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Os elementos trago sé@o requeridos em pequenasnt@gdeEs, mas imprescindiveis nos processos
bioguimicos, imunoldgicos e fisiolégicos. Contugpode haver associacao entre os niveis de elementos
traco e a presenca de diversas doencas. O metabotislular do paciente diabético é suscetivel ao
aumento do estresse oxidativo, em razao da cradieide instabilidade dos niveis glicémicos.
Particularmente, a hiperglicemia crénica pode pr@n@ formacdo da catarata nestes pacientes. Desta
forma, a avaliacdo da concentracdo dos elemerdge & importante na investigacdo dos processos
patoldgicos, visando mecanismos de prevencao. Wast@ho, foram determinadas as concentracdes dos
elementos trago ferro, cobre e zinco em cataraasids diabéticos pela técnica de fluorescénciaide

X por dispersédo em energia (EDXRF).
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Trace elements are required in minor concentratibos indispensable in biochemical, immunological
and physiological processes. Nevertheless, theghtnie some association between levels of trace
elements and the presence of some disorders. Tihacenetabolism of diabetic patient is suscegtitu
increased oxidative stress, due to the chronicity enstability of blood glucose levels. Particwarl
chronic hyperglycemia may induce the cataracts &ion in these patients. Thus, measuring the
concentration of trace elements is important in ithestigation of pathological processes, aiming at
prevention mechanisms. In this study we determifediron, copper and zinc contents of cataractous
lenses of diabetic dogs using the energy dispebsiray fluorescence (EDXRF).
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1. INTRODUCAO

A catarata € a doenca ocular mais prevalente nalonté uma estimativa de que cerca de
30 a 45 milhdes de pessoas no mundo estejam aaasepéla cegueira, no qual a catarata
corresponde cerca de 45% [1]. A etiologia € mutifal podendo ser de origem congénita,
hereditaria ou causada por doenga sistémica, tkaxdei, trauma ou idade [2].

O diabete melito (DM) é uma das mais freqUentes ¢l endocrinas que afetam caes de
meia- idade e idosos [3]. Constitui-se pela ddfici@ relativa e absoluta da producédo de
insulina. O DM pode ser classificado como tipo A leaseando-se na classificacdo estabelecida
para humanos. O DM tipo 1 é caracterizado pelawde&b ou perda de célulise o DM tipo 2
€ caracterizado pela resisténcia insulinica ouyn®aol inadequada de insulina [4].

Na espécie canina, a catarata é principal mang@stacular do DM [5] e geralmente est4
associada com desenvolvimento rapido, bilaterainétsco em razéo das alteracdes das vias
metabdlicas da lente [6]. Estudo recente indicoe garca de 50% dos cdes diabéticos
desenvolveram catarata com aproximadamente seiesna@g®s o0 diagndstico e 80% com
aproximadamente 16 meses do diagnéstico [7]. Alérgia da catarata em cdes € muito alta
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porque a maioria destes animais apresenta umaghgesnia significante a despeito da terapia
insulinica, e progridem rapidamente para cegudjra [

Os elementos quimicos sao responsaveis por indraividades bioquimicas, imunologicas
e fisiolégicas do organismo. Contudo, podem-se cias®s niveis de elementos traco em
fluidos corporeos ou tecidos a presenca de vadesgas [8]. O papel dos elementos traco na
formacdo da catarata tem sido investigado [9-18]ddeas alteracBes na concentracdo desses
elementos em opacificagdes lenticulares, tanto &iarata de origem senil como em cataratas
diabéticas confirmando a hip6tese que alguns elEméraco atuam ativamente na formagéo da
catarata [14].

O ferro é pouco afetado pelo DM, entretanto selelpap formacdo de radical livre, e 0
aumento do estresse oxidativo no diabete, podesiamza complicages a pacientes diabéticos
[15]. Os radicais livres sdo fundamentais paratafigilogia de inUmeras doencas e o ferro
funcionando como um catalisador é o maior atua@stes processos. Especificamente no olho,
os radicais livres participam na injuria ao tecid@ue contribui para muitas doencas, incluindo
a formagcdo da catarata, doencas corneanas, degfmeretiniana, retinopatia diabética,
glaucoma e entre outras [16].

