma concentragao de ferro em niveis normais. Com o avanc¢o da idade, pode
ocorrer alteracdo do mecanismo de controle promovendo o acumulo do
elemento e o estresse oxidativo presente na cataratogénese (GORALSKA et
al., 2009). Em humanos, o ferro € encontrado em altas concentragdes na retina
e coroide e em menores concentracdes na lente (DAWCZYNSKI et al., 2002).

Dawczynski et al. em 2002, verificaram o aumento do indice de ferro
lenticular em cataratas maturas quando comparadas com as corticonucleares,
e que as lentes com catarata diabética apresentaram concentracbes de ferro
mais elevadas do que as nao diabéticas.

Cekic et al.,, em 1999, realizaram um estudo para determinar a

concentracdo de ferro em cataratas senis, mais precisamente na regido
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nuclear, e comparou com as lentes sem o processo patoldgico. Verificaram um
aumento da concentragao de ferro nas cataratas senis, indicando que o ferro
pode participar da oxidagéo e peroxidagao de moléculas biolégicas.

O selénio € um elemento traco essencial para os seres humanos e
animais. E um micronutriente necessario para uma adequada funcdo
imunolégica, para o crescimento e o desenvolvimento normal, cuja
concentrac&do pode ocasionar deficiéncia ou toxicidade (FAVIER, 1993).

Tem papel essencial no centro ativo da enzima glutationa peroxidase.
Atua como o principal antioxidante, junto com a vitamina “E”, para proteger as
membranas celulares, prevenir a geragcao de radicais livres e preservar a
elasticidade dos tecidos. Previne a oxidagdo dos acidos graxos insaturados,
desacelera o processo de envelhecimento e o endurecimento dos tecidos
provocados pela oxidagao. O nivel reduzido deste mineral nas células e tecidos
tem como consequéncia concentragdes menores da enzima antioxidante
glutationa peroxidase, resultando em maior suscetibilidade das células e do
organismo aos danos oxidativos induzidos pelos radicais livres (Scieszka et al.,
1997).

Em 1992, os estudiosos Rasi et al., realizaram um estudo para avaliar a
concentracdo dos elementos calcio, potassio, zinco e selénio, em lentes de
humanos com e sem catarata. Houve aumento nas concentragbes de zinco,
cobre e calcio nas lentes com catarata e uma diminuicdo do elemento potassio.
Nao houve diferenga significativa na concentragcdo de selénio em lentes
normais e com catarata.

Nabekura et al. em 2003, analisaram o transporte de diversos elementos
quimicos em ratos UPL com lentes normais e lentes com catarata hereditaria
em desenvolvimento. Neste estudo, verificaram que, comparado com os outros
elementos, altas concentragbes de zinco sdo transportadas para a lente
normal. Entretanto, observaram que o selénio foi encontrado em altas
concentracdes em lentes com catarata hereditaria.

Muitos estudos tém identificado a influéncia dos niveis de selénio na incidéncia
da catarata. Entretanto, a associagao do elemento com o desenvolvimento do
processo patologico ainda néo esta elucidada. Alguns estudos sugeriram que a

falta de selénio possa conduzir a formacao da catarata e, por outro lado, outros
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revelam correlacdes positivas entre niveis elevados de selénio e a incidéncia
da catarata (LI et al., 2009).
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3 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar as concentragdes dos
elementos majoritarios e trago, por meio da técnica de fluorescéncia de raios X,

em lentes com catarata, por envelhecimento, em caes.
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4 MATERIAL E METODO

Os animais foram submetidos ao exame oftalmolégico no Laboratério de
Investigagdo em Oftalmologia Comparada do Departamento de Cirurgia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

O protocolo recebeu aprovacdo da Comissao de Bioética da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo — Protocolo

nO

4.1 Animais e tecido bioldgico

Foram analisadas noventa e quatro lentes de animais da espécie canina
(canis familiaris), sendo oitenta e oito lentes de animais, que foram
encaminhados ao Servigo de Oftalmologia do Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnica da Universidade de Sdo Paulo
para exame oftalmoldgico completo e, seis lentes de cadaveres que foram a
Obito neste hospital para a formag&o do grupo controle.

Foram trinta e oito machos e cinqlienta fémeas variadas e com idade
entre doze meses e quatorze anos.

As amostras de lentes foram obtidas de animais submetidos a cirurgias
de facectomia intracapsular e extracapsular realizadas no Servico de
Oftalmologia Comparada do Departamento de Cirurgia do Hospital Veterinario
da Universidade de S&o Paulo.

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

seguido todas as normas.
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4.2 Diagnéstico e Protocolo de Avaliacao

O diagndstico da catarata em caes € na maioria das vezes estabelecido
em uma fase avangada do processo patoldgico, devido a procura tardia pelo
oftalmologista veterinario.

Todos os animais encaminhados ao Servigo de Oftalmologia do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo foram submetidos a exames fisico, laboratoriais e oftalmoldgicos.

A historia clinica completa é importante para estabelecer um diagnéstico,
além de ajudar a complementar um adequado plano terapéutico.

Durante o atendimento oftalmolégico foram coletadas informacdes
referentes aos pacientes como raca, idade, sexo e anamnese completa que
consiste em analisar a condi¢ao clinica geral e oftalmoldgica do paciente.

Todos os animais foram avaliados por criterioso exame oftalmolégico
através de instrumentos fundamentais para o diagndstico da oftalmopatia.

O exame oftalmoldgico engloba uma série de testes para avaliagdes
extra e intra-oculares, como o teste de ameaca; de movimento; de obstaculos
no claro e no escuro; reflexo pupilar direto e consensual, palpebral e corneal;
teste lacrimal de Schirmer; tonometria; avaliacdo de érbita e palpebras; teste de
Jones; colirio de fluoresceina e rosa bengala; biomicroscopia com lampada de
fenda para avaliagdo do segmento anterior e oftalmoscopia direta e indireta
para avaliagao de estruturas do segmento posterior, realizada apos a dilatagao
pupilar através da instilagao de colirio midriatico (tropicamida 1%).

Muitas vezes sdo necessarios procedimentos de imagem para
diagndstico de determinadas oftalmopatias. Os pacientes foram submetidos a
ultra-sonografia ocular para avaliagao anatémica de estruturas importantes que
nao foram observadas devido a opacidade de meios transparentes.

E um procedimento diagnéstico ndo invasivo que permite avaliagéo
qualitativa e quantitativa de varias anormalidades intra-oculares e orbitarias. O
maior interesse radica no estudo das cataratas, permitindo medir o eixo antero-
posterior para conhecer o grau de intumescéncia ou de reabsor¢ado, util na
avaliagdo pré-cirurgica da opacidade. A analise dos ecos internos permite

conhecer a localizacdo das opacidades, assim como o grau de maturagao e
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inclusive de calcificagdo. A informacéo proporcionada pela ultra-sonografia
ocular, juntamente com a sua versatilidade, a transforma numa ferramenta
diagndstica complementar de altissima importéncia. Seu uso é imprescindivel
em um grande numero de situagdes, n&o unicamente na exploragdo com meios
opacos, mais também na analise qualitativa de diferentes estruturas intra-

oculares.

