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Nowadays, the anterior lens capsule and its epithelium have been being frequently stud-
ied aiming to reduce the incidence of posterior lens capsule opacity, a complication that fre-
quently occurs after surgical removal of cataracts, due to epithelium cells differentiation and
migration to the posterior pole. The objective of this study was to evaluate by histochemistry
(PAS and picrosirius red) analysis two important molecular components of the anterior lens
capsule (proteoglycans and type IV collagen) in older diabetic and non-diabetic dogs, with
diabetic and hypermature cataracts, after phacoemulsification surgery utilizing 0.1% try-
pan blue or not. Twenty seven dogs, including 21 female and 6 male dogs, with ages varying
from 8 to 12 years old (mean = 9.6 yo) of different breeds were studied. The animals were
divided into 2 groups: GC (hypermature cataracts) and GCD (diabetic cataracts). Results
showed that, besides their different pathophysiologies, both types of capsules studied (dia-
betic and hypermature ones) presented the same molecular composition of proteoglycans
and type IV collagen, since no statistical significant differences were observed. In addition,
0.1% trypan blue was not capable to induce any other evident alteration for the samples.
In conclusion, our findings suggest that, if the results consist in alteration induced by the
aggressive metabolism of the diabetic cataract or the chronicity of the hypermature one, it
is of the same intensity and independent of the use of 0.1% trypan blue. It is also possible to
suggest that this alteration must be capable to compromise lens epithelium cell metabolism,
which should probably favour future lens posterior capsule studies.

INDEX TERMS: Lens, dogs, diabetes, Trypan blue, cataracts.

RESUMO.- Atualmente, a capsula anterior e o epitélio da
lente tem sido cada vez mais estudados, com o intuito de
reduzir as possiveis complicacdes do pds-operatério da re-
mocdo da catarata, tal como a opacidade da capsula pos-
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terior, alteracdo ocasionada principalmente pela diferen-
ciacdo e migracdo das células do epitélio lenticular para a
capsula posterior da lente. O objetivo deste estudo foi ana-
lisar a composicdo molecular da capsula anterior da lente
pela técnica histoquimica de PAS (avaliagdo de proteogli-
canos) e picrosirius red (avaliagdo de coldgeno 1V), em cies
idosos com catarata diabética e ndo diabética do tipo hiper-
madura, submetidos ao uso ou nao de azul de tripano a 0,1
% durante a facoemulsificagdo. Vinte e sete caes foram es-
tudados, incluindo 21 fémeas e 6 machos, de 8 a 12 anos de
idade (média =9,6 anos), de diversas racas e divididos em 2
grupos: GC (catarata hipermadura) e GCD (catarata diabé-
tica). Os resultados das analises realizadas mostraram que
ambas as amostras, tanto as provenientes das cataratas hi-



612 Ana Paula Hvenegaard et al.

permaduras, quanto das diabéticas, apresentam semelhan-
te composicdo molecular de proteoglicanos e colageno IV
e isto independente da utilizagdo de azul de tripano a 0,1
%. Conclui-se, portanto, que se os resultados obtidos forem
decorrentes de alteragdes provocadas pelo rapido metabo-
lismo da catarata diabética e pela cronicidade da catarata
hipermadura sugere-se que o comprometimento da estru-
tura capsular seja de intensidade equivalente e, por conse-
quéncia, que isto também possa prejudicar o metabolismo
das células do epitélio anterior da lente, diminuindo assim
aincidéncia da opacidade da capsula posterior de cdes com
catarata diabética e hipermadura submetidos a facoemul-
sificacdo.

TERMOS DE INDEXACAO: Lente, cdes, diabetes, Azul de tripano,
catarata.

INTRODUCAO

A capsula anterior da lente e suas células epiteliais vem sen-
do estudadas ha bastante tempo por serem consideradas
as principais responsaveis pela formacdo da opacidade de
capsula posterior (Fig.1), uma das principais complica¢des
observadas no pés-cirurgico desta intervenc¢do. (Vaughan
etal. 2003, Mohamad et al. 2005, Nanavaty et al. 2006, Sigle
& Nassisse 2006, Portes et al. 2007, Portes et al. 2010, Kim
etal. 2012, Jung et al. 2013).

