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Resumo

Neste trabalho foi investigado através da Microscopia de Forga Atomica (MFA)
a topografia de tecidos oculares, dentre eles, cristalinos e corneas e doengas associadas.
O principal objetivo foi o desenvolvimento de metodologia apropriada para a caracteri-
zacao do cristalino para distintos estagios de maturacao da catarata. A metodologia foi
estendida para a avaliacao do sequestro de céornea e foram obtidas imagens para grupos
de tecidos sadios e com doenca. Foi obtida uma comparacao entre as imagens obtidas
com MFA e analise histologica. Por fim, confirmou-se a aplicabilidade do MFA para

caracterizagao estrutural de tecidos oculares mencionados.



Abstract

In this work it was investigated through Atomic Force Microscopy (AFM) the
topography of ocular tissues, crystalline lenses and corneal and associated pathologies.
The main objective is the improvement of an appropriated methodology to crystalline
lenses characterization and the distinct stages of cataract. The methodology was extended
to corneal sequestrum assessments and it was obtained images to groups of healthy and
diseased tissues. A comparison between the AFM and histological analysis was obtained.

The AFM applicability was confirmed to structural characterization of ocular tissues.
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Capitulo 1

Estado da Arte

A catarata, doenca que se caracteriza pela opacidade parcial ou total do cristalino,
representa a principal causa de cegueira reversivel no mundo, ver figura 1.1. Dados da
Organizac¢ao Mundial da Satide (OMS) indicam que a doenga atinge quase metade (48%)
da populagdo mundial com mais de 65 anos |1, 2|. Estima-se que no mundo 160 milhoes
de pessoas tenham a doenca. No Brasil sao 2 milhdes e surgem 120 mil novos casos ao
ano.

Com alta incidéncia também em animais, a catarata é uma patologia para a qual
nao ha cura. Uma vez diagnosticada, o tratamento é a intervencao cirurgica [3, 4]. No
caso de cirurgia de catarata em humanos, o cristalino afetado é substituido por uma lente
intra-ocular (LIO) com propriedades 6pticas e mecanicas similares ao cristalino original
[5, 6]. Em animais, a cirurgia envolve a retirada do cristalino acometido pela doenga,
através da cirurgia de extracdo extra-capsular (EEC) |7] e o preenchimento da cavidade
por solucao salina balanceada com propriedades similares ao humor aquoso [8]. A catarata
possui distintos estagios de evolucao [9, 10| e uma avaliagao detalhada destes foi realizada
com o uso de técnicas morfologicas a fim de estudar mudancgas intrinsecas da patologia,
além de avaliar como a doenga em seus distintos graus.

A catarata se caracteriza por ser a principal patologia cristalino, um tecido ocu-
lar cuja estrutura resume-se a camada epitelial, cortex e nucleo, como ilustrado na figura
1.2, sendo estas duas tltimas estruturas compostas por fibras alongadas cujas terminacoes

sao limitadas pela camada epitelial, formando camadas concéntricas [11, 12]. O crista-
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lino, bem como suas estruturas primarias, é descrito mais adiante, na secao de materiais
e métodos.

Tecidos oculares tém sido analisados por diversas técnicas devido a complexidade
das estruturas que os compoem e a incidéncia de patologias associadas as quais alteram
a composicao primaria dos tecidos, comprometendo suas fungoes épticas e fisioldgicas
[13, 14, 15, 16, 17|. Tecidos tais como a cornea, a esclera e o cristalino foram estudados
por distintas técnicas morfologicas, como a histologia, microscopia eletronica, entre outras,
a fim de caracterizar suas estruturas, além de avaliar as alteragoes ocorrentes devido &
incidéncia de patologias associadas a cada tipo de tecido [18, 19].

A histologia é a principal e mais antiga técnica morfoldgica, muito utilizada para
a caracterizacao de tecidos e células em geral. E necessaria uma preparacao dos tecidos
previamente para a observacao através do Microscopio Optico (MO) [20]. E muito uti-
lizada atualmente, entretanto apresenta a desvantagem de ser demorada devido as vérias
etapas de preparacao as quais o tecido deve ser submetido. Mesmo assim, a histologia tem
ampla aplicagdo em diversas areas, tais como a bioquimica e fisiologia, fornecendo dados
para a compreensao de fendmenos patologicos e suas causas |20, 21]. Neste estudo, a his-
tologia foi utilizada como uma técnica complementar para a comparagao com as imagens
obtidas por outras técnicas morfolégicas, bem como a comprovacao dos resultados.