Fonte: Laboratério de Oftalmologia Comparada FMVZ-USP  Fonte: Laboratério de Oftalmologia Comparada FMVZ-USP

Figura 15 - Ultra-sonografia ocular/Catarata Incipiente Figura 16 - Ultra-sonografia ocular/Catarata Imatura

Fonte: Laboratorio de Oftalmologia Comparada FMVZ-USP Fonte: Laboratério de Oftalmologia Comparada FMVZ-USP

Figura 17 - Ultra-sonografia ocular/Catarata Matura Figura 18 - Ultra-sonografia ocular/Catarata Hipermatura

Além disso, os pacientes também foram submetidos a avaliacbes
eletrodiagnosticas que sdo baseadas em analises objetivas de mudancgas de
potenciais elétricos entre varias partes do sistema visual. Uma delas é a
eletrorretinografia que permite a avaliagao da atividade elétrica da retina. Como
exames pré-operatoérios foram solicitados hemograma completo, bioquimicos,
eletrocardiograma e radiografia de térax. Estudos epidemioldgicos enfatizam
que sao pré-requisitos para a classificagdo da catarata a sua localizacao,

tamanho e estagio de desenvolvimento da opacidade lenticular (HOCKWIN,
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1995). Através dos exames oftalmolégicos, mais precisamente, da
oftalmoscopia direta e indireta, o grau de opacidade lenticular foi observado e o
estagio de desenvolvimento da catarata foi estabelecido e classificado em
catarata incipiente, imatura, matura e hipermatura. As lentes avaliadas neste
estudo receberam uma nomenclatura de acordo com o estagio de
desenvolvimento de opacidade lenticular em grau | (catarata incipiente), grau Il
(catarata imatura), grau lll (catarata matura) e grau IV (catarata hipermatura).

Na medicina, a oftalmologia baseia-se em dois métodos para diagndstico
de catarata. O método subjetivo, baseado na observagao através da lampada
de fenda e o método objetivo, que permite a avaliacdo da transparéncia ou
opacidade lenticular respectivamente, através da imagem pelo principio de
Scheimpflug juntamente com a retroiluminacéo.

Este principio, primeiramente descrito por um cartografo austriaco em
1906, demonstra que a imagem de um objeto obliquo, com suficiente
profundidade de campo, pode ser obtida se o plano do objeto e da imagem se
encontrarem num ponto e se o0s angulos resultantes entre eles forem
coincidentes.

O sistema Scheimpflug constitui um método n&o invasivo para exame do
segmento anterior do olho in vivo. Através deste principio a imagem sagital do
segmento anterior do olho se mantém focada em toda a sua extensdo, que vai
desde a superficie da cornea até a face posterior do cristalino, sendo possivel

obter valores reais das distancias relativas entre as diversas estruturas

fotografadas e quantificar as opacidades existentes quer na forma, extensao ou
densidade (HOCKWIN, 1995; GRANDBERG et al., 2001).

[Pxial Densitonetry (eesk neight)]

Fonte: Grandberg, 2001.

Figura 19 - Segmento anterior de um olho humano fotografado
pelo sistema de Scheimpflug.
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4.3 Técnicas Experimentais

4.3.1 Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X

O trabalho de pesquisadores com elevado grau de especializagéo faz da
ciéncia uma atividade multidisciplinar com o conhecimento em grandes
dimensbes. A quimica analitica tem um lugar de destaque neste grupo
multidisciplinar, devido a existéncia de ferramentas analiticas para
determinagdo quantitativa e qualitativa de elementos quimicos contidos em
uma ampla variedade de amostras. Muitas técnicas analiticas instrumentais tém
sido desenvolvidas devido a necessidade por novas alternativas para o
desenvolvimento da ciéncia. A Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X
(XRF) é uma delas e ocupa um lugar de destaque (NAGATA; BUENO;
ZAMORA, 2001).

A fluorescéncia de raios X (XRF) € uma técnica de capacidade analitica
nuclear (FILHO, 1999) estabelecida em 1913 e introduzida no final da segunda
guerra mundial (POLETTI et al., 2004). Permite medir e monitorar, rapidamente
e simultaneamente, uma ampla quantidade de elementos (POLETTI et al.,
2004) e determinar suas alteragdes em tecidos com processos patoldgicos,
devido as interacbes metabdlicas existentes entre os macro e microelementos,
seu carater multielementar, alta sensibilidade, baixo custo e consumo da
amostra (ZUCCHI et al., 2008).

E uma poderosa técnica ndo destrutiva que permite ndo s6 uma analise
qualitativa, na qual sao identificados os elementos presentes na amostra, mas
também quantitativa, permitindo estabelecer a proporcdo de cada elemento
(ZUCCHI et al., 2008). E utilizada, também, para avaliacdo dos elementos trago
em diversos materiais quimicos ou geoldgicos (EKINCI; ASTAM; SAHIN, 2002).

Esta metodologia esta baseada na produgdo e detecgcdo de raios X
caracteristicos emitidos pelos elementos constituintes da amostra quando
irradiada com elétrons, prétons, raios X ou gama com energias apropriadas e

pode ser realizada através da dispersdo do comprimento de onda (WDXRF —
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Wavelenght Dispersive X-Ray Fluorescence) ou de energia (EDXRF — Energy
Dispersive X-Ray Fluorescence) (ZUCCHI et al., 2008).

Até 1966, a XRF era realizada apenas por espectrémetros por dispersao
por comprimento de onda (WDXRF), baseados na Lei de Bragg, os quais
necessitam de um movimento sincronizado e preciso entre o cristal difrator e o
detector (FILHO, 1999). A fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia
(EDXRF) surgiu através do desenvolvimento do detector semi condutor de
silicio litico, capaz de discriminar raios X de energias proximas.Com o
desenvolvimento do detector semi-condutor de silicio litico, capaz de

discriminar raios X de energias proximas (FILHO, 1999).

Specimen  Trangmission
raster scanned detector
Fresnel
zone plate
Undulator Crystal Aperture
monochromator

X-ray fluorescence
detector

X-ray fluorescence
spectra

Fonte: Fahrni, 2007.

Figura 20 — Diagrama esquematico que ilustra os componentes de um
microscoépio de fluorescéncia de raios X.

A metodologia utilizada tornou-se padrdo em pesquisas na area
cientifica e em laboratorios particulares (ADAMS; JANSSENS; SNIGIREV,
1998), sendo uma ferramenta util para o estudo da distribuicdo elementar,
principalmente em amostras bioldgicas (ANJOS et al., 2004).

A analise por fluorescéncia de raios X consiste em trés etapas: excitagao
dos elementos que constituem a amostra, dispersdo e deteccdo dos raios X
caracteristicos emitidos pela amostra (ZUCCHI et al., 2008).

Os raios X emitidos por tubos de raios X, ou raios X ou gama por uma
fonte radioativa, excitam os elementos, que emitem linhas espectrais com
energias caracteristicas dos elementos e intensidades que estdo relacionadas

com a concentracao do elemento na amostra (FILHO, 1999).
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Quando um elemento da amostra é excitado, ocorre a ejecédo dos
elétrons do interior dos niveis atomos, e os elétrons dos niveis mais afastados
realizam um salto quantico para preencher a vacancia. Cada transicao
eletrbnica constitui uma perda de energia para o elétron, que €& emitida na
forma de um féton de raios X para cada elemento (FILHO, 1999; FAHRNI,
2007).

Na espectrometria de fluorescéncia de raios X, a intensidade é definida
em termos de contagens por unidade de tempo, isto € numero de fétons por
unidade de area por unidade de tempo (FILHO, 1999).

Photoelectron Coreshell
- electron

MNucleus

Fonte: Fahrni, 2007.

Figura 21 — Modelo de atomo que ilustra o principio basico da fluorescéncia de
raios X.