A capsula anterior da lente é a lamina basal do epitélio
invertido (Winkler et al. 2001), ou seja, uma matriz extra-
celular especializada, que desempenha papel fundamental
na adesdo e diferenciacdo celular, na permeabilidade e fil-
tracao de substancias, na polaridade epitelial e no cresci-
mento celular das fibras lenticulares (Lebleu et al. 2007,
Hafter et al. 2013). E constituida principalmente por inte-
racdes entre proteoglicanos, fibras coldgenas (IV e XVIII)
e glicoproteinas de adesao (Yan et al. 2005, Lebleu et al.
2007, Danysh & Duncan 2009, Nelson & Cox 2011, Hafter
etal. 2013).

Os proteoglicanos (perlecan, nidogénio/entactina, fi-
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Fig.1. Opacidade de capsula posterior observada em olho esquer-
do sob midriase medicamentosa, em um cdo macho, 7 anos,
sem raga definida, apds 3 meses da FACO. Observar a possivel
visibilizacdo do fundo de olho (tapetum - coloragdo amarelo-
-esverdeada e regido ndo-tapetal - marrom-avermelhada).
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bronectina e a laminina), sdo os principais componentes de
todas as laminas basais dos seres vivos. Sdo caracterizados
por macromoléculas formadas por uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos sulfatados da matriz ou da superficie
celular, ligados ao acido hialuronico, covalentemente uni-
dos a uma proteina de membrana ou a uma proteina secre-
tada (Voetetal. 2008, Nelson & Cox 2011). Além de ser par-
te fundamental da estrutura da lente, os proteoglicanos sao
também responsaveis pelo controle de diversas atividades
celulares, tais como a ativacdo de fatores de crescimento, a
migracdo e adesdo celular e a propagacdo de “informacgdes”
através de suas membranas (Smyth et al. 1999, Yan et al.
2005, Lebleu et al. 2007, Danysh & Duncan 2009, Nelson
& Cox 2011, Hafter et al. 2013). O colageno tipo IV, por sua
vez, é uma proteina nio fibrilar estavel que compde apro-
ximadamente 50-80% da estrutura da capsula. Integrado a
laminina, é responsavel pela manutenc¢do da forma da lente
durante seu rapido desenvolvimento; por sua estabilidade
e por sua resisténcia no que diz respeito as forcas exercidas
pelo corpo ciliar durante o fendmeno de acomodacgao (Yan
etal. 2005, Lebleu et al. 2007, Danysh & Duncan 2009, Haf-
ter et al. 2013); além disso, o colageno é também respon-
savel por manter o gradiente anidnico dentro da lente, ja
que, ligado ao heparansulfato e aos grupos carboxila, forma
uma “tela de filtracdo” que auxilia no controle da difuséo e
no transporte das moléculas através da lente (Winkler et
al. 2001).

Por outro lado, a cdpsula é um tecido bioldgico que sofre
alteragdes significativas na presenca de doengas e/ou com
o envelhecimento (Bernays & Peiffer 2000, Winkler et al.
2001, Krag & Andreassen 2003, Barros et al. 2008, Danysh
& Duncan 2009). A espessura capsular aumenta tanto com
a idade (Bernays & Peiffer 2000, Danysh & Duncan 2009),
quanto na presenca de diabetes (Barros et al. 2008). Além
disso, observa-se a diminuicdo da taxa de difusao molecu-
lar através da capsula (Danysh & Duncan 2009), a perda da
quantidade e do arranjo das moléculas estruturais (Wink-
ler et al. 2001), a perda de suas propriedades materiais e
estruturais (Krag & Andreassen 2003), da elasticidade e de
sua forca mecanica (Marshall et al. 1992, Bailey et al. 1993)
e a diminui¢do na composicdo de agua (Yang et al. 1998).

A catarata é uma doenca oftdlmica frequentemente
diagnosticada em cdes (Martin 2005) que também pode
acometer a capsula lenticular (Davidson & Nelms 2007).
Classificada de acordo com seu estagio de desenvolvimen-
to, etiologia, localizacdo, idade do surgimento e/ou consis-
téncia (Slatter 2005, Ofri 2008), apresenta dois tipos que
mais se destacam pela gravidade das alteragdes que pro-
voca e pelo alto risco de inflamagdo intraocular: a catarata
diabética, do tipo intumescente, de evolucdo rapida e me-
tabolismo agressivo, com acometimento bilateral e inde-
pendente da administragido da insulina (Beam et al. 1999,
Safatle et al. 2000, Slatter 2005) e a do tipo hipermadura,
espontanea e genética, de evolucio lenta (cronica e tardia),
que pode até apresentar-se em inicio de reabsorcdo e/ou
liquefacdo (morganiana) (Slatter 2005).