O cobre é essencial para a manutengdo das funigi@édicas normais [10], atuando na
atividade de numerosas enzimas, como citocromaadridsuperoxido dismutase, uricase [17].
O cobre pode potencializar a peroxidacao lipidiea alteracées oxidativas [15], sendo um dos
fatores mais importantes na cataractogénese, gdenpaerar derivados que atuam como
mensageiros toxicos no estresse oxidativo, e magdam@ composicdo lipidica da lente
conduzem a aumento da permeabilidade da membrasmseqglentemente a opacificacdo
lenticular [18].

O zinco tem influéncia no metabolismo celular adsade varios mecanismos e tem papel
importante na manutencdo normal da fung¢do visual.n@@eis de zinco podem também
influenciar na acédo insulinica e desenvolviment®@dy bem como nas complicacdes cronicas
[19]. ConcentragBes elevadas de zinco levam a ¢&alale grupos sulfidricos, o que pode
potencializar a formagéo da catarata, em virtudawuoento na permeabilidade da membrana
celular [9].

Os elementos traco podem ser componentes fundamelgaenzimas antioxidantes, co-
fatores em importantes processos enzimaticos nabmitmo do lipidio e da glicose, ou no
potencial pro-oxidante. O DM tipo 1 e 2 sdo acorhpdos por alteracbes na absorcdo e
excrecdo de micronutrientes. O maior efeito delitragdo é o declinio da capacidade do
organismo em combater a produgéo de radicais l[¢fs

A fluorescéncia de raios X (XRF) é uma técnica iinal para avaliacdo dos elementos trago
em diversos materiais biolégicos, quimicos ou ggiotis [20]. Em tecidos bioldgicos, através
da fluorescéncia de raios X € possivel determisaalieracdes dos elementos de tecidos em
estagios patoldgicos, em razdo do carater multexiéan, ndo destrutiva, rapida andlise, alta
sensibilidade, determinagédo simultdnea de elemef#®S [11]. O objetivo deste estudo foi
estabelecer as alteracfes dos elementos traco ¢efye e zinco em amostras de catarata de
cées diabéticos utilizando a técnica de fluoresa@eraios X em energia dispersiva (XRF).

2. MATERIAIS E METODOS

Foi analisado um grupo de lentes com catarata efe didbéticos (GCAT) de diversas racas
gue foram submetidos a cirurgia de catarata pelwic®e de Oftalmologia, do Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaridoetecnia da Universidade de S&o Paulo.
Inicialmente, realizou-se o exame oftalmoldgico ptato, citam-se 0s seguintes exames: teste
da acuidade visual, teste de Schirmer, teste coant&s vitais, tonometria, biomicroscopia e
oftalmoscopia.

Com intuito de comparar as alteracdes dos elemdetas cobre e zinco, foi estabelecido
um grupo de lentes normais através de enucleac®ultdo ocular de cadaveres de caes, sem
quaisquer alteracdes oculares ou sistémicas, paraff 0 grupo controle (GCO).
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As amostras coletadas foram imediatamente armazsnewh refrigeragda -40°C, em
seguida passaram pelo processo de liofilizacdordiiel.C) a -55 °C a baixa pressao
(aproximadamente -780 mmHg) por 48 horas. Subségmente, foram trituradas e analisadas
por fluorescéncia de raios X em energia dispef@XxXRF 720, Shimadzu, Jap&o).

As andlises experimentais foram conduzidas no tinstide Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) da Universidade de Sdo PauloiBégquipamento consiste de um tubo de
raios X equipado com uma fonte de raios X (Rh) apgo a 50 kV e 100 pA e com tempo de
aquisicao tipico para cada elemento de 100 seguAdosaracteristicas das radiagcdes emitidas
pelo elemento da amostra foram obtidas por um tetee Si (Li). Foi realizada a andlise do
material de referéncia certificada, figado de boRIST-SRM 1577b) para aferir os limites de
deteccéo.