A analise dos elementos quimicos da amostra € baseada na excitagao
microscopica da superficie desta amostra, através de um feixe em movimento
para aplicagdo da imagem. A alta energia de protons pode penetrar
profundamente abaixo da superficie do material e fornecer prontamente os
dados da composicao quimica da maior parte da amostra, além de causar
menos danos radioativos ou térmicos comparado com outras técnicas,
permitindo a analise ndo-destrutiva dos materiais mais sensiveis. Essa é uma
das inumeras vantagens intrinsecas da aplicagdo da XRF como ferramenta
microscopica (ADAMS; JANSSENS; SNIGIREV, 1998)

Inimeras técnicas sao utilizadas para avaliagdo dos elementos traco em
tecidos bioldgicos. Podemos destacar, entre eles, a fluorescéncia de raios X
produzida pela radiagdo Sincrotron, que oferece uma excelente ferramenta
para a analise multielementar dos elementos traco com alta sensibilidade. Isso

ocorre devido suas propriedades elevadas de luminosidade e polarizacao,
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colimagao inerente do feixe e larga faixa de energia espectral que pode ser
ajustada por meio de um monocromator apropriado para aperfeicoar a
fluorescéncia dos elementos selecionados, resultando em melhor poder de
deteccdo. E técnica particularmente apropriada para amostras de tecidos
sadios e em estagios patoldgicos (SILVA et al., 2009).

O Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) utiliza a radiacao
Sincrotron que é uma técnica de analise multielementar. Este tipo de radiagao
permite associar a espectrometria com a resolugdo espacial em escala
micrométrica, e alta eficiéncia para determinacédo de elementos traco em curto
espaco de tempo (ANJOS et al., 2004). Permite menos danos radioativos a
amostra e baixo limite de detecgéo (ug g”') (BOHIC et al., 2001).

A radiagdo Sincrotron € a radiagdo eletromagnética emitida por
particulas aceleradas carregadas em direcdo ao centro de uma o6rbita circular,
que vem sendo utilizada no mapeamento elementar de amostras bioldgicas.
Através de dipolos magnéticos, estas particulas mudam de direcao e emitem
uma intensa radiagdo eletromagnética, de alto brilho espectral, denominada
radiacdo Sincrotron (SERPA, 2007).

A fluorescéncia de raios X possui alta aplicabilidade para materiais
biologicos e tem sido utilizada de maneira crescente em estudos com bactérias,
protistas aquaticos, os quais possuem habilidade de acumular elementos do
ambiente (FAHRNI, 2007).

Em tecidos oculares, esta técnica se mostrou particularmente apropriada
para investigagdo da concentracdo dos elementos trago, por possuir
simplicidade na preparagcao da amostra, precisdo e rapidez na detecgao dos
elementos (GALIN; NANO; HALL, 1962; EKINCI; ASTAM; SAHIN, 2002).

4.3.1.1 Analise pela Fluorescéncia de raios X por Dispersdao de Energia
(EDXRF)

O estudo foi realizado em noventa e quatro lentes de animais da espécie

canina (canis familiaris), sendo oitenta e oito lentes com catarata, obtidas
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através da cirurgia de facectomia intracapsular e extracapsular e em seis lentes
de animais oriundos de obito.

As amostras foram divididas em dois grupos distintos para analise
quantitativa dos elementos calcio, ferro, cobre, zinco, magnésio, manganés e
potassio, e foram analisadas pelo método de fluorescéncia de raios X por
dispersao de energia (EDXRF).

As analises foram realizadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) da Universidade de Sao Paulo e no Centro de Fisica Atémica
da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa, em Portugal.

No Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) foram
analisadas trinta e oito amostras, onde trinta e duas foram de animais com
catarata e, seis amostras de animais oriundos de o6bito.

No Centro de Fisica Atdbmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade

de Lisboa, em Portugal, foram estudadas cinquenta e seis lentes com catarata.

GCO Liofilizagao Homoaenony
06 lentes s ¢
. IPEN Liofilizacao ——
H EDXRF
Ll 32 lentes 48 hs B W
0,
LISBOA gormolNICeS Cortes de 0,3 cm
56 lentes 24 hs

Figura 22 — Esquema de preparagédo das amostras para EDXRF

No |Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) da
Universidade de Sao Paulo foram realizadas as medidas quantitativas em seis
lentes do grupo controle (GCO) e em trinta e duas lentes com catarata.
Utilizando o procedimento padrao de liofilizagao, as amostras foram liofilizadas
em baixa temperatura, por quarenta e oito horas, no aparelho liofilizador
TERRONI LC 1500. As amostras liofilizadas foram preparadas em pd para
efetuar as medidas por fluorescéncia de raios X no aparelho EDXRF -

Shimadzu, Japao (Figura 23).
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Fonte: Jezler (2010)
Figura 23 — Parte interna do aparelho EDXRF Shimadzu

com as amostras liofilizadas

O EDXRF consiste em tubo de raios X equipado com (Rh) que atua
como um transmissor de raios X permitindo uma excelente penetracédo na
amostra. As caracteristicas das radiagbes emitidas pelo elemento da amostra
foram detectadas por um detector de Si(Li). Os parametros foram obtidos
através da calibracdo do aparelho, utilizando uma amostra correspondente ao
padrao SEM 1577b Figado Bovino certificado pelo NIST (conforme anexo). O
gerador de raios X foi operado a 50 kV e 100 mA e o tempo de aquisigao tipica
para cada elemento correspondeu a 100 s (Figura 23).

Fonte: Jezler (2010)
Figura 24 — EDXRF Shimadzu
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No Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade
de Lisboa, em Portugal, foram realizadas as medidas quantitativas de
cinquenta e seis lentes com catarata. Neste estudo, para a obtencdo dos
espectros, foi utilizado o espectrdmetro de raios X por dispersdo de energia
com geometria triaxial. A tensdo aplicada ao tubo de raios X foi de 50 kV e a
corrente foi de 20 mA. A radiacao foi detectada através de detector de Si(Li)
cuja area ativa corresponde a 30 mm? e uma janela de berilio de 8um e o

tempo de aquisicido correspondeu a 1000s.
4.3.1.2 Analise pela Microfluorescéncia de raios X (UXRF)

Para a analise qualitativa dos elementos quimicos foram realizados os
mapas de distribuicdo dos elementos calcio, cobre, ferro e zinco, das lentes
normais e das lentes com catarata, por microfluorescéncia de raios X (uXRF). A
coleta e o processamento das lentes realizou-se conforme o diagrama

apresentado na figura 25.

Facectomia

extracapsular

N
Formol 10%

\/
Cortes 5 mm w

hd

Analise em

Figura 25 — Esquema de preparagdo das amostras para
UXRF.
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Os mapas da composicao quimica foram realizados na linha de
fluorescéncia de Raios X (D09B-XRF-8787) no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron — LNLS, em Campinas, S&o Paulo.

A excitacdo dos raios X foram obtidos com um detector com HPGe com
uma resolucdo de 140 eV a 5.9 keV. As amostras foram posicionadas no plano
de imagem de 0,5 ym com os trés eixos (X, Y, Z) controlados por motor de
passo e para posicionar a amostra no feixe foi utilizado um video instalado ao
microscopio com magnificacdo de 500x. O suporte € posicionado a 45° em
relacdo ao detector e ao feixe incidente, em um posicionamento também
conhecido como geometria 45°/45°. Desta forma, pixels de 100 micrometros
foram obtidos mantendo alto fluxo de fétons na amostra. As radiagcdes emitidas
pelos elementos analisados na amostra foram coletadas pelo detector. Os
parametros experimentais foram obtidos pela calibracdo através de material

padréao.