O tratamento da catarata é cirturgico e o azul de tripano
é o corante mais utilizado (Wollensak et al. 2003, Ozturk
& Osher 2006, Dick et al. 2008) durante o transoperatorio,
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antes da capsulorrexe (Basher & Roberts 1995, Glover &
Constantinescu 1997, Gelatt & Gelatt 2001, Slatter 2005).
Estudos em humanos e coelhos demonstraram que a uti-
lizacdo do azul de tripano nio apresenta qualquer toxici-
dade para o segmento anterior do bulbo ocular (Chang et
al. 2005). Entretanto, observou-se que 0,1 ml do corante
a 0,0125%, quando aplicado durante 30 segundos sobre a
capsula anterior do cristalino, é capaz de diminuir a densi-
dade e viabilidade das células epiteliais da lente (Nanavaty
et al. 2006), podendo até induzir a sua morte em concen-
tracdes maiores, como a 0,1% (Portes et al. 2010).

Nio foram encontrados estudos avaliando ou compa-
rando a composicdo molecular da capsula anterior da lente
de cdes com cataratas de diferentes etiologias, estagios de
desenvolvimento, idade do surgimento e utilizando-se ou
ndo do azul de tripano a 0,1% durante a cirurgia. Portanto,
o presente estudo teve como principal objetivo comparar a
composicdo de proteoglicanos e colageno 1V, na capsula an-
terior da lente de caes idosos, com cataratas de etiologias
completamente diferentes (diabética e a hipermadura),
mas bastante agressivas, submetidos a remocao cirdrgica
da catarata, utilizando-se ou nao do azul de tripano a 0,1%
antes da capsulorrexe.

MATERIAL E METODOS

Amostras. O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no
uso de animais, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
da Universidade de Sao Paulo (FMVZ-USP), sob nimero de proto-
colo 2964/2013.

Foram incluidos no estudo cdes com catarata, diabéticos e ndo
diabéticos, machos ou fémeas, de 8 a 12 anos. Os cdes niao dia-
béticos apresentaram estritamente catarata do tipo hipermadura
no olho estudado e, os diabéticos, apenas catarata intumescente
decorrente a doenca.

Como critérios de exclusdo, estabeleceram-se o historico de
trauma, uveites (agudas ou cronicas) e/ou glaucoma no olho a ser
operado; qualquer outro tipo de catarata que ndo a hipermadu-
ra e intumescente secundaria a diabete; a presenca de quaisquer
outras doengas, tanto oftdlmicas quanto sistémicas e a adminis-
tracdo de medicagdes, tanto topicas quanto sistémicas, que pu-
dessem comprometer o processo de formag¢do das cataratas ou
causar alteragGes estruturais a capsula anterior da lente e/ou ao
seu epitélio.

Foram selecionados 27 cies, sendo 21 fémeas e 6 machos, com
média de idade de 9,6 anos (8 a 12 anos), de diferentes racas (7
Poodles, 7 Sem Raga Definida, 2 Labradores, 2 Malteses, 2 Schnau-
zers, 1 Teckel, 1 Beagle, 1 Border Collie, 1 Fox Terrier, 1 Pointer,
1 West Highland White Terrier e 1 Yorkshire Terrier), que foram
divididos em dois grupos: GCD (grupo dos cdes diabéticos com ca-
taratas diabéticas), incluindo 15 animais (12 fémeas e 3 machos),
apresentando diagnéstico de diabete ha 1 até 24 meses (média
de 8,2 meses) e catarata intumescente, subita e bilateral com 1 a
10 meses de evolucdo (média de 4,7 meses) até o dia da colheita
da amostra; e GC (grupo dos cdes ndo diabéticos com cataratas
hipermaduras), incluindo 12 animais (9 fémeas e 3 machos), com
histérico de catarata diagnosticada ha 4 até 26 meses de evolugdo
(média de 14,6 meses).