Além da MO, publicagoes seguintes apresentaram a microscopia eletréonica como
uma técnica em potencial para a avaliagao morfologica. Muitos estudos utilizando tecidos
oculares foram realizados através da microscopia eletronica [17, 22, 23]. Avalia¢oes mor-
fologicas foram realizadas em diversas pesquisas com o cristalino sadio e acometido com
catarata em diversos graus |24, 25, 26, 27, 28|, além de outros tecidos oculares tais como a
cornea e a esclera [29]. Entretanto, a técnica de microscopia eletronica exige preparagoes
prévias do tecido, as quais despendem tempo devido as preparacoes necessarias, ja que
o equipamento tem seu funcionamento em vacuo, a fim de que o feixe eletronico interaja
com a amostra sem a interferéncia de outras particulas no ambiente da medida [30, 31]. A
microscopia eletronica exige que a amostra seja entao preparada para suportar o vacuo e
a interacao eletronica, sendo devidamente desidratada, preenchida com material eletron-

icamente denso e a superficie recoberta com substancia condutora
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Figura 1.1: A funcao do cristalino é focalizar a luz dos objetos na retina, tornado-os
nitidos. Quando acometido pela catarata, alteragoes no tecido do cristalino passam a
atuar como centros espalhadores de luz, prejudicando a visao e podendo levar a cegueira

total.
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Figura 1.2: Sistema ocular e suas principais estruturas.

Apesar da disponibilidade das vérias técnicas morfologico-estruturais capazes
de analisar tecidos em escalas micrométricas e sub-micrométricas, limitacoes inerentes as
técnicas sao ainda presentes dificultando o processo de caracterizacao das patogenias. O
cristalino enquadra-se neste caso, além de sua extensao dimensional, a propria opacidade
presente com a catarata dificulta ainda mais a identificacao exata da posicao, distribuicao
e tamanho dos centros espalhadores causadores da perda de transparéncia. Quanto mais
simples e céleres os processos de preparacao dos tecidos para analise, maiores as possibil-
idades de estabelecer correlacoes estatisticas entre as alteragoes dos tecidos e os fatores
de causa da patologia.

Uma alternativa para analise ¢ o uso de imagens de raios X. Devido ao curto
comprimento de onda dessa radiagao eletromagnética, comparado ao da luz visivel, ela
sofre um espalhamento muito pequeno ao ser transmitida pelo tecido, possibilitando assim
caracterizar a ocorréncia de alteracoes distintas em toda a extensao do cristalino, como

pode ser visto nas imagens mostradas na figura 1.3. Porém, como a resolucao das imagens
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de raios X é da ordem de dezenas de micrometros, permanece ainda a necessidade de uma
analise em maior resolucao da natureza intrinseca das distintas alteragoes presentes nos

tecidos acometidos pela catarata.

Figura 1.3: Imagens de cristalinos inteiros (dimensoes de aproximadamente 2 cm de
diametro), obtidas por radiografia de raios X de luz Sincrotron. Presenca de célcio (se-
tas brancas) na regiao cortical sdo presentes na maioria dos casos de catarata parcial,
enquanto que fissuras radiais (setas pretas) devido & compactacao de fibras celulares sao
observadas nos casos de catarata total independentemente da ocorréncia da presenca de

célcio. Veja referéncia [34| para maiores detalhes.

A microscopia de forga atémica (MFA) apresentou-se como uma técnica em
potencial utilizada para a caracterizacao morfologica de tecidos bioldgicos, segundo pub-
licagbes. A técnica foi desenvolvida em 1986 inicialmente para as ciéncias dos materiais
e tratando-se de um equipamento pertencente a familia dos microscopios os quais se uti-
lizam de uma ponta para gerar a imagem da amostra, sem o uso de lentes [35]. Ao longo
dos anos, o MFA foi se tornando mais utilizado na area de ciéncias biologicas, ja que

a técnica permite a obtencao de imagens topograficas tridimensionais de materiais nao
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condutores e sem o uso do vicuo durante a observagao, ou seja, as imagens podem ser
geradas em condigoes fisioldgicas e em temperatura ambiente. Tal fato possibilitou muitos
biologos e especialistas da area a utilizar o MFA no estudo de amostras biologicas, gerando
trabalhos publicados os quais introduziram avancos na area biologica com a utilizacao do
equipamento [36, 37, 38|.

Alguns autores apresentaram resultados de pesquisa com o uso do MFA para
tecidos oculares tais como a cérnea e esclera, tais resultados apresentaram-se claramente
compativeis com analise histologicas previamente preparadas. Avaliacoes estruturais de
fibrilas de colageno da cornea e esclera foram realizadas através da microscopia eletronica
de transmissao (MET) e varredura (MEV) [3, 4, 18|, além do MFA, este ultimo ofereceu
diversas vantagens quanto a analise, tais como resolu¢ao molecular, minima preparacao de
amostras, sem necessidade de recobrimento metalico como para MET ou MEV. O MFA
também apresentou informacoes quantitativas acerca da altura e largura das amostras.