Amostra

Detector

Radiacao Sincrotron

Fonte: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS)

Figura 26 — Microfluorescéncia de raios X (UXRF)
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4.4 Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas na linguagem R (versdo 2.10, R
Core Developmental Team 2010) e por meio do programa estatistico Origin
(versao 6.0, Microcal Software, Northampton, MA, EUA).

Empregou-se a analise de variancia (ANOVA) entre os valores das
concentragbes dos elementos quimicos nos estagios de desenvolvimento da
catarata e do grupo controle. As amostras do IPEN e de Lisboa foram
analisadas separadamente.

O teste t bicaudal de Student foi utilizado para analisar as concentragdes
dos elementos nas lentes com catarata e no grupo controle dos machos e
fémeas.

Quando encontrada diferenca em pelo menos um dos grupos, foi
realizado o teste pos hoc honesto de diferengas significativas de Turkey
(Turkey’s Honestly Significant Difference - HSD). Para os testes foram
admitidos o nivel de significancia de 5% (a= 0,05).

Realizamos o mapeamento dos elementos calcio, ferro, cobre e zinco,
em amostras de lentes normais e com catarata, por meio do programa Origin

(versao 6.0, Microcal Software, Northampton, Ma, EUA).



73

5 RESULTADOS

Neste estudo obtivemos os resultados que s&o descritos a seguir:

5.1 Anélise Quantitativa por EDXRF

O Selénio foi o unico elemento quimico que nao variou entre todas as
amostras, por isso os seus resultados foram excetuados das analises
estatisticas.

Foram retirados das andlises estatisticas os estagios da catarata
incipiente, obtidos nos laboratérios do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) e no Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa; e imatura, obtidos no laboratério IPEN, pois foi
amostrado somente um cristalino para cada uma destas classificacoes,
impedindo testes confiaveis para verificar a diferenga significativa entre as
amostras destes niveis com os outros niveis de catarata.

No IPEN foram analisados os elementos calcio, cobre, ferro, magnésio e
zinco em lentes normais do grupo controle (GCO) e em lentes com catarata e;
em Lisboa, foram analisados os elementos calcio, cobre, ferro, manganés,
potassio e zinco em lentes com catarata.

Nos resultados obtidos no estudo das lentes normais do grupo controle
(GCO) e das lentes com catarata que foram analisadas no IPEN, observamos
que o elemento calcio nos estagios de desenvolvimento da catarata matura
(255.682+126.012) e  hipermatura  (402.442+175.689), diferenciaram
significativamente das lentes do GCO (63.115+£104.229) (Tabela 1).

Para obtencdo deste resultado foram realizados os teste de ANOVA
(F2,33=9.267, a<0.0001) e Turkey que nao apontou diferenca significativa entre
0s estagios de progressao da catarata em questao.

Os testes ANOVA né&o encontraram diferengas significativas entre os
estagios da catarata e o GCO para os elementos cobre (Tabela 2, F»3,=0.3568,
a>0.05), ferro (Tabela 3, F231=3.209, a>0.05), magnésio (Tabela 4, F533=1.558,
0a>0.05) e zinco (Tabela 5, F,33=1.876, a>0.05).
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Em Lisboa, o elemento célcio apresentou diferenga significativa entre as
fases de catarata (F250=3.333, a<0.05). Ao nivel de 5% de significancia, o teste
Tukey ndo mostrou a diferenga minima entre as fases de catarata (Tabela 6).

Proximo a esse nivel de diferenga significativa minima (a=0.052 e
a=0.056, respectivamente), as fases matura (30.105t£5.261) e hipermatura
(31.555+5.251) apresentaram menores concentracdes de calcio do que a fase
imatura (38.489+14.741).

Os elementos cobre (tabela 7, F251=2.619, a>0.05) e ferro (tabela 8,
F251=2.368, 0>0.05) ndo mostraram diferengas significativas entre os estagios
de desenvolvimento da catarata.

Préximo ao nivel de significancia de 5%, o elemento manganés
apresentou diferengas entre os estagios da catarata (tabela 9, F349=3.339,
0a=0.044). O teste de Tukey mostrou diferenga préximo ao nivel de significancia
(5%) entre as fases hipermatura (2.382+0.314) e imatura (2.102+0.074), tendo
a primeira apresentado valor superior na concentragdo de manganés.

Os elementos potassio (tabela 10, F,5,=0.3426, a>0.05) e zinco (tabela
11, F250=2.277, 0>0.05) ndo mostraram significativamente valores distintos
entre as fases da catarata imatura, matura e hipermatura.

Comparamos as concentragdes dos elementos em uma mesma fase da
catarata entre os sexos dos animais, tanto no IPEN como em Lisboa.

Na analise realizada no IPEN, o elemento calcio (Tabela 1, Grafico 1)
nao apresentou diferenga significativa entre machos e fémeas para as
cataratas nos estagios matura (t=1.814, 0>0.05) e hipermatura (t=0.495,
0a>0.05) e nas lentes normais do GCO (t=1.291, a>0.05).

Para o elemento cobre (Tabela 2, Grafico 2), o teste t de Student néo
verificou diferengas significativas entre machos e fémeas para as cataratas nos
estagios matura (t=1.723, a>0.05) e hipermatura (t=0.012, a>0.05) e nas lentes
normais do GCO (t=1.182, a>0.05).

O teste t de Student (t=5.627, ad=0.011) apontou diferenga significativa
entre machos e fémeas do GCO, para o elemento ferro (Tabela 3, Grafico 3),
onde a concentragao do elemento nas lentes dos machos obteve valor médio
maior (12.436+1.234) do que nas lentes das fémeas (8.963+0.017).

Para o elemento magnésio (Tabela 4, Grafico 4), os estagios das
cataratas matura (t=0.8775, a>0.05)e hipermatura (1=0.2443, o>0.05) e do
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GCO (t=1.984, 0>0.05) nado apresentaram diferencas significativas entre os
SEXO0s.

Para o elemento zinco (Tabela 5, Grafico 5), as catarata matura
(t=1.3297, a>0.05) e hipermatura (=1.489, a>0.05) e do GCO (t=0.665,
a>0.05), também n&o apresentaram diferengas significativas entre os sexos.

Na analise realizada em Lisboa, ndo houve diferenca significativa entre
as lentes amostradas em machos e fémeas nos estagios imatura (t=0.823,
a>0.05), matura (t=0.4366, a>0.05) e hipermatura (t=0.8599, a>0.05), para o
elemento caélcio (Tabela 6, Grafico 6).

Na avaliagdo do elemento cobre (Tabela 7, Grafico 7), os estagios
imatura (t=2.396, a>0.05), matura (t=1.631, a>0.05) e hipermatura (t=0.8303,
a>0.05), ndo mostraram valores significativamente distintos entre o sexo dos
animais.

O Ferro (Tabela 8, Grafico 8) também nao apresentou diferenca
significativa entre os sexos dos animais nos estagios de catarata imatura
(t=0.329, a>0.05), matura (t=0.405, a>0.05) e hipermatura (t=0.609, a>0.05).

O elemento manganés (Tabela 9, Grafico 9) mostrou que os valores
apresentados entre os sexos nao diferiram nas cataratas imatura (t=2.449,
a>0.05), matura (t=1.654, a>0.05) e hipermatura (t=0.633, a>0.05).

O elemento potassio (Tabela 10, Grafico 10) também n&o mostrou
diferenca significativa entre os sexos nas cataratas imatura (t=0.1356, a>0.05),
matura (t=0.6426, a>0.05) e hipermatura (t=0.7979, a>0.05).