Todas as capsulas anteriores estudadas foram colhidas pelo
mesmo cirurgido (A.M.V.S.), ap6s capsulorrexe, com ou sem o uso
de azul de tripano 0,1% (deixado em contato com a capsula pelo
intervalo de tempo de 1 minuto), durante o transoperatdrio da
cirurgia de remocdo de catarata por facoemulsificagdo (FACO). As

amostras submetidas ao corante somaram 9 capsulas de GCD e
5 de GC. Apés a capsulorrexe, as amostras foram imediatamente
fixadas em formaldeido 10% e enviadas para laboratdrios espe-
cializados (Laboratério Pré-biépsia de Histologia Aplicada, Sao
Paulo/SP, Brasil e/ou Laboratério de Neurodegeneragdo e Repa-
ro do Programa de Pesquisa em Biologia Celular e do Desenvol-
vimento, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal
do Rio de Janeiro). As amostras foram primeiramente desidrata-
das em concentragdes crescentes de etanol, clarificadas em xilol
e entdo incluidas em parafina. Secgdes transversais de 5 pm de
espessura, foram obtidas e colocadas em ldminas preparadas com
poli-L-lisina para a realiza¢do das coloragdes das técnicas histo-
quimicas. As amostras foram divididas em: 15 amostras do GC e
12 do GCD para o estudo com 4cido periddico de Schiff (PAS), para
a avaliacdo das quantidades de proteoglicanos e 5 amostras de
cada grupo (GC e GCD) para o estudo com picrosirius red para a
quantidade de colageno IV. Controles negativos e positivos para
as reagdes também foram preparados.

PAS. Para a coloragdo com PAS, as laminas foram primeira-
mente incluidas em acido periédico a 0,5% por 15 min. Foram
lavadas em agua destilada por 5 minutos e imersas em reagente
de Schiff por 30 minutos. Depois, lavagem em agua corrente foi
realizada por 5 minutos. Para finalizar, realizou-se a imersao das
amostras em hematoxilina por 25 segundos, removendo-se o ex-
cesso do corante com agua destilada. Desidratacdo, diafanizacdo e
montagem com resina finalizaram o processo.

Picrosirius Red. Para a coloragdo com picrosirius red as lami-
nas estudadas foram colocadas em soluc¢do de acido fosfomolibdi-
co por 1 min e coradas durante 90 min em soluc¢do de picrosirius
(Sirius Red F 3B 200, Mobay Chemical Co. Union, NJ, EUA). Foram
lavadas com acido cloridrico 0,01 normais (N) por 2 min e entdo
lavadas em alcool 70% por 45 segundos. Os cortes foram desidra-
tados em soluc¢des crescentes de alcool e clarificados com xileno
por 5 min e montadas com balsamo do Canada.

Captura de imagens e analise estatistica. As laminas pre-
paradas com PAS foram fotomicrografadas no Laboratério de On-
cologia Experimental e Comparada (FMVZ-USP), utilizando-se de
programa especifico para captura de imagens (Image-pro plus,
Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, EUA), sob microscopio 6p-
tico com aumento de 10 vezes, (Nikon Eclipse E 800, Nikon, EUA
com camera fotografica Nikon FDX-35 acoplada ao sistema).

As laminas coradas com picrosirius red, foram inicialmente fo-
tomicrografadas no Laboratério de Neurodegeneracdo e Reparo
do Programa de Pesquisa em Biologia Celular e do Desenvolvi-
mento (ICB-UFR]), sob microscépio convencional de fluorescén-
cia (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Baltimore, Maryland, EUA).
Depois, foram observadas sob um microscépio de varredura por
laser (LSM) (Zeiss META 510, Carl Zeiss, Baltimore, Maryland,
EUA), a 543 nanometros (nm) de comprimento de onda de excita-
¢do para o fluorocromo. As imagens foram adquiridas com resolu-
¢do de 512 x 512 pixels, com 75% de transmitancia a laser, cortes
opticos de 0,7 milimols (mM) de profundidade e 1 min de tempo
de varredura no mesmo valor do ganho do detector.

Todas as fotomicrografias foram utilizadas para a realizagdo
das mensuracgoes e analises estatisticas comparativas, utilizando-
-se o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA) e o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
o reconhecimento de intensidade de coloragdes e realizacdo de
sua mensuragio por densidade dptica. Para tanto, todas as ima-
gens capturadas foram armazenadas em 8-bits, o que permitiu a
padronizacgdo da escala de semitons de 0 a 255 (escala de densi-
dade 6ptica - D.0.), sendo “0”, o valor estabelecido para a auséncia
de pigmentos (preto).