Em geral, as contribuicoes do MFA para o estudo de amostras biologicas sao
ressaltadas ao se comparar o seu custo-beneficio com o de técnicas mais consagradas, ou
seja, uma comparacao da viabilidade da preparacao de amostras versus a qualidade dos
resultados apresentam o MFA como uma técnica em potencial para avaliacao topogréfica
de amostras biologicas.

O MFA, além de gerar imagens acerca da topografia da amostra, também fornece
valores sobre as propriedades mecéanicas das amostras avaliadas. A técnica de microscopia
de for¢a modulada (MFM) permite a aquisigao do modulo de elasticidade, possibilitando
assim a avalia¢do da elasticidade do tecido [39, 40, 41, 42, 43]. O MFM é uma técnica per-
tencente a familia do MFA com alteracao apenas de um dos componentes do equipamento.
Os resultados obtidos com a técnica de MFM permitem comparar alteragoes nos valores
do modulo de elasticidade, ou seja, valores ligados a propriedades mecanicas, em tecidos
sadios e tecidos acometidos pela catarata em seus diversos graus. Contudo, propriedades
mecanicas podem ser afetadas de modo impar pelo método empregado na preparagao
das amostras, por esta razao, o presente estudo se concentra na obtencao de informacoes
morfolégico-estruturais do cristalino.

Além do objeto de estudo cristalino, outro tecido pertencente ao sistema ocu-
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lar, a cornea felina, também foi envolvido neste estudo. O tecido da cérnea é a primeira
estrutura da regiao anterior do sistema ocular, trata-se de um tecido fino, transparente,
composto por camadas. A alta incidéncia da patologia associada a cornea felina: seques-
tro de cornea, foi considerada para a realizacao do estudo com este tecido, o que levou a
realizar medidas topograficas com distintas técnicas, além de avaliar as mudangas ocorri-
das na cornea devido & incidéncia patologica [44]. O sequestro de cornea corresponde a
uma doenga ocorrente tipicamente em felinos e caracteriza-se pela descoloracao em tons
amarronzados ou negros levando & perda da acuidade visual sendo o tratamento, nos
estagios mais avangados da doenga, a intervencao cirturgica [17].

Desta forma, o MFA apresenta-se como uma ferramenta em potencial para
avaliagao estrutural de tecidos biologicos e no auxilio ao diagnoéstico de possiveis patologias

relacionadas aos tecidos avaliados.



Capitulo 2
Objetivos

O objetivo geral desta pesquisa é investigar a viabilidade do MFA para tecidos
oculares de forma mais célere e com maior resolucao espacial e utilizd-la como meio de
avaliacao de tecidos, sejam eles sadios ou acometidos com alguma patologia além de
desenvolver /aprimorar metodologias de preparagao de amostras.

A avaliacao estrutural dos tecidos oculares, na maioria das vezes, se trata de um
fato que despende tempo e requer preparacao do tecido concretizada em varias etapas min-
uciosas de uma série de procedimentos. Na analise histologica e microscopia eletronica o
tecido é preparado em diversas etapas para ser observado. Ja a MFA permite a observagao
tanto de tecidos biologicos previamente preparados, como de tecidos bioldgicos somente
fixados.

O MFA é essencialmente uma técnica de andlise topografica da amostra. Uma
superficie idealmente plana produziria desta forma, imagens sem contrastes. O estudo
de tecidos biolégicos em geral através do MFA requer um processo de preparacao das
amostras que evidencie detalhes morfologico-estruturais dos tecidos em observacao, desta
forma, o processo de preparacao e corte torna-se um fator importante. A investigacao das
respostas obtidas através de processos distintos de corte dos tecidos faz parte do escopo
geral deste estudo.

O cristalino, como mencionado anteriormente, exibe estruturas de fibras dis-
postas em camadas. A possibilidade de avaliar a organizacao e as dimensoes estruturais

no cortex e nacleo do cristalino com a MFA é, portanto o primeiro desafio. Os valores

13
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assim determinados, e posteriormente confirmados pela analise histologica servirao como
referéncia para o estudo com os tecidos acometidos pela catarata, permitindo-se tracar
uma relacao entre a disposicao das fibras e as alteragoes nas propriedades Opticas dos
cristalinos com distintos graus da patologia.