Ja, o elemento zinco (Tabela 11, Grafico 11) ndo mostrou diferenca
significativa entre os sexos nas nos estagios matura (t=0.5305, a>0.05) e
hipermatura (t=0.7514, a>0.05), mas na catarata imatura (t=2.589, a=0.049)
houve pequena diferenga significativa, estando préoxima do valor minimo
significativo de 5%.

Em analise realizada no IPEN, observando a relacdo entre a
concentracdo calcio e a idade dos animais amostrados (Grafico 12),
observamos uma correlagdo positiva, mas com baixo coeficiente de
determinacao (R?=0.1197).

A relagdo entre a idade dos animais com os elementos cobre (Grafico
13, R?=0.1086), ferro (Grafico 14, R>=0.018), magnésio (Grafico 15, R>=0.0067)

e zinco (Grafico 16, R?=0.0225), apresentaram baixos coeficientes de
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determinacdo, portanto uma baixa correlacdo entre a idade dos animais e
esses elementos quimicos.

Na anadlise de Lisboa, a relagcdo entre a idade dos animais com os
elementos calcio (Grafico 17, R*>= 0.0352), cobre (Grafico 18, R*= 0.0586), ferro
(Gréfico 19, R2= 0.0314), manganés (Grafico 20, R?= 0.0105), potassio (Grafico
21, R2= 0.000539) e zinco (Grafico 22, R*= 0.0227), apresentaram baixos
valores no coeficiente de determinagdo, mostrando uma baixa correlagao entre
a idade dos animais amostrados e esses elementos quimicos.

Nao foi possivel comparar a existéncia de diferencas entre os valores de
concentracdo dos elementos quimicos entre as racas dos animais no estudo,

pois somente as racas Poodle e S.R.D. tinham numero amostral suficiente.
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Tabela 1 — Concentragao de calcio (ug g'1) das amostras de lentes normais do grupo controle

(GCO) e de lentes com catarata analisadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), Sao Paulo, 2010.

Catarata

Matura

Hipermat
ura

GCO

DP=Desvio padrao

Sexo

Geral

Macho

Fémea

Geral

Macho

Fémea

Geral

Macho

Fémea

Média

295.682

420.277

242.284

402.442

383.838

4251797

63.115

76.953

158.781

DP

126.012

165.359

60.129

175.689

147.655

212121

104.229

34.349

86.314

Mediana

265.4

511.5

259.2

386.2

384.9

387.5

81.15

64.09

158.8

Maximo

519.9

519.9

309.7

827

664.6

827

219.8

127.7

219.8

Minimo

140.1

229.4

140.1

211

211

220.5

51.89

51.89

97.75

Tabela 2 — Concentragédo de cobre (ug g‘1) das amostras de lentes normais do grupo controle

(GCO) e de lentes com catarata analisadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), Sdo Paulo, 2010.

Catarata

Matura

Hipermatura

GCO

DP=Desvio padrao

Sexo

Geral

Macho

Fémea

Geral

Macho

Fémea

Geral

Macho

Fémea

Média

26.06

21.928

27.831

25.123

25.272

24919

26.942

27.805

25.238

DP

7.636

1.855

8.609

3.527

3.889

3.21

1.575

1.096

0.13

Mediana

23.18

21.33

24.89

24.58

24.58

24.57

26.94

27.94

25.24

Maximo

46.11

24.01

46.11

34.51

34.51

29.96

28.91

28.91

25.33

Minimo

20.44

20.44

21.51

20.25

20.25

20.39

25.15

25.15

25.15
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Tabela 3 — Concentragao de ferro (ug g'1) das amostras de lentes normais do grupo controle
(GCO) e de lentes com catarata analisadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), Sao Paulo, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Méximo Minimo
Matura Geral 10.024 4.548 8.254 21.83 7.496
Macho 7.733 0.38 7.514 8.171 7.496

Fémea 11.17 5.32 9.206 21.83 7.908

Hipermatura Geral 15.158 6.28 12.68 24.84 6.824
Macho 15.381 5.495 12.68 23.92 10.52

Fémea 14.85 7.622 13.95 24.84 6.824

GCO Geral 11.278 2.032 11.4 13.82 8.951
Macho 12.436 1.234 12.31 13.82 11.3

Fémea 8.963 0.017 8.963 8.975 8.951

DP=Desvio padrao

Tabela 4 — Concentragdo de magnésio (ug g'1) das amostras de lentes normais do grupo
controle (GCO) e de lentes com catarata analisadas no Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares (IPEN), Sdo Paulo, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Maximo Minimo
Matura Geral 161.98 102.476 164.9 353 0
Macho 211.472 125.393 167.3 353 114.2
Fémea 140.769 93.602 162.4 297.9 0
Hipermatura Geral 205.396 141.302 233.6 449.9 0
Macho 212.717 130.359 266.9 338.6 0
Fémea 196.448 161.289 215.9 449.9 0
GCO Geral 273.335 61.281 282 347.5 175.8
Macho 248.35 58.07 251.2 315.2 175.8
Fémea 323.305 34.198 323.3 3475 299.1

DP=Desvio padrao
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Tabela 5 — Concentragéo de zinco (ug g'1) das amostras de lentes normais do grupo controle
(GCO) e de lentes com catarata analisadas no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN), Sao Paulo, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Méaximo Minimo
Matura Geral 39.945 11.264 40.47 60.69 20.93
Macho 47.207 11.693 41.18 60.69 39.76
Fémea 36.833 10.348 33.47 48.98 20.93
Hipermatura Geral 45.869 11.167 45.87 66.4 23.74
Macho 49.119 11 48.63 66.4 30.14
Fémea 41.897 10.609 40.74 55.02 23.74
GCO Geral 37.266 9.776 42.55 43.76 19.86
Macho 39.995 5.858 42.55 43.6 31.29
Fémea 31.809 16.898 31.81 43.76 19.86

DP=Desvio padrao

Tabela 6 — Concentragao de calcio (ug g'1) das amostras de lentes com catarata analisadas no
Centro de Fisica Atbmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa,
Portugal, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Maximo Minimo
Imatura Geral 38.489 14.741 34.102 70.409 29.251
Macho 42.132 18.968 34.191 70.409 29.738

Fémea 33.631 7.085 29.837 41.806 29.251

Matura Geral 30.105 5.261 30.319 37.764 21.867
Macho 29.1873 5.265 30.319 34.243 21.867

Fémea 30.717 5.661 29.897 37.764 24.791

Hipermatura Geral 31.555 5.251 31.225 46.741 23.123
Macho 32.3499 6.305 31.96 46.741 24.026

Fémea 30.9189 4.295 30.017 37.896 23.123

DP=Desvio padrao
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Tabela 7 — Concentragdo de cobre (ug g'1) das amostras de lentes com catarata analisadas no
Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa,
Portugal, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Maximo Minimo

Imatura Geral 1.837 0.899 1.698 3.632 1
Macho 1.277 0.3 1.205 1.698 1

Fémea 2.584 0.908 2.084 3.632 2.036

Matura Geral 3.157 1.497 2.699 6.778 1.742

Macho 3.948 1.877 2.845 6.778 2.444

Fémea 2.498 0.718 2.358 3.769 1.742

Hipermatura Geral 2.699 1.141 2.384 5.157 0.787

Macho 2.526 0.996 2.373 4.946 0.987

Fémea 2.837 1.254 2.483 5.157 0.787

DP=Desvio padrao

Tabela 8 — Concentragao de ferro (ug g'1) das amostras de lentes com catarata analisadas no
Centro de Fisica Atdémica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa,
Portugal, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Maximo Minimo
Imatura Geral 5.537 1.635 5.37 8.522 3.438
Macho 5.711 2.099 5.442 8.522 3.438