As variaveis também foram descritivamente analisadas em re-
lagdo ao valor minimo de 95% de intervalo de confianga (p<0,05).
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RESULTADOS

A coloracdo em PAS foi capaz de evidenciar a presenca dos
proteoglicanos nas amostras dos diferentes grupos (Fig.2A
e B). Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica-
mente significante na avaliacdo da D.O. da coloragdo das
capsulas estudadas (Quadro 1 e Fig.3).

100 um
A —_— B

100 um

Fig.2. Amostras submetidas a técnica de PAS (A) em um cdo daraga
West Highland White Terrier de 10 anos do GC, e (B) um cao da
raca Maltes de 11 anos do GCD. Observa-se a capsula (estrela)
corada na cor magenta (PAS), evidenciando os proteoglicanos.

Quadro 1. Distribui¢do dos valores de densidade optica
quanto a coloracao de PAS entre os grupos GC e GCD

Minima Mediana Maxima Erro Padrio  P<0,05

GC 96,95 129,4 169,3 8,11 P=0,2176
GCD 116,5 144,8 168,4 6,21
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Fig.3. Representacdo grafica da andlise da densidade 6ptica da
técnica de PAS corado entre os grupos GC e GCD.
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Fig.4. Amostras submetidas ao PSR (A)em um cdo da raca Maltes
de 11 anos do GC, e (B) em um cdo da ragca West Highland Whi-
te Terrier de 10 anos do GCD. Observa-se a capsula corada na
cor vermelha (PSR) evidenciando o coladgeno IV.
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A coloracdo em picrosirius red evidenciou a presenca de
colageno IV nas amostras (Fig.4 A e B), mas também nao
demonstrou diferenca significativamente relevante quanto
a D.0. das coloragoes das capsulas dos diferentes grupos
(Quadro 2 e Fig.5).

Quadro 2. Distribuicdo dos valores de densidade optica
quanto a coloracgao de PSR entre os grupos GC e GCD

Minima Mediana Méaxima Erro Padrdo P<0,05
GC 47,13 61,25 92,16 5,93 P=0,1728
GCD 10,74 45,05 87,33 8,74
1004
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Fig.5. Representacdo grafica da andlise da densidade dptica da
técnica de PSR corado entre os grupos GC e GCD.

DISCUSSAO

A composicdo molecular das capsulas anteriores de len-
tes colhidas de dois tipos de cataratas com fisiopatologias
completamente diferentes, mas consideradas graves e de
alto risco, foram estudadas: a catarata diabética, do tipo in-
tumescente, de evolucdo rapida e acometimento bilateral
(Beam et al. 1999, Safatle et al. 2000, Slatter 2005) e a cata-
rata hipermadura, de evolucdo lenta, progressiva e cronica
(tardia) (Slatter 2005, Ofri 2008, Venkatesh et al. 2010).

Os resultados das andlises realizadas neste estudo suge-
rem que a agressividade do metabolismo que ocorre nalen-
te durante a diabete e a cronicidade de uma catarata com 3
vezes mais tempo de evolucdo, como a hipermadura, sejam
ou capazes de alterar a composi¢do molecular da capsula
de maneira equivalente, ou nao influam de maneira sig-
nificativa, jd que ambos os grupos apresentaram capsulas
com a mesma composicdo molecular de proteoglicanos e
colageno V. Se os resultados obtidos neste estudo for uma
alteracdo, pode-se ainda sugerir que a correta fisiologia da
capsula e, por consequéncia, o metabolismo das células de
seu epitélio anterior estejam comprometidas (Lebleu et al.
2007, Hafter et al. 2013), o que supostamente diminuiria a
incidéncia de opacidade da capsula posterior de caes com
cataratas deste tipo.

0 uso do azul de tripano nao foi capaz de causar altera-
¢Oes evidenciaveis na composi¢do molecular das capsulas,
independente dos grupos a que pertenciam; sugerindo, que
sua toxicidade seja limitada apenas as células de seu epité-
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lio anterior, como ja observado em estudos anteriormente
realizados (Nanavaty et al. 2006, Portes et al. 2010, Kim et
al. 2012, Jung et al. 2013, Mohamad et al. 2005).

