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RESUMO.- Atualmente, a cápsula anterior e o epitélio da 
lente tem sido cada vez mais estudados, com o intuito de 
reduzir as possíveis complicações do pós-operatório da re-
moção da catarata, tal como a opacidade da cápsula pos-

terior, alteração ocasionada principalmente pela diferen-
ciação e migração das células do epitélio lenticular para a 
cápsula posterior da lente. O objetivo deste estudo foi ana-
lisar a composição molecular da cápsula anterior da lente 
pela técnica histoquímica de PAS (avaliação de proteogli-
canos) e picrosirius red (avaliação de colágeno IV), em cães 
idosos com catarata diabética e não diabética do tipo hiper-
madura, submetidos ao uso ou não de azul de tripano a 0,1 
% durante a facoemulsificação. Vinte e sete cães foram es-
tudados, incluindo 21 fêmeas e 6 machos, de 8 a 12 anos de 
idade (média = 9,6 anos), de diversas raças e divididos em 2 
grupos: GC (catarata hipermadura) e GCD (catarata diabé-
tica). Os resultados das análises realizadas mostraram que 
ambas as amostras, tanto as provenientes das cataratas hi-
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permaduras, quanto das diabéticas, apresentam semelhan-
te composição molecular de proteoglicanos e colágeno IV 
e isto independente da utilização de azul de tripano a 0,1 
%. Conclui-se, portanto, que se os resultados obtidos forem 
decorrentes de alterações provocadas pelo rápido 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-
quência, que isto também possa prejudicar o metabolismo 
das células do epitélio anterior da lente, diminuindo assim 
a incidência da opacidade da cápsula posterior de cães com 
catarata diabética e hipermadura submetidos à facoemul-
sificação.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Lente, cães, diabetes, Azul de tripano, 
catarata.

INTRODUÇÃO
A cápsula anterior da lente e suas células epiteliais vem sen-
do estudadas há bastante tempo por serem consideradas 
as principais responsáveis pela formação da opacidade de 
cápsula posterior (Fig.1), uma das principais complicações 
observadas no pós-cirúrgico desta intervenção. (Vaughan 
et al. 2003, Mohamad et al. 2005, Nanavaty et al. 2006, Sigle 
& Nassisse 2006, Portes et al. 2007, Portes et al. 2010, Kim 
et al. 2012, Jung et al. 2013).

A cápsula anterior da lente é a lâmina basal do epitélio 
invertido (Winkler et al. 2001), ou seja, uma matriz extra-
celular especializada, que desempenha papel fundamental 
na adesão e diferenciação celular, na permeabilidade e fil-
tração de substâncias, na polaridade epitelial e no cresci-
mento celular das fibras lenticulares (Lebleu et al. 2007, 
Hafter et al. 2013). É constituída principalmente por inte-
rações entre proteoglicanos, fibras colágenas (IV e XVIII) 
e glicoproteínas de adesão (Yan et al. 2005, Lebleu et al. 
2007, Danysh & Duncan 2009, Nelson & Cox 2011, Hafter 
et al. 2013).

Os proteoglicanos (perlecan, nidogênio/entactina, fi-

bronectina e a laminina), são os principais componentes de 
todas as lâminas basais dos seres vivos. São caracterizados 
por macromoléculas formadas por uma ou mais cadeias de 
glicosaminoglicanos sulfatados da matriz ou da superfície 
celular, ligados ao ácido hialurônico, covalentemente uni-
dos a uma proteína de membrana ou a uma proteína secre-
tada (Voet et al. 2008, Nelson & Cox 2011). Além de ser par-
te fundamental da estrutura da lente, os proteoglicanos são 
também responsáveis pelo controle de diversas atividades 
celulares, tais como a ativação de fatores de crescimento, a 
migração e adesão celular e a propagação de “informações” 
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 colágeno tipo IV, por sua 
vez, é uma proteína não fibrilar estável que compõe apro-
ximadamente 50-80% da estrutura da cápsula. Integrado à 
laminina, é responsável pela manutenção da forma da lente 
durante seu rápido desenvolvimento; por sua estabilidade 
e por sua resistência no que diz respeito às forças exercidas 
pelo corpo ciliar durante o fenômeno de acomodação (Yan 
et al. 2005, Lebleu et al. 2007, Danysh & Duncan 2009, Haf-
ter et al. 2013); além disso, o colágeno é também respon-
sável por manter o gradiente aniônico dentro da lente, já 
que, ligado ao heparansulfato e aos grupos carboxila, forma 
uma “tela de filtração” que auxilia no controle da difusão e 
no transporte das moléculas através da lente (Winkler et 
al. 2001).