A pesquisa também se estendeu para o estudo da coérnea, com as mesmas técnicas
morfologicas. Neste caso, corneas felinas foram avaliadas através de técnicas histologicas
e do MFA a fim de se estender o uso do equipamento de pesquisa para outros tipos de
tecido, com estrutura completamente distinta do cristalino, e avaliar eventuais alteracoes

no tecido devido a incidéncia de certas patologias.



Capitulo 3

Materiais e Métodos

Nesta se¢ao estao descritos, de forma geral, os tecidos estudados neste trabalho,
bem como as estruturas que os compoem e suas respectivas fungoes. As técnicas utilizadas

e o funcionamento dos equipamentos também aqui sao detalhados.

3.1 Cristalino: A lente natural do olho

O cristalino do olho corresponde a um tecido nao usual, devido a auséncia de
suprimento sanguineo ou nervoso além de nao estar em contato celular com qualquer outro
tecido [45]. Trata-se de um tecido com concentragao altamente protéica, aproximadamente
33%. E opticamente denso, flexivel e esta localizado entre a superficie fixa primaria
refrativa da coérnea. Possui duas principais propriedades 6pticas - a transparéncia e o
poder refrativo, essenciais para sua funcionalidade. Opticamente denso e maleéavel, o
cristalino possui duas fungoes fundamentais: transmitir e focalizar a luz na retina [45].

O cristalino se localiza na regiao anterior do olho, suspenso atras da iris ra-
dialmente pela zoénula preso aos musculos ciliares. O corpo ciliar engloba a lente e
é aproximadamente triangular em sua secgao transversal, ele forma um anel separado
aproximadamente concéntrico com o cristalino, sendo preso anteriormente pela esclera e
posteriormente pela Ora Serrata [45]. A acomodag@o do cristalino, isto é, a deformagao
do tecido necessaria de forma a mudar sua curvatura para focalizagdo da luz na retina,

procede pelo movimento do misculo ciliar, este se contrai fazendo com que o corpo se

15
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torne inchado na diregao radial [46], reduzindo o anel ciliar pelas zonulas e, desta forma,
permitindo o melhor estado de acomodagao para o cristalino [47, 48|. O relaxamento do
miusculo ciliar causa um achatamento da lente, proprio para a distancia focal requerida

23, 49].

Capsula

Epitélio

Sutura

Nucleo

Figura 3.1: Esquema tridimensional do cristalino, indicando as estruturas inerentes ao
tecido. As imagens ilustradas no esquema representam as imagens geradas através do

MFA.

A macroestrutura do cristalino corresponde & capsula, camada epitelial, cortex
e nucleo, os dois ultimos formados por células fibrosas [50]. A cépsula consiste em uma
espessa membrana basal altamente elastica, secretada pelas células epiteliais da lente e
engloba os elementos celulares do tecido [51]. No interior desta bolsa estrutural estao
localizadas as fibras, as quais sao chamadas assim, pois tém comprimento maior e nao
se constituem mais como células, elas correspondem a células epiteliais alongadas que
perderam seus niicleos e outras organelas [52]. A camada epitelial localizada na regiao

anterior do cristalino, ver figura 3.2, correspondem as verdadeira células do tecido, uma vez
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que sao as responsaveis pela producgao de novas fibras do tecido de modo que continuam se
dividindo ao longo da vida [53]. J& o nticleo do cristalino é constituido por fibras primarias,
ou seja, fibras mais antigas produzidas pelo epitélio. As fibras novas quando produzidas
alocam-se em camadas ao redor das primarias, como a estrutura de uma cebola, compondo

o cortex [54].

Figura 3.2: Esquema tridimensional do cristalino, indicando as regioes do tecido: poélo
anterior, cuja posicao é referida devido a presenca da camada epitelial; polo posterior, na

qual capsula e fibras estao em contato e equador.

Responsavel por englobar o contetido do cristalino, a capsula, consiste em uma
membrana basal especializada que cerca o contetido do cristalino e serve de suporte para
o anexamento das células epiteliais, ela também proporciona uma forma de ancoramento
estavel para as zonulas, corpos filamentosos que suspendem o cristalino e permite sua
acomodagao [55]. Um estudo com MFA revelou a estrutura laminar da céapsula, sendo
cada lamina correspondente a folhas de filamento de colageno [56], principalmente do
colageno tipo IV. Este tipo de coldgeno possui um importante papel na formagao de uma
rede molecular tridimensional e resiliente [57]. Do ponto de vista mecénico, a capsula
pode ser considerada uma rede de coldgeno tridimensional embebida em uma matriz,
sendo seu comportamento elastico nao s6 determinado pelos componentes da estrutura,
mas também pelos padroes geométrico e de deformagao [58].