A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada pataterminar a significAncia entre os dados
obtidos e aplicado o test@s hoade Tukey para a verificacdo ddierenca significativa. Para os
testes admitimos o nivel de significancia de 5% ,05).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a possibilidade da determinacédoetermentos ferro, cobre e zinco em
catarata de cdes diabéticos, foi examinado comopdgito de correlacionar a participagéo
destes elementos quimicos na formacao da cataaaktida em caes.

Nos pacientes diabéticos, varios orgdos vitais afétados pela instabilidade cronica da
glicemia e o aumento do estresse oxidativo. Os exleos trago estdo envolvidos em um
processo complexo de desenvolvimento das comphksagécundarias do DM [15]. Diversos
estudos [9-14] avaliaram a concentracdo de elemédrdgo em lentes de humanos diabéticos,
entretanto, este estudo € pioneiro na avaliagc@wueentracdo dos elementos traco ferro, cobre
e zinco em cataratas de cées diabéticos.

Os resultados obtidos no grupo controle (GCO) parcatarata diabética (GCAT) estédo
apresentados nas tabelas 1 a 3. Todas as amostnaisanalisadas em triplicata.

Tabela 1: Concentracéo elementar (1Y gas amostras analisadas do grupo controle (GCO).

Amostra Fe Cu Zn
1 11,50 26,43 43,31
2 13,82 28,91 43,60
3 8,98 25,15 19,86
4 8,95 25,33 43,76
5 13,13 27,45 41,78
6 11,30 28,42 31,29
Média 11,3 26,95 37,3
Desvio Padrédo 2,03 1,574 9,78

Tabela 2: Concentracéo elementar (U gas amostras analisadas do grupo catarata diaaéti

(GCAT).
Amostra Fe Cu Zn
1 6,36 22,25 39,04
2 9,36 20,79 32,54
3 6,42 20,64 40,24
4 9,97 24,79 39,28
5 9,86 23,93 40,22
6 15,54 20,73 35,29
7 7,45 20,53 41,82
8 16,63 23,24 36,60
Média 10,2 22,11 38,1

Desvio Padrao 3,92 1,69 3,08




M. B. P. Braga et al., Scientia Plena 7, 08990410 4

A concentracdo de Fe determinada é apresentadague f1. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.

O ferro, um metal de transicdo, atua como um caiddir na formacéo de radicais livres,
sendo assim pode potencialmente contribuir na patagde inUmeras doencas, incluindo a
catarata [16]. Estudos em lentes de humanos diakéipontaram um aumento da concentracao
de Fe, indicando a relacdo deste elemento com ecifiopgdo lenticular, porém ndo houve
diferenca significante [12,13]. Em cataratas desatiabéticos experimentalmente induzidos,
obteve-se um aumento significativo da concentragite elemento [11]. A literatura apresenta
dados controversos aos obtidos neste trabalhoalcaguesentou uma diminui¢cdo dos niveis de
Fe na catarata de caes diabéticos. Este resultadasistente com a hipétese obtida em um
estudo que avaliou a concentracéo de ferritindoma la lente de cées, uma importante proteina
que permite o armazenamento do Fe. A concentragfwntinada nas fibras lenticulares foi
menor em relacdo as células epiteliais da lentéidwhdo a isto, houve uma diminuicdo da
concentracao de ferritina com o avango da idatidjrtanuigcéo, particularmente em lentes mais
velhas (potencial reduzido), pode estar relacior@mn a habilidade limitada em armazenar o
Fe de forma segura e assim proteger a lente camtlanos do estresse oxidativo [21].
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Figura 1: Representacéo grafica com os valorescagentracdes de Fe para o grupo controle (GCO) e
grupo catarata diabética (GCAT).

Os valores de concentracdo de Cu podem ser viadaizna figura 2. A concentracdo de Cu
diferiu significativamente entre os grupos, dem@m&to uma diminui¢cdo da concentracédo deste
elemento na catarata diabética.