Por outro lado, a cápsula é um tecido biológico que sofre 
alterações significativas na presença de doenças 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 presença de diabetes (Barros et al. 2008). Além 
disso, observa-se a diminuição da taxa de difusão molecu-
lar através da cápsula (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 força mecânica (Marshall et al. 1992, Bailey et al. 1993) 
e a diminuição na composição de água (Yang et al. 1998).

A catarata é uma doença oftálmica frequentemente 
diagnosticada em cães (Martin 2005) que também pode 
acometer a cápsula lenticular (Davidson & Nelms 2007). 
Classificada de acordo com seu estágio de desenvolvimen-
to, etiologia, localização, idade do surgimento e/ou consis-
tência (Slatter 2005, Ofri 2008), apresenta dois tipos que 
mais se destacam pela gravidade das alterações que pro-
voca e pelo alto risco de inflamação intraocular: a catarata 
diabética, do tipo intumescente, de evolução rápida e me-
tabolismo agressivo, com acometimento bilateral e inde-
pendente da administração da insulina (Beam et al. 1999, 
Safatle et al. 2000, Slatter 2005) e a do tipo hipermadura, 
espontânea e genética, de evolução lenta (crônica e tardia), 
que pode até apresentar-se em início de reabsorção e/ou 
liquefação (morganiana) (Slatter 2005).

O tratamento da catarata é cirúrgico e o azul de tripano 
é o corante mais utilizado (Wollensak et al. 2003, Ozturk 
& Osher 2006, Dick et al. 2008) durante o transoperatório, 

Fig.1. Opacidade de cápsula posterior observada em olho esquer-
do sob midríase medicamentosa, em um cão macho, 7 anos, 
sem raça definida, após 3 meses da FACO. Observar a possível 
visibilização do fundo de olho (tapetum - coloração amarelo-
-esverdeada e região não-tapetal - marrom-avermelhada).
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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-
lização do azul de tripano não 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 
cápsula 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-
trações maiores, como a 0,1% (Portes et al. 2010).

Não foram encontrados estudos avaliando ou compa-
rando a composição molecular da cápsula anterior da lente 
de cães com cataratas de diferentes etiologias, estágios de 
desenvolvimento, idade do surgimento e utilizando-se ou 
não do azul de tripano a 0,1% durante a cirurgia. Portanto, 
o presente estudo teve como principal objetivo comparar a 
composição de proteoglicanos e colágeno IV, na cápsula an-
terior da lente de cães idosos, com cataratas de etiologias 
completamente diferentes (diabética e a hipermadura), 
mas bastante agressivas, submetidos a remoção cirúrgica 
da catarata, utilizando-se ou não do azul de tripano a 0,1% 
antes da capsulorrexe.

MATERIAL E MÉTODOS
Amostras. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no 

uso de animais, da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 
da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP), sob número de proto-
colo 2964/2013.

Foram incluídos no estudo cães com catarata, diabéticos e não 
diabéticos, machos ou fêmeas, de 8 a 12 anos. Os cães não dia-
béticos apresentaram estritamente catarata do tipo hipermadura 
no olho estudado e, os diabéticos, apenas catarata intumescente 
decorrente a doença.

Como critérios de exclusão, estabeleceram-se o histórico de 
trauma, uveítes (agudas ou crônicas) e/ou glaucoma no olho a ser 
operado; qualquer outro tipo de catarata que não a hipermadu-
ra e intumescente secundária a diabete; a presença de quaisquer 
outras doenças, tanto oftálmicas quanto sistêmicas e a adminis-
tração de medicações, tanto tópicas quanto sistêmicas, que pu-
dessem comprometer o processo de formação das cataratas ou 
causar alterações estruturais à cápsula anterior da lente e/ou ao 
seu epitélio.