A capsula continua a se desenvolver ao longo da vida, crescendo em espessura na

regiao anterior e aumentando a area da superficie de forma a se ajustar ao crescente volume



CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS 18

Fibras zonulares proximas a capsula

Capsula
Epitélio (zona de transi¢cao)
Fibras
.
|y g, - - o -

Figura 3.3: Microscopia de luz da lente humana. As principais estruturas sao indicadas

[45].

do contetido do cristalino. A capsula anterior é produto do tecido epitelial, portanto
refletindo a atividade das células epiteliais, as quais sofrem mudancas morfologicas com
a idade [59]. Ja o crescimento da capsula posterior ndo ¢ completamente entendido,
algumas publicacoes sugerem que seu crescimento é cessado nos primeiros instantes apos
o nascimento [60].

O epitélio é uma monocamada de células que cobre a face anterior do cristalino,
localizada entre as fibras e a capsula. E dividida em epitélio central, composto por células
que nao se dividem; zona germinativa, representada pelas células que sofrem divisao e o
epitélio equatorial, que representa as células em fase de diferenciacao na forma de fibras
[61], ver imagem 3.4. Durante a diferenciagao, as células perdem seus ntucleos e tornam-se
mais alongadas [52]. Como mencionado anteriormente, o epitélio também da origem a
membrana basal da capsula.

Além da sintese da membrana protéica e das fibras que compoem o cristalino,
o epitélio tem fungao de transporte e secre¢ao de substancias através da capsula [62]. As

células do epitélio possuem interdigitacoes umas com as outras associadas a jungoes gap
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Epitélio central

> Zona
T germinativa

D
L ] \I". '!
1. Fona equatorial

Figura 3.4: Esquema simplificado da regiao anterior do cristalino, nota-se as trés regioes
da camada epitelial: células quiescentes da zona central, células em divisao da zona ger-

minativa e células em diferenciagdo da zona equatorial [61].

e desossomos, que nao s6 permitem que as células sejam mantidas juntas, mas também a
excelente comunicacao entre elas |63, 64].

Estudos das taxas relativas de transporte de nutrientes entre as superficies
anterior e posterior do cristalino levaram ao modelo de bomba sodio/potéssio/ATPase
para o transporte de substancias vide figura 3.5. Segundo este modelo, a dindmica do
transporte através do epitélio para o humor aquoso cria um gradiente de fons de Na*t
e K™ no cristalino com altos niveis de K na regiao anterior e altos niveis de Na™ na
regiao posterior. O epitélio trabalha entao para manter a baixa concentracao de sédio,
bombeando K e entdo extrudindo Na™ [61], ver figura 3.5. Existe também uma bomba

de célcio/ ATPase, responsavel por manter o nivel de Ca®" baixo dentro do cristalino [45].

BOMBA
SODI0-POTASSIO

R

K+
MEMBRANA g
L) N e
Na+ §

CITOPLASMA

Meia interno

Figura 3.5: Esquema simplificado do funcionamento da bomba de s6dio/potassio [65].

A grande massa do cristalino corresponde as fibras, compondo o cértex e o niicleo

do tecido [66]. As fibras sao geradas a partir das células do epitélio e diferenciadas na sua
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regiao equatorial, onde se alongam e perdem a maior parte das organelas [45]. As fibras que
compoem o nicleo do cristalino correspondem as primarias, do inicio do desenvolvimento
embrionario, cercadas pelas fibras secundarias [66], que sdo aquelas diferenciadas na zona
equatorial do epitélio.

Assim que as fibras secundérias sao alongadas, suas extremidades anteriores
sao insinuadas entre o epitélio e o nucleo, enquanto que suas terminagoes posteriores,
insinuadas entre a capsula e a massa de fibras priméarias (ntucleo). O cristalino continua
seu crescimento ao longo da vida, desta maneira, camadas de fibras secundarias sao adi-
cionadas aquela massa ja existente de fibras de forma que a terminagao anterior desta
nova fibra insinua-se entre o epitélio e a camada anterior das fibras formadas, enquanto
que sua terminacgao posterior se insinua entre a capsula e a camada anterior das fibras
[66].

A maturacao das fibras secundarias é completa quando elas se destacam do
epitélio e da capsula, subsequentemente juntando-se com outra nova camada de fibras
maduras para formar as suturas do cristalino [52]. A sutura é a regiao do cristalino na
qual as fibras se encontram, seu formato varia de acordo com a espécie. Suturas em forma
de linha sao presentes em anfibios, ja as suturas em forma de Y, ver figura 3.6, em coelhos,

caninos, felinos, porcos, ovinos e bovinos. Em primatas, as suturas sao de forma de estrela

167].

Figura 3.6: Esquema representativo da formagao das fibras do cristalino e a sutura em

forma de Y [67].