Fémea 5.304 1.12 5.052 6.533 4.326

Matura Geral 8.089 1.519 7.823 10.889 6.359
Macho 7.806 2.131 6.988 10.889 6.359

Fémea 8.277 1.151 7.956 9.917 6.754

Hipermatura Geral 7.908 3.104 7.658 15.937 2.677
Macho 8.279 3.551 7.809 15.937 3.469

Fémea 7.625 2.774 7.658 15.015 2.677

DP=Desvio padrao



81

Tabela 9 — Concentragdo de manganés (ug g'1) das amostras de lentes com catarata
analisadas no Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de Ciéncias da
Universidade de Lisboa, Portugal, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Maximo Minimo
Imatura Geral 2.102 0.074 2116 2.193 1.96
Macho 2.059 0.068 2.081 2.116 1.96

Fémea 2.157 0.036 2.158 2.193 2.121

Matura Geral 2.244 0.229 2.144 2.745 2.024
Macho 2.354 0.284 2.274 2.745 2.054

Fémea 2.133 0.088 2,125 2.271 2.024

Hipermatura Geral 2.382 0.314 2.285 3.442 2.001
Macho 2421 0.321 2.313 3.017 2.015

Fémea 2.352 0.313 2.278 3.442 2.001

DP=Desvio padrao

Tabela 10 — Concentragao de potassio (ug g'1) das amostras de lentes com catarata analisadas
no Centro de Fisica Atébmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de
Lisboa, Portugal, 2010.

Catarata Sexo Média DP Mediana Maximo Minimo
Imatura Geral 562.016 214.246 464.466 847.471 312.573
Macho 551.594 232.805 552.591 788.619 312.573

Fémea 575.912 236.433 464.466 847.471 415.799

Matura Geral 551.743 264.191 578.356 1031.24 125.169
Macho 611.639 324.851 621.276 1031.24 125.169

Fémea 501.823 220.439 538.459 812.333 200.439

Hipermatura Geral 497.257 247.394 495.615 972.573 53.362
Macho 459.217 266.823 482.076 860.839 53.362

Fémea 526.24 233.946 496.099 972.573 88.259

DP=Desvio padrao
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Tabela 11 — Concentragao de zinco (ug g'1) das amostras de lentes com catarata analisadas no

Centro de Fisica Atdbmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa,
Portugal, 2010.

Catarata

Imatura

Matura

Hipermatura

DP=Desvio padrao

Sexo

Geral

Macho

Fémea

Geral

Macho

Fémea

Geral

Macho

Fémea

Média

28.007

24.521

32.657

36.81

34.262

38.934

39.397

37.492

41.003

DP

5.925

5.025

3.268

13.671

16.084

12.445

13.586

14.271

13.151

Mediana

29.401

24.166

32.634

39.201

41.629

38.735

40.135

38.682

43.415

Maximo

35.938

30.802

35.938

59.337

46.795

59.337

76.684

76.684

68.279

Minimo

18.948

18.948

29.401

6.706

6.706

22.9

12.554

12.554

14.449
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Grafico 1 — Representagao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento

célcio (ug g'1) nas lentes normais dos grupos controle (GCO) e nas lentes com

catarata matura e hipermatura, independente da raga e do animal. Laboratério

IPEN.
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Grafico 2 — Representacao grafica (Boxplot) com os valores das concentragées do elemento

cobre (ug g”') nas lentes normais dos grupos controle (GCO) e nas lentes com

catarata matura e hipermatura, independente da raga e do animal. Laboratério

IPEN.
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Grafico 3 — Representagao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento

ferro (ug g'1) nas lentes normais dos grupos controle (GCO) e nas lentes com

catarata matura e hipermatura, independente da raga e do animal. Laboratério
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Grafico 4 — Representacado grafica (Boxplot) com os valores das concentragées do elemento

magnésio (ug g‘1) nas lentes normais dos grupos controle (GCO) e nas lentes com

catarata matura e hipermatura, independente da raca e do animal. Laboratério

IPEN.
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Grafico 5 — Representagao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento
zinco (ug g”) nas lentes normais dos grupos controle (GCO) e nas lentes com
catarata matura e hipermatura, independente da raga e do animal. Laboratério
IPEN.
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Grafico 6 — Representagao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento
calcio (ug g'1) nas lentes com catarata imatura, matura e hipermatura, independente

da raca e do animal. Laboratério Lisboa.
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Grafico 7— Representagdo grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento
cobre (ug g‘1) nas lentes com catarata imatura, matura e hipermatura, independente

da raga e do animal. Laboratério Lisboa.
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Grafico 8— Representacao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento
ferro (ug g'1) nas lentes com catarata imatura, matura e hipermatura, independente

da raca e do animal. Laboratério Lisboa.
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Grafico 9 — Representagao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento
manganés (ug g'1) nas lentes com catarata imatura, matura e hipermatura,

independente da raca e do animal. Laboratério Lisboa.
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Grafico 10 — Representacao grafica (Boxplot) com os valores das concentragdes do elemento
potassio (ug g'1) nas lentes com catarata imatura, matura e hipermatura,

independente da raca e do animal. Laboratdério Lisboa.



88

50 60 70
|

Zinco (ug/g™)
40

30
|

10

sl

T T T T T T
F.imatura M.imatura F.matura M.matura F.hipermatura M.hipermatura

F=fémea

M=macho

Grafico 11 — Representacao grafica (Boxplot) com os valores das concentra¢des do elemento
zinco (Mg g'1) nas lentes com catarata imatura, matura e hipermatura,

independente da raga e do animal. Laboratério Lisboa.
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5.2 Mapeamento da Concentragcao Elementar por pXRF

A microfluorescéncia de raios X € uma técnica multielementar na qual
todos os elementos quimicos sao adquiridos simultaneamente.

Foram mapeados os elementos calcio, ferro, cobre e zinco, no cértex e
nucleo das lentes normais e das lentes com catarata imatura, matura e
hipermatura. Os mapas de distribuicdo sdo apresentados nas figuras de 32 a
51.

As lentes com catarata apresentaram alteracbes nos niveis de
concentragdo dos elementos quimicos quando comparadas com as lentes
normais. A escala de cores apresentada em todos os mapas bidimensionais
corresponde aos valores de intensidade (contagem por segundo), no qual a cor
vermelha corresponde a maior intensidade do elemento na amostra. Os eixos x

e y correspondem a extensdo da amostra avaliada em milimetros.

Figura 27 — Cortex de lente Figura 28 — Nucleo de lente
normal. normal.

Figura 29 — Catarata Matura. Figura 30 — Catarata Imatura. Figura 31 — Catarata Hipermatura
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Com relagéo ao elemento quimico célcio, podemos observar que em
lentes normais (Figura 32) e que no cortex da lente com catarata imatura
(Figura 33), a sua distribuicdo € homogénea. No nucleo da catarata imatura
(Figura 34) observamos um leve aumento na concentracdo do elemento. No
cortex da catarata matura (Figura 35) verificamos que o calcio perde a sua
homogeneidade e a sua concentragao se torna elevada. No cortex da catarata
hipermatura (Figura 36) a concentragédo do elemento é alta quando comparada

com o nucleo (Figura 37) no mesmo estagio de desenvolvimento.
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Figura 38 - Mapa bidimensional da Figura 39 - Mapa bidimensional da
concentragdo de ferro concentragdo de ferro no
em lente normal. cortex de lente com

catarata imatura.
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concentragdo de ferro no concentragdo de ferro
cortex de lente com no coértex de lente com

catarata matura. catarata hipermatura.