Foram selecionados 27 cães, sendo 21 fêmeas e 6 machos, com 
média de idade de 9,6 anos (8 a 12 anos), de diferentes raças (7 
Poodles, 7 Sem Raça 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 cães diabéticos com ca-
taratas diabéticas), incluindo 15 animais (12 fêmeas e 3 machos), 
apresentando diagnóstico de diabete há 1 até 24 meses (média 
de 8,2 meses) e catarata intumescente, súbita e bilateral com 1 a 
10 meses de evolução (média de 4,7 meses) até o dia da colheita 
da amostra; e GC (grupo dos cães não diabéticos com cataratas 
hipermaduras), incluindo 12 animais (9 fêmeas e 3 machos), com 
histórico de catarata diagnosticada há 4 até 26 meses de evolução 
(média de 14,6 meses).

Todas as cápsulas anteriores estudadas foram colhidas pelo 
mesmo cirurgião (A.M.V.S.), após capsulorrexe, com ou sem o uso 
de azul de tripano 0,1% (deixado em contato com a cápsula pelo 
intervalo de tempo de 1 minuto), durante o transoperatório da 
cirurgia de remoção de catarata por facoemulsificação (FACO). As 

amostras submetidas ao corante somaram 9 cápsulas de GCD e 
5 de GC. Após a capsulorrexe, as amostras foram imediatamente 
fixadas em formaldeído 10% e enviadas para laboratórios espe-
cializados (Laboratório Pró-biópsia de Histologia Aplicada, São 
Paulo/SP, Brasil e/ou Laboratório de Neurodegeneração e Repa-
ro do Programa de Pesquisa em Biologia Celular e do Desenvol-
vimento, Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade Federal 
do Rio de Janeiro). As amostras foram primeiramente desidrata-
das em concentrações crescentes de etanol, clarificadas em xilol 
e então incluídas em parafina. Secções transversais de 5 µm de 
espessura, foram obtidas e colocadas em lâminas preparadas com 
poli-L-lisina para a realização das colorações das técnicas histo-
químicas. As amostras foram divididas em: 15 amostras do GC e 
12 do GCD para o estudo com ácido periódico de Schiff (PAS), para 
a avaliação das quantidades de proteoglicanos e 5 amostras de 
cada grupo (GC e GCD) para o estudo com picrosirius red para a 
quantidade de colágeno IV. Controles negativos e positivos para 
as reações também foram preparados.

PAS. Para a coloração com PAS, as lâminas foram primeira-
mente incluídas em ácido periódico a 0,5% por 15 min. Foram 
lavadas em água destilada por 5 minutos e imersas em reagente 
de Schiff por 30 minutos. Depois, lavagem em água corrente foi 
realizada por 5 minutos. Para finalizar, realizou-se a imersão das 
amostras em hematoxilina por 25 segundos, removendo-se o ex-
cesso do corante com água destilada. Desidratação, diafanização e 
montagem com resina finalizaram o processo.

Picrosirius Red. Para a coloração com picrosirius red as lâmi-
nas estudadas foram colocadas em solução de ácido fosfomolíbdi-
co por 1 min e coradas durante 90 min em solução de picrosirius 
(Sirius Red F 3B 200, Mobay Chemical Co. Union, NJ, EUA). Foram 
lavadas com ácido clorídrico 0,01 normais (N) por 2 min e então 
lavadas em álcool 70% por 45 segundos. Os cortes foram desidra-
tados em soluções crescentes de álcool e clarificados com xileno 
por 5 min e montadas com bálsamo do Canadá.

Captura de imagens e análise estatística. As lâminas pre-
paradas com PAS foram fotomicrografadas no Laboratório de On-
cologia Experimental e Comparada (FMVZ-USP), utilizando-se de 
programa específico para captura de imagens (Image-pro plus, 
Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, EUA), sob microscópio óp-
tico com aumento de 10 vezes, (Nikon Eclipse E 800, Nikon, EUA 
com câmera fotográfica Nikon FDX-35 acoplada ao sistema).