Fibras corticais sao finas, bastante longas e hexagonais em corte transversal,
sendo mais largas e grossas na regiao que cruzam o equador. Em camadas mais profundas

do cortex, as membranas podem ser altamente entrelacadas e as fibras bem finas, nao
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mostrando a natureza hexagonal das fibras claramente [45]. Jungoes gap também sdo
encontradas entre as fibras, as quais permitem comunicacao metabolica através do tecido,
tais jungoes sao diferentes daquelas encontradas na camada epitelial, sao maiores e com
menores conexoes. A combinacao de proteinas destas conexoes existentes nas fibras sao
tnicas ao cristalino [68].

Trés tipos de superficie de juncao das fibras foram observados através de MEV.
O primeiro tipo corresponde ao de processo de engrenagem ao longo das seis arestas das
fibras, que parecem aderir fibras adjacentes, um processo mais comum &areas mais profun-
das do cortex e niicleo e em areas onde o cristalino muda sua forma para se acomodar. O
segundo tipo de superficie de jungao ocorre nas faces laterais das fibras chamada de jungao
bola-soquete, ocorre em maior parte no cortex da zona equatorial do cristalino, onde as
forgas zonulares sdo maiores [45]. O terceiro tipo de superficie de junc¢ao é o padrao do
sulco-lingueta, observado por especialistas através do MEV, ver figura 3.7. Este padrao
corresponde a pequenas estruturas enviesadas sobre as fibras. Nao h& uma explicagao
clara acerca da funcao destas estruturas, entretanto, especialistas da area acreditam que
o padrao exista a fim de se evitar o deslizamento entre as camadas de fibras durante as
mudancas lenticulares, este padrao ¢ mais comum no cortex mais profundo e ntcleo do
cristalino [45].

Todas as células nao musculares pertencente aos mamiferos possuem um cito-
esqueleto, a parte da celular que como o nome sugere, gera o suporte interno e estrutura
para a célula. As fibras também possuem um citoesqueleto, formado por varios filamentos
citoplasmaéticos que constituem uma rede ancorada na membrana plasmatica. O citoes-
queleto e as membranas celulares das fibras interagem de certa forma com o cristalino,
possivelmente para controlar sua distribuigao (essencial para a transparéncia) e orientagao
[45].

Energia é requerida para todos os processos ativos essenciais para o crescimento
e manutencao da transparéncia como na divisao celular, transporte de metabélitos e
produtos de excrecao. O cristalino por sua vez corresponde a um tecido menos ativo
comparado com outros tecidos do organismo. A camada epitelial é a parte mais ativa

metabolicamente da lente, enquanto o desenvolvimento superficial das fibras corresponde
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Figura 3.7: Padrao do sulco-lingueta observado através de microscopia eletronica de var-
redura das fibras [45]. A figura apresenta um campo de aproximadamente 8m de largura,
ja as fibras representadas na imagem correspondem aquelas constituintes do cortex pro-

fundo.

a parte menos ativa. As fibras mais profundas do cortex e niicleo sao relativamente
inativas [45]. As lentes estudadas neste trabalho correspondem a de mamiferos, e o caso
particular de caes da raga poodle. Em tal raca a incidéncia da patologia associada ao
tecido do cristalino é maior, sendo esta diagnosticada em diversos estagios da doenca.

As lentes de caes possuem um volume de aproximadamente 0,5ml, sec¢ao transver-
sal de Tmm e secgao longitudinal variando entre 9 e 11,5mm dependendo do tamanho do

animal [9].

Transparéncia do cristalino

A transparéncia da lente é devido a sua homogeneidade 6ptica. A lente é essen-
cialmente celular e as células geralmente nao sao transparentes a luz devido a absorcao e
espalhamento. A luz é espalhada pela maior parte dos constituintes de uma celular normal
incluindo as paredes celulares, o citoesqueleto e as organelas dentro do citoplasma.

No cristalino, as fibras se arranjam em camadas, cada uma aproximadamente

perpendicular & entrada de luz no olho, existindo apenas um pequeno espaco extracelular
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para interromper a linha retilinea da luz, desta forma a luz é espalhada devido a mem-
branas plasmaticas, apesar de a sua presenca ser minima. As fibras tém poucas organelas
para espalhar ou absorver a luz e aquelas que permanecem imaturas nas fibras sao con-
finadas nas regioes equatoriais, mascaradas pela iris. A luz também é pouco espalhada
pelo citoplasma de uma fibra normal e suas proteinas soluveis [67].