Um estudo com lentes de humanos diabéticos demonsim aumento significante na
concentracdo de Cu [10], este resultado foi comfitonna literatura, sugerindo a influéncia do
Cu na opacificagdo lenticular em pacientes poreglde DM [13]. Tem sido bem estabelecido
o papel do Cu na formacao de radicais livres erngressao da opacificagao lenticular pela
peroxidacdo de proteinas, lipideos e outras estisiia membrana celular [10]. Entretanto, o
Cu é essencial na regulacdo da atividade enzinfd®¢aatuando na defensa antioxidante [22].
Contudo, um declinio nos niveis de Cu esté relaciorcom o aumento no estresse oxidativo
[15]. Nossos resultados reforcam a hipotese deuguee diminuicdo da concentracdo de Cu
constitui um fator de risco para a formacéo daratdaliabética.
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Figura 2: Representacao grafica com os valoresaasentracdes de Cu para o grupo controle (GCO)
e grupo catarata diabética (GCAT).

A concentragdo de Zn encontrada € apresentadague fB. Ndo houve diferenca com
significancia estatistica entre todos os grupogéidouve um aumento na concentracdo de Zn
na catarata diabética neste estudo. Os valoremébtidosoram 37,3 + 9,78 uge 38,1 +
3,08 pg @ para os GCO e GCAT respectivamente. Estudos cdanatas diabéticas e n&o
diabéticas em humanos [12, 13] obtiveram resulselmelhante. Outro estudo apontou um
aumento significante da concentracdo de Zn ematatdrabética senil comparada com catarata
senil ndo diabética de humandgl]. O Zn esta envolvido na protecdo contra a axd®d dos
grupos sulfidricos e formagéo de radicais livre8] [thibindo os metais de transigéo,
competindo com o Fe e Cu nos sitios de ligacaa ESJbora, um aumento nos niveis deste
elemento possa gerar a oxidacdo e agregacdo den@tinsollveis na lente e aumento da
permeabilidade vascular, que s@o processos ineramataractogénese [14].
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Figura 3: Representacao grafica com os valoresaagentracdes de Zn para o grupo controle (GCO) e
grupo catarata diabética (GCAT).

4. CONCLUSAO

Este estudo apontou uma diminuicdo na concenti@gderro e cobre, que pode promover a
exacerbacdo de agentes oxidantes no organismoidémmse que a elevacao da concentracdo
de zinco nas amostras de cataratas diabéticascp@ie® o processo de caractogénese. Os
resultados obtidos reforcam a hipotese que os eleséraco ferro, cobre e zinco tem um papel
importante no estresse oxidativo, contribuindo madgsenvolvimento da catarata diabética em
cédes. Foi desenvolvida uma metodologia para ugéatéca de Fluorescéncia de Raios X para
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andlise tecidos oculares. O estudo demonstrou lezagéio satisfatria da técnica e a
contribuicdo do estudo dos elementos traco em aasodé catarata diabética na espécie canina.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

EKINCI, N.; ASTAM, N.; SAHIN, Y. Qualitative and cantitative analysis of the cataract using
EDXRF.Journal of Quantitative Spectroscopy & Radiativarisfer 72:783-787 (2002).

GLOVER, T. D.; CONSTANTINESCU, G. M. Surgery fortasacts.Veterinary Clinics of North
America: Small Animal Practic®7:1143-1173 (1997).

FLEEMAN, L. M.; RAND, J. S. Management of caninealgétes.Veterinary Clinics of North
America: Small Animal Practic&1: 855-880 (2001).

FELDMAN, E. C.; NELSON, R. W. Canine diabetes mali In: Canine and Feline
Endocrinology and ReproductipB. ed. Philadelphia: Elsevier, 2004. p. 486-538.

CULLEN, C. L.; WEBB, A. Ocular manifestations of stgmic diseases. In; GELATT, K. N.
Veterinary Ophthalmology ed. lowa: Blackwell Publishing, 2007. p. 15G81.