As lâminas coradas com picrosirius red, foram inicialmente fo-
tomicrografadas no Laboratório de Neurodegeneração e Reparo 
do Programa de Pesquisa em Biologia Celular e do Desenvolvi-
mento (ICB-UFRJ), sob microscópio convencional de fluorescên-
cia (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss, Baltimore, Maryland, EUA). 
Depois, foram observadas sob um microscópio de varredura por 
laser (LSM) (Zeiss META 510, Carl Zeiss, Baltimore, Maryland, 
EUA), a 543 nanômetros (nm) de comprimento de onda de excita-
ção para o fluorocromo. As imagens foram adquiridas com resolu-
ção de 512 × 512 pixels, com 75% de transmitância a laser, cortes 
ópticos 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 realização 
das mensurações e análises estatísticas comparativas, utilizando-
-se o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San 
Diego, CA, EUA) e o teste não paramétrico de Mann-Whitney para 
o reconhecimento de intensidade de colorações e realização de 
sua mensuração por densidade óptica. Para tanto, todas as ima-
gens capturadas foram armazenadas em 8-bits, o que permitiu a 
padronização da escala de semitons de 0 a 255 (escala de densi-
dade óptica - D.O.), sendo “0”, o valor estabelecido para a ausência 
de pigmentos (preto).

As variáveis também foram descritivamente analisadas em re-
lação ao valor mínimo de 95% de intervalo de confiança (p<0,05).
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RESULTADOS
A coloração em PAS foi capaz de evidenciar a presença dos 
proteoglicanos nas amostras dos diferentes grupos (Fig.2A 
e B). Entretanto, não foi observada diferença estatistica-
mente significante na avaliação da D.O. da coloração das 
cápsulas estudadas (Quadro 1 e Fig.3).

A coloração em picrosirius red evidenciou a presença de 
colágeno IV nas amostras (Fig.4 A e B), mas também não 
demonstrou diferença significativamente relevante quanto 
a D.O. das colorações das cápsulas dos diferentes grupos 
(Quadro 2 e Fig.5).

Quadro 1. Distribuição dos valores de densidade óptica 
quanto a coloração de PAS entre os grupos GC e GCD

		  Mínima	 Mediana	 Máxima	 Erro Padrão	 P<0,05

	 GC	 96,95	 129,4	 169,3	 8,11	 P = 0,2176
	 GCD	 116,5	 144,8	 168,4	 6,21

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

Fig.4. Amostras submetidas ao PSR (A)em um cão da raça Maltes 
de 11 anos do GC, e (B) em um cão da raça West Highland Whi-
te Terrier de 10 anos do GCD. Observa-se a cápsula corada na 
cor vermelha (PSR) evidenciando o colágeno IV.

Fig.5. Representação gráfica da análise da densidade óptica da 
técnica de PSR corado entre os grupos GC e GCD.

Quadro 2. Distribuição dos valores de densidade óptica 
quanto a coloração de PSR entre os grupos GC e GCD

		  Mínima	 Mediana	 Máxima	 Erro Padrão	 P<0,05

	 GC	 47,13	 61,25	 92,16	 5,93	 P = 0,1728
	 GCD	 10,74	 45,05	 87,33	 8,74

Fig.3. Representação gráfica da análise da densidade óptica da 
técnica de PAS corado entre os grupos GC e GCD.

DISCUSSÃO
A composição molecular das cápsulas 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 evolução rápida e acometimento bilateral 
(Beam et al. 1999, Safatle et al. 2000, Slatter 2005) e a cata-
rata hipermadura, de evolução lenta, progressiva e crônica 
(tardia) (Slatter 2005, Ofri 2008, Venkatesh et al. 2010).

Os resultados das análises realizadas neste estudo suge-
rem que a agressividade do metabolismo que ocorre na len-
te durante a diabete e a cronicidade de uma catarata com 3 
vezes mais tempo de evolução, como a hipermadura, sejam 
ou capazes de alterar a composição molecular da cápsula 
de maneira equivalente, ou não influam de maneira sig-
nificativa, já que ambos os grupos apresentaram cápsulas 
com a mesma composição molecular de proteoglicanos e 
colágeno IV. Se os resultados obtidos neste estudo for uma 
alteração, pode-se ainda sugerir que a correta fisiologia da 
cápsula e, por consequência, o metabolismo das células de 
seu epitélio anterior estejam comprometidas (Lebleu et al. 
2007, Hafter et al. 2013), o que supostamente diminuiria a 
incidência de opacidade da cápsula posterior de cães com 
cataratas deste tipo.