Portanto a transparéncia ocorre devido a homogeneidade 6ptica das fibras da
lente, da forma como elas estao ordenadas e da presenca e posi¢ao das organelas. Outro
fator da transparéncia esté ligado a presenca e distribui¢ao uniforme das proteinas soltaveis
pressentes no citoplasma [67]. O citoesqueleto tem um importante papel na manutengao

da distribui¢ao uniforme e no empacotamento das proteinas soluveis [69].

3.1.1 Catarata: Principal patologia associada a lente

A opacidade do cristalino, decorrente de qualquer causa, é em geral denominada
catarata. O termo catarata vem da palavra grega katarraktes (queda da &gua, catarata)
porque antigamente acreditava-se que a catarata era um fluido congelado do cérebro que
fluira para a parte frontal do cristalino [70]. A patologia pode ser diagnosticada em seus
distintos graus. Nos estagios iniciais da doenca, a presenca de aglomerados de opacidade
distribuidos pelo tecido podem ser observados [71], no entanto, apresentando ainda a
possibilidade de visao. Ja nos estagios mais avancados, a opacidade passa a dominar
quase toda extensao do tecido, comprometendo a visao de modo irreversivel.

As causas da doenca sao variadas, entre os principais fatores causadores estao:
agregacao de proteinas, disfungoes metabodlicas, algum tipo de estresse osmotico, efeito
secundarios de algumas doencas, fatores genéticos, lesdes, exposicao a radiagao ou raios
ultravioletas e toxinas [70].

O actmulo de produtos resultantes de metabolismos alterados das fibras gera
uma acidificacao do tecido, fazendo com que as fibras se desidratem. Isso leva por conse-
quéncia a solidificacao das proteinas intracelulares e, desta forma, causando a opacidade
permanente do cristalino [70].

Outro fator contribuinte para a formagao de tipos de catarata esta ligado desreg-

ularidade dos niveis de céalcio no tecido. Apesar da formagao da calcificagdo ser um dos
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causadores da patologia, seu processo ainda nao é completamente entendido |72]. Tra-
balhos anteriores mostraram as alteracoes dos niveis de minerais em tecidos com e sem
catarata |74]. Observou-se que os niveis de calcio e sodio nos cristalinos com catarata
apresentaram aumento significativo em relagao aos cristalinos sadios, visto que a catarata
esté associada a alteragoes da bomba sodio/potéssio das células epiteliais [61].

A patologia pode ser classificada em termos clinicos de acordo com a etiologia,
idade, localizacao no tecido, formato e estédgio de desenvolvimento. Etiologicamente, a
catarata pode ser categorizada como hereditaria ou adquirida, a tltima por motivos tais
como traumas, agentes toxicos, outras doencas oftalmoldgicas, medicamentos, radiacao
e fatores secundarios de algumas doencas, tais como diabete mellitus. Quanto & idade,
pode ser denominada congénita, juvenil ou senil. As cataratas senis ocorrem geralmente
na regiao nuclear do tecido [9, 70].

Classificada de acordo com a regiao da incidéncia patologica, ela pode ser cor-
tical, cuja causa esta, na maior parte dos casos, associada aos desequilibrios eletrolitico e
osmotico; ou nuclear, quando devido a modificagoes protéicas. Ou ainda, se classificadas
quanto a regiao, sendo: capsular, sub-capsular, zonular, polar, axial ou equatorial. Ou a
forma: radiada, cuneiforme, em fissura, em roseta, punctata, pulverulenta [9].

A classificagao por estégio de desenvolvimento é a mais utilizada. Tal carac-
terizagao esta associada ao reflexo tapetal bloqueado pela incidéncia da doenca. A zona
tapetal ou tapetum lucidum é uma regiao da retina localizada superiormente que aumenta
a capacidade dos caes em detectar objetos na penumbra por possuir pigmentos reflexivos,
o reflexo colorido observado nos olhos dos caes e gatos a noite ou em fotografias [9].

A catarata incipiente se caracteriza como estagio inicial da doenga, a opacidade
ocupa entre 10 a 15% do tecido, acometendo a regiao cortical e sub-capsular na maior parte
das vezes e nao comprometendo o reflexo tapetal. Na fase imatura, a opacidade é maior
em relacao a classificagao anterior, e desta vez, j& comprometendo parcialmente o reflexo
tapetal. Quando matura, a catarata apresenta opacidade total, bloqueando totalmente
o reflexo tapetal. A catarata hipermatura caracteriza o ultimo estagio, apresentando o
aspecto brilhante e acomete as regioes do niicleo, cortex e capsula. Neste tultimo estagio,

podem ocorrer centros de reabsorc¢ao, isto é, regioes do tecido que apresentam novamente
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certa transparéncia [9, 70].

Figura 3.8: Casos de catarata canina em diferentes estagios de desenvolvimento da doenga.