As alteragoes estruturais ocasionadas na lente por am-
bos os processos de formacado destes tipos de cataratas e a
uveite facoinduzida, inflamagao intraocular que pode ocor-
rer em qualquer momento durante seu curso de evolugao,
também poderiam deixar seqiielas importantes na morfo-
logia e composicao molecular da lente (Basher & Roberts
1995, Leasure et al. 2001, Gelatt 2003, Slatter 2005). Além
disso, a escolha de caes idosos (média = 9,6 anos) e dia-
béticos, que sdo mais susceptiveis a apresentarem doencas
oftalmicas (Leasure et al. 2001) e sistémicas (Brasher &
Roberts 1995, Landry et al. 2004, Slatter 2005), poderiam
comprometer as amostras. Portanto, o estabelecimento
de um critério de exclusdo rigoroso permitiu com que as
amostras estudadas fossem livres de quaisquer alteragdes
importantes (que ndo a diabete e a catarata), desde o dia do
primeiro atendimento, até o dia da cirurgia. Entretanto, tais
critérios acabaram por limitar de maneira importante o nu-
mero de animais recrutados para o estudo, mas, por outro
lado, os incluidos certamente garantiram a confiabilidade
necessaria para sua conclusio.

A realizagdo da técnica cirtrgica de FACO em cataratas
hipermaduras ainda é a melhor opg¢do cirurgica, ja que a
lente pode apresentar alteragdes significativas em sua es-
trutura capazes de comprometer o sucesso cirurgico (Davi-
dson et al. 1990). Venkatesh et al. (2010) observaram que
a FACO em cataratas hipermaduras também sio frequen-
temente realizadas em pacientes humanos atendidos na
india, um pais em desenvolvimento como o Brasil. Corro-
borando com Khanna et al. (2011), acreditamos que a jus-
tificativa de tal ocorréncia, tanto pelos proprietarios dos
cdes, quanto pelos pacientes humanos, seja o alto custo da
cirurgia e a falta de profissionais habilitados nas diferentes
regides destes paises.

As andlises histoquimicas realizadas nas capsulas co-
lhidas neste estudo demonstraram que ndo houve dife-
renca estatisticamente significante entre os grupos. Estu-
do realizado anteriormente em humanos evidenciou que
h4 aumento na expressdo de proteinas na membrana ex-
tracelular das capsulas colhidas de pacientes diabéticos,
quando comparados as colhidas de pacientes sadios que
apresentavam apenas cataratas do tipo corticais, o que
supostamente poderia alterar a composi¢do dos proteo-
glicanos nessa estrutura e, por consequéncia, sua fungio
nestes pacientes (Tiwari et al. 2014). Outros estudos refe-
rem que ha uma maior produgdo de colageno na presenca
de catarata e/ou diabete e que a altera¢do é ainda maior
no grupo dos diabéticos, quando também comparados a
pacientes sadios (Glover & Constantinescu 1997, Bras et
al. 2006, Pot et al. 2009, Wormstone et al. 2009, Chand-
ler et al. 2012). Diferente dos referidos estudos, ndo se
observou diferenca significante quanto ao aumento na
expressdo de proteinas (proteoglicanos) e/ou coldgeno
entre os grupos estudados. Isto provavelmente deveu-se a
todas as amostras pertencerem a grupos doentes, ou seja,
supostamente capazes de gerar alteracdes significativas a
estrutura.

CONCLUSOES

Os resultados das analises realizadas mostraram que
ambas as amostras, tanto as provenientes das cataratas hi-
permaduras, quanto das diabéticas, apresentam semelhan-
te composicdo molecular de proteoglicanos e coldgeno IV e
isto independente da utilizagao de azul de tripano a 0,1%.

Sugere-se a realizacdo de novos estudos, com diferentes
fases de evolugdo da catarata, idade de aparecimento e a
realizacdo de outras formas de andlises laboratoriais, com
diferentes concentragdes de azul de tripano e intervalos de
tempo de contato do corante com as amostras. Além disso,
o estudo da composi¢do molecular da capsula anterior de
um grupo controle contribuiria de forma significativa na
avaliacdo e graduacdo da intensidade das lesdes nos grupos
futuramente estudados.
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