O uso do azul de tripano não foi capaz de causar altera-
ções evidenciáveis na composição molecular das cápsulas, 
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 já 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 alterações estruturais ocasionadas na lente por am-
bos os processos de formação destes tipos de cataratas e a 
uveíte facoinduzida, inflamação intraocular que pode ocor-
rer em qualquer momento durante seu curso de evolução, 
também poderiam deixar seqüelas importantes na morfo-
logia e composição molecular da lente (Basher & Roberts 
1995, Leasure et al. 2001, Gelatt 2003, Slatter 2005). Além 
disso, a escolha de cães idosos (média = 9,6 anos) e dia-
béticos, que são mais susceptíveis a apresentarem doenças 
oftálmicas (Leasure et al. 2001) e sistêmicas (Brasher & 
Roberts 1995, Landry et al. 2004, Slatter 2005), poderiam 
comprometer as amostras. Portanto, o estabelecimento 
de um critério de exclusão rigoroso permitiu com que as 
amostras estudadas fossem livres de quaisquer alterações 
importantes (que não 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 nú-
mero de animais recrutados para o estudo, mas, por outro 
lado, os incluídos certamente garantiram a confiabilidade 
necessária para sua conclusão.

A realização da técnica cirúrgica de FACO em cataratas 
hipermaduras ainda é a melhor opção cirúrgica, já que a 
lente pode apresentar alterações significativas em sua es-
trutura capazes de comprometer o sucesso cirúrgico (Davi-
dson et al. 1990). Venkatesh et al. (2010) observaram que 
a FACO em cataratas hipermaduras também são frequen-
temente realizadas em pacientes humanos atendidos na 
Índia, um país em desenvolvimento como o Brasil. Corro-
borando com Khanna et al. (2011), acreditamos que a jus-
tificativa de tal ocorrência, tanto pelos proprietários dos 
cães, quanto pelos pacientes humanos, seja o alto custo da 
cirurgia e a falta de profissionais habilitados nas diferentes 
regiões destes países.

As análises histoquímicas realizadas nas cápsulas co-
lhidas neste estudo demonstraram que não houve dife-
rença estatisticamente significante entre os grupos. Estu-
do realizado anteriormente em humanos evidenciou que 
há aumento na expressão de proteínas na membrana ex-
tracelular das cápsulas colhidas de pacientes diabéticos, 
quando comparados às colhidas de pacientes sadios que 
apresentavam apenas cataratas do tipo corticais, o que 
supostamente poderia alterar a composição dos proteo-
glicanos nessa estrutura e, por consequência, sua função 
nestes pacientes (Tiwari et al. 2014). Outros estudos refe-
rem que há uma maior produção de colágeno na presença 
de catarata e/ou diabete e que a alteração 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, não se 
observou diferença significante quanto ao aumento na 
expressão de proteínas (proteoglicanos) e/ou colágeno 
entre os grupos estudados. Isto provavelmente deveu-se a 
todas as amostras pertencerem a grupos doentes, ou seja, 
supostamente capazes de gerar alterações significativas à 
estrutura.

CONCLUSÕES
Os resultados das análises realizadas mostraram que 

ambas as amostras, tanto as provenientes das cataratas hi-
permaduras, quanto das diabéticas, apresentam semelhan-
te composição molecular de proteoglicanos e colágeno IV e 
isto independente da utilização de azul de tripano a 0,1%.

Sugere-se a realização de novos estudos, com diferentes 
fases de evolução da catarata, idade de aparecimento e a 
realização de outras formas de análises laboratoriais, com 
diferentes concentrações de azul de tripano e intervalos de 
tempo de contato do corante com as amostras. Além disso, 
o estudo da composição molecular da cápsula anterior de 
um grupo controle contribuiria de forma significativa na 
avaliação e graduação da intensidade das lesões nos grupos 
futuramente estudados.
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