92

1.6E10
20

14E10

1.2E10

1E10
BES

6E9

Y (mm)

4E9

2E9
05

00

00 02 04 06 08 10 1.2 14
X (mmj)
Figura 42 — Mapa bidimensional da

concentragdo de ferro
no nucleo de lente com
catarata hipermatura.

Na lente normal (Figura 38), a distribuicdo do ferro apresentou-se de
forma homogénea com um pequeno ponto de maior concentragédo. Houve uma
maior concentragdo do elemento no coértex da lente com catarata imatura
(Figura 39) do que no cértex da lente com catarata matura (Figura 40). Nao
houve diferenga significativa no mapeamento do elemento, no nucleo e no

coértex, da lente com catarata hipermatura (Figura 41 e 42).
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Figura 43 — Mapa bidimensional da Figura 44 - Mapa bidimensional da
concentragdo de cobre concentracdo de cobre no
em lente normal. cortex de lente com

catarata imatura.
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No cortex da lente com catarata imatura (Figura 44) o elemento cobre é

encontrado de forma homogénea em elevadas concentragdes. Na lente normal

(Figura 43) observamos uma pequena concentragéo do cobre. Verificamos que

a concentragao do cobre no cortex da lente com catarata matura (Figura 45), é

pequena. Com relagao ao cortex (Figura 46) e nucleo (Figura 47) da lente com

catarata hipermatura, verificamos que existe um acumulo do elemento na

regido cortical e uma regido heterogénea e areas com intensidade elevada na

regiao nuclear.
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Figura 50 — Mapa bidimensional da Figura 51 — Mapa bidimensional da
concentragdo de zinco concentragdo de zinco
em cortex de lente com em nucleo de lente com
catarata hipermatura. catarata hipermatura.

Com relacdo a lente normal (Figura 48), verificou-se um aumento na
concentracdo do zinco no cortex da lente para o estagio catarata matura
(Figura 49). No cortex (Figura 50) e nucleo (Figura 51) da lente com catarata

hipermatura, ndo houve diferencga significativa no mapeamento do elemento.
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6 Discusséao

A catarata € uma das maiores causas de perda de visdo em caes e
humanos (GELATT, 2005). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
no Brasil sdo dois milhdes de pessoas com catarata. Por ano, séao
diagnosticados cento e vinte mil novos casos; e, no mundo, ja sdo cento e
sessenta milhdes de pessoas vitimas de catarata (BRIAN; TAYLOR, 2001).
Com isso, a OMS designou a prioridade em estudos para esta doenca de alta
incidéncia que tem grande importancia na saude publica, assim como na
medicina veterinaria (HENNIS et al., 2004).

A manutencao da transparéncia da lente depende da concentragcédo de
eletrdlitos, da constituicdo e estrutura das proteinas e de outros fatores
complexos (SAMUELSON, 2007). Proteinas lenticulares na camara anterior
proporcionam reagdes imunomediadas que podem alterar o metabolismo ou a
estrutura da lente, propiciando o aparecimento da catarata (LAUS et al., 2008).

Inimeros fatores proporcionam o aparecimento da catarata dentre eles
uma série de eventos oxidativos (SOARES et al., 2008) e a associagdao com o
decréscimo da bomba de sodio, potassio, ATPase na célula epitelial, o que
pode causar um aumento de sodio e calcio, e diminuicdo da concentragdo de
potassio na lente (DAVIDSON; NELMS, 2007).

Os elementos trago sao essenciais para a manutencao de processos
bioquimicos e fisiolégicos do organismo e qualquer mudanga na concentragao
desses elementos pode acarretar na instauragdo de algumas doengas, dentre
elas a catarata (LIN, 1997). A determinacdo dos elementos traco em lentes
humanas, com ou sem catarata, tem sido o objetivo de diversos estudos para
esclarecer o mecanismo da cataratogénese (CRUCIANI et al., 2004;
MELLERSH et al., 2006).

Inimeros estudos tém sido realizados para verificar a influéncia dos
elementos quimicos na opacidade da lente e para este estudo sio utilizadas
algumas técnicas de espectroscopia e fluorescéncia de raios X (BENTLEY;
CHIN; GRUB, 1984; CIARALLI et al., 2001; DAWCZYNSKI et al., 2002).

Nos ultimos anos houve um aumento na utilizagcdo da fluorescéncia de

raios X em pesquisas na area médica. Este interesse culmina pelo fato dos
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elementos quimicos estarem diretamente associados a manifestacdo de
inumeras doencas. A fluorescéncia de raios X avalia os elementos com uma
alta eficiéncia em um curto espaco de tempo (ANJOS, 2004; CHWIEJ et al.,
2005).

Foram os estudiosos Galin, Nano e Hall em 1962, que utilizaram a
fluorescéncia de raios X na oftalmologia. Determinaram altas concentrag¢des do
elemento zinco na retina e cordide de humanos. Em 2002, foram publicados
resultados demonstrando seu potencial na deteccdo dos elementos em lentes
com catarata. Neste estudo, verificou-se um aumento na concentragcao dos
elementos calcio e potassio, 0 que sugere a participacdo dos elementos no
desenvolvimento da opacidade lenticular (EKINCI; ASTAM; DAHIN, 2002).

Segundo Tang et al. em 2003, com o avango da idade, o aumento de
célcio na lente é contrabalanceado com o aumento da atividade da bomba
calcio-ATPase. Com a catarata, € observado o aumento da permeabilidade da
lente e a quantidade de calcio total, mas a atividade da bomba reduz-se pela
metade.

Em humanos, as cataratas corticais possuem concentracédo elevada de
calcio, que causam maior disturbio visual, do que as cataratas nucleares (LEE
et al., 2008).

Num estudo realizado, em 2003, Tang et al. analisaram as
concentracdes de calcio em lentes com catarata, e observaram um aumento no
indice de calcio em lentes com catarata cortical, quatro vezes maior do que nas
lentes sem o processo patolégico. Neste estudo, houve um aumento na
concentracdo de calcio nas lentes com catarata sem diferenga significativa
entre os estagios de desenvolvimento.

Este achado corrobora com os estudos realizados em 1998, por
Hightower e Misiak que induziram a catarata galactosémica em ratos.
Verificaram um aumento de 10% na concentracdo de calcio total, e o primeiro
sinal de opacidade no quarto dia pos-inducdo. Apds doze dias do experimento
foi observado um aumento de calcio total e densa opacidade da lente.
Avaliaram um aumento da concentragdo de sodio e uma diminuigao
significativa de potassio, o que reforga a alteragdo da bomba de cations na

formacéao da catarata.
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O ferro atua como um catalisador na formagao dos radicais livres que
conduzem ao dano oxidativo. Favorece a formacdo da catarata por ser
responsavel pela mudanga protéica e do DNA da lente (GORALSKA, 2009).

Com o avanco da idade, pode ocorrer alteracdo do mecanismo de
controle promovendo o acumulo do elemento e o estresse oxidativo presente
na cataratogénese (GORALSKA et al., 2009). Em humanos, o ferro é
encontrado em altas concentragdes na retina e cordide e em menores
concentragcbes na lente (DAWCZYNSKI et al.,, 2002). Neste trabalho
verificamos um aumento na concentracdo de ferro; entretanto, ndo foram
detectadas diferencas significativas entre os estagios da catarata.