DAVIDSON, M. G.; NELMS, S. R. Diseases of the canilens and cataract formation. In:
GELATT, K. N. Veterinary Ophthalmology ed. lowa: Blackwell Publishing, 2007. p. 85988
BEAM, S.; CORREA, M. T.; DAVIDSON, M. G. A retrosptive-cohort study on the development
of cataracts in dogs with diabetes mellitus: 20€esaveterinary Ophthalmology2:169-172 (1999).
ZUCCHI, O. L. A. D.; FACCIOLI, L. H.; NOMIZO, A.; MOREIRA, S.; SA-NUNES, A,
BOLZONI, R. M. F.; SANTOS, L. L.; SALVADOR, M. J.BTXRF analysis of trace elements on
inflammatory immune responddicronutrients and Health Research5:293-307 (2008).
SRIVASTAVA, V. K.; VARSHNEY, N.; PANDEY, D. C. Rolef trace elements in senile cataract.
Acta Ophthalmologicar0:839-841 (1992).

LIN, J. Pathophysiology of cataracts: cooper iod geroxidation in diabetedapanese Journal
Ophthalmology41:130-137 (1997).

CEKIC, O.; BARDAK, Y. Lenticular calcium, magnesiyrand iron levels in diabetic rats and
verapamil effectOphthalmic Researct80:107-112 (1998).

DAWCZYNSKI, J.; BLUM, M.; WINNEFELD, K.; STROBEL, Jincreased content of zinc and
iron in human cataractous lensBglogical Trace Elements Resear@®:15-23 (2002).

AYDIN, E.; CUMURCU, T.; OZUGURLU, F.; OZURT, H.; SAINOGLU, S.; MENDIL, D.;
HASDEMIR, E. Levels of iron, zinc, and cooper inuaqus humor, lens, and serum in nondiabetic
and diabetic patient8iological Trace Elements Researd®8:3-41 (2005).

GUNDUZ, G.; GUNDUZ, F.; YUCEL, |.; SENTURK, U. K. évels of zinc and magnesium in
senile and diabetic senile cataractous lengdslogical Trace Element Research5:107-112
(2003).

THOMPSON, K. H.; GODIN, D. V. Micronutrients andtaxidants in the progression of diabetes.
Nutrition Research15:1377-1410 (1995).

GORALSKA, M.; FERRELL, J.; HARNED, J.; LALL, M.; NSAR, S.; FLEISHER, L. N;
MCGAHAN, M. C. Iron metabolism in the eye: a revielxperimental Eye Researc88: 1-12
(2009).

COOK, C. S.; MCGAHAN, M. C. Cooper concentrationdarnea, iris, normal, and cataractous
lens and intraocular fluids of vertebrat€sirrent Eye Research:69-76 (1986).

WILLIAMS, D. L. Oxidative stress and the ey¥®eterinary of North Clinics: Small Animal
Practice 38:179-192 (2008).

GRAHN, B. H.; PATTERSON, P. G.; GOTTSCHALL-PASS, K., ZHANG, Z. Zinc and the eye.
Journal of American College of Nutritio20:106-118 (2001).

ZUCCHI, O. L. A. D.; FACCIOLI, L. H.; NOMIZO, A.; MDREIRA, S.; SA-NUNES, A
BOLZONI, R. M. F.; SANTOS, L. L.; SALVADOR, M. J.BTXRF analysis of trace elements on
inflammatory immune respongdicronutrients and Health Research5:293-307 (2008).
GORALSKA, M.; FLEISHER, L. N.; MCGAHAN, M. C. Fertin H- and L-chains in fiber cell
canine and human lens of different agewsestigate Ophthalmology & Visual Sciend®:3968-
3975 (2007).

STRAIN, J. J. Disturbances of micronutrients antlcaidants status in diabeteBroceedings of
Nutrition Society50:501-604 (1991).

BENTLEY, P. J.; CHIN, B.; GRUBB, B. Some observatoon the zinc metabolism of the rabbits
lens.Experimental Eye ResearcB8:467-507 (1984).