O cobre é capaz de gerar radicais livres e acelerar a opacificagdo
lenticular pela peroxidacdo de proteinas, lipideos e outras estruturas da
membrana celular. E essencial na regulagdo da atividade enzimatica, incluindo
superoxido dismutase, citrocromo oxidade, tirosinase, e uricase. Um declinio
nos niveis de cobre esta relacionado com o aumento no estresse oxidativo
(LIN, 1997).

Barros et al. (2004), avaliaram os niveis das enzimas antioxidantes em
caes da raca Poodle portadores de catarata. Houve diminui¢gdo dos niveis da
enzima superoxido dismutase, o que constitui um fator de risco para o
desenvolvimento da catarata. Este resultado corrobora com o resultado obtido
neste trabalho, em relagdo a concentracdo de cobre que estad diretamente
associada com a regulacéo da atividade das enzimas antioxidantes. Houve um
aumento do elemento cobre sem diferenca significativa entre os tipos de
catarata.

O elemento zinco integra numerosos processos bioquimicos, fisioldgicos
e, através de varios mecanismos, influencia no metabolismo. E um elemento
fundamental para a preservacédo da saude e prevengao de doencas (SOARES
et al., 2008).

O zinco, chave do sistema enzimatico, € um elemento traco que pode
influenciar na integridade estrutural das proteinas que estdo envolvidas na
manutencdo da transparéncia da lente (BENTLEY; CHIN; GRUBB, 1984;
GRAHN et al., 2001).
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Neste estudo houve um aumento na concentracao de zinco em todos os
estagios da catarata quando comparada com as lentes normais, mas nao
houve diferenga significativa entre os estagios de progresséo.

Neste trabalho o elemento manganés se apresentou em altas
concentragdes nos estagios de catarata matura e hipermatura.

O resultado das concentracbes obtidas no Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN) foi validado através da concentrac&o relativa
obtida no Centro de Fisica Atdmica da Faculdade de Ciéncias da Universidade
de Lisboa.

Amostras de lentes normais e com catarata também foram analisadas
pela microfluorescéncia de raios X utilizando a radiagado Sincrotron, que € uma
técnica que permite 0 mapeamento multielementar em amostras bioldgicas
(BOHIC, 2001).

A microfluorescéncia de raios X permite determinar o posicionamento de
cada elemento quimico na amostra, e obter o mapeamento elementar
bidimensional (SERPA et al., 2008).

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

Os ions inorganicos estdao envolvidos em mecanismos osmoticos
enzimaticos e protéicos, que sao responsaveis por manter a concentracao
desses ions dentro dos padrdes fisiologicos. Qualquer alteracdo desses
mecanismos pode induzir efeitos negativos (CRUCIANI et al., 2004).

O mapa de distribuicdo do elemento calcio apresentou homogeneidade e
baixa concentracdo em lentes normais. Quando analisado na catarata imatura
observamos um aumento leve concentracdo e, na catarata matura, a
concentragao apresenta-se mais elevada e heterogénea. O aumento de calcio
pode desbalancear os niveis de sddio e promover a opacidade da lente. O
aumento de sdédio ndo produz a opacidade da lente se a concentracdo de
calcio estiver dentro dos niveis de equilibrio quimico.

Em condi¢gdes normais, a homeostasia do calcio na lente € um fator
importante para a manuteng¢ao de sua transparéncia e permeabilidade de ions
sddio na membrana. O sddio e o potassio participam do processo metabdlico
da lente, ativando ou inibindo as enzimas. O acumulo de sd6dio na lente resulta

na entrada de agua e clorito provocando a opacidade (CRUCIANI et al., 2004).
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O mapa de distribuicdo do ferro apresentou um aumento da
concentracdo na regiao cortical das lentes com catarata imatura e matura. Na
lente com catarata hipermatura observamos que o mapeamento apontou um
aumento no nucleo da lente. Esta alteracdo observada pode ser explicada,
devido a zona equatorial ser a regido da lente, mais ativa metabolicamente
(SAMUELSON, 2007), e consequentemente nesta regidao pode haver maior
acumulo deste metal durante o processo de caractogénese.

O elemento cobre é um papel fundamental nas defesas antioxidantes
através da manutencdo da atividade da enzima superdxido dismutase
(SAMUELSON, 2007). Contudo um decréscimo na concentragao de cobre
pode aumentar o estresse oxidativo (THOMPSON; GODIN).

O mapa bidimensional do cobre nao revelou alteragbes na concentracao,
entretanto, nota-se uma desorganizagado do elemento na amostra de catarata
hipermatura quando comparado a lente normal (SAMUELSON, 2007).

O zinco tem sua passagem facilitada através do humor aquoso, isto é
facilmente observado através da regido cortical, onde se acumula mais zinco
do que na regidao nuclear. O mapeamento do elemento demonstrou tal fato,
devido ocorrer mais acumulo deste metal na regido cortical das lentes com

catarata.
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7 Concluséo

Neste estudo podemos concluir que os elementos calcio, ferro, cobre e
zinco est&do envolvidos no processo da cataratogénese, nas lentes de animais
da espécie canina.

As concentragdes do elemento calcio foram distintas entre os estagios
de desenvolvimento da catarata.

A concentracéo do elemento ferro nas lentes com catarata em diferentes
estagios foi relativamente maior nos machos do que nas fémeas. Com relagéo
a idade dos animais houve uma baixa correlacido entre a idade e os elementos
estudados.

O estudo apresentado nessa dissertagdo é pioneiro, destacando a
importancia da avaliagao local e por meio de mapas de distribuicdo elementar
usando fonte de radiagao Sincrotron. Essas analises sdo complementares e
permite indicar os elementos que contribuem exatamente para a formagao da

catarata.
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NAA 1, Cu, Fe, Ma, Na, Rb, 5¢, Zn, Al Br, Co, KV, Mg, Ag
RNAA Ag. As, Cd, Cu, Hg, Mo, 5¢, 5b
FOL Fe

Color P

Epxkinhl ]

CYAAS Hg

FAAS Ca. My

[nerumental pewron activation
RMAA: Radochemen] nentron sctivation snabyss
POL: Polarograpisy
Color: Spectropbotometry
Tirimetry X .

AAS: Cold Vapor Atoeie Abarptios Specirometry

FAAS: Flima Atossic Abcorptos
Amimiz
WWWWW&W&TM

LIV, Bailey 15, HLM. Eingston
Z 1L Barams 16, W.F. Ench
3. E.5. Boary 17. G, Lambert
4 CG. Bimndeld 18, Pl Linchtrom
5. EA Brietic 19.GJ. Loe=
A T.A Botle X, LA Machlen
7. ER. Desrdocf ‘A EJ. Muesdthal
& MS Epetein 72 TJ. Murpey
9 IW, Grasksh 3. PJ. Pankern
10. FLR. Grecaberg 24, LJ, Powedl
11. 5. Hansmera 2 TLC Rom
1. 3.H. Harrieon 265, T.A. Rash
13 EF. Heald 7. Bl Waners, Jr.

W Kelly B R el
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30. M. Gallormi and E. Orvizi, Coasiglio Naziooale dolle Ricerehe, Centro di Rudiochimica £ Asalisi per Attivarions
preaso [ Instinuto di Chamnies Generade dellUsniversita, Pavia, [taly.

IL L Kosta, AR Byroe, M. Derme§), Institute “Jose! Stefas”, Ljubljans, Yugoslavia,