A progressao da catarata pode ocorrer de forma lenta ou célere, podendo esta-
cionar. Nao existe um tratamento especifico para o controle de progressao da doenca.

O tratamento para a catarata ocorre por meio de intervencao cirurgica, apenas,
na qual o tecido é removido. A cirurgia pode ser intracapsular ou extracapsular. Em 1746,
J. Daviel realizou a primeira extragao extra-capsular de catarata, removendo o contetido
do cristalino através de uma incisao inferior. Em 1866, A. Von Graefe realizou a primeira
remocao de catarata através de uma incisao superior com capsulotomia [70]. Em humanos,
a extracao intra-capsular era o método mais indicado, até meados dos anos 80. Hoje este
tipo de extragao é apenas usado para sub-luxagao ou deslocamento do cristalino, neste
método, o tecido inteiro é congelado em sua capsula com uma crio-lamina e o cristalino
¢ removido do olho através de uma incisdo superior na cérnea [70]. Na extracdo extra-
capsular, a capsula anterior é aberta, entao apenas o cortex e o nicleo do cristalino sao
removidos, a capsula posterior e a zonula de suspensao permanecem intactas, o que prove
uma base estavel para a implanta¢do da lente intra-ocular (LIO) na cAmara posterior.
Atualmente para cirurgia de catarata em humanos, a facoemulsifica¢do (emulsificagao e
aspiragao do nucleo do cristalino com agulha ultra-sonica de alta frequéncia) é a técnica
mais indicada. Entao o cortex e nucleo sao removidos pela succao com aspiracao. A

capsula posterior ¢ entao polida e a lente LIO ¢é implantada na capsula vazia |70].
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3.2 OQOutros tecidos oculares: Cornea

Investigagoes anteriores também designaram o uso do MFA para avaliagoes de
outros tecidos oculares e sua patologias associadas. Neste caso, também foram investi-
gadas, além do cristalino, as corneas felinas. Algumas investigagoes prévias realizadas
com cornea, identificaram caracteristicas estruturais peculiares aos tecidos sadios e enfer-
mos, avaliando, desta forma, as alteracoes estruturais devido a incidéncia do sequestro.
Esta patologia, como mencionado anteriormente, se caracteriza como uma alteracao da
coloracao do tecido e trata-se de uma enfermidade comum aos felinos, entretanto sua
causa nao é totalmente conhecida [76].

A cornea se caracteriza por ser o tecido de interface entre o organismo e o meio
externo e corresponde a um tecido transparente e limpido, composto por células organi-
zadas e proteinas, tipicamente fibrilas de colageno. Assim como o cristalino, a cérnea nao
possui vasos sanguineos, entretanto ela é nutrida pelas lagrimas e pelo humor aquoso, o
qual preenche a camara localizada atras da cérnea. Para o seu perfeito funcionamento,
a cornea e suas camadas que a compoes devem estar livres de nuvens e regioes opacas,
ela deve permanecer sempre transparente para transmitir a luz corretamente. O tecido
da cornea felina é composto por cinco camadas: o epitélio, a membrana basal, o estroma
corneal, a membrana de Descemet e o endotélio [76]. A imagem da figura 3.9 ilustra uma
cornea saudavel de felino.

O epitélio da cornea corresponde a camada mais externa, possui aproximada-
mente 10% da espessura da cornea e é provido com alta capacidade de regeneracdo. E
constituido por mais quatro a seis camadas de células epiteliais escamosas estratificadas e
nao queratinizadas [76]. As células correspondentes as camadas mais profundas sao do tipo
colunares. Conforme estas células vao se reproduzindo através de atividade mitogénica,
estas vao se tornando estratificadas e ocupando o espaco das células mais antigas, ou seja,
mais superficiais, que por sua vez, passam a descamar.

A principal funcao do epitélio esta ligada a protecao contra corpos estranhos,
esta funciona como uma barreira que impede a saida de liquidos e a entradas de microor-

ganismos. A regiao epitelial da cérnea felina é constituida por células microvilosas, as
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Figura 3.9: Diagrama representando uma secgao transversal de uma cérnea saudével felina

e suas estruturas correspondentes.

quais possuem a funcao de manter a estabilidade, espalhar e garantir a aderéncia do filme
lacrimal no plano ocular a fim de preservar a regularidade da superficie do sistema 6ptico
[19]. As células epiteliais sao altamente aderentes umas as outras ¢ apresentam bordas
bem definas, s@o visiveis através de microscopia de alta resolu¢do. As micro-projecoes,
isto é, particulas salientes com dimensao aproximada de 500nm, elas tém a funcao de
aumentar a estabilidade na interface entre o filme lacrimal e o proprio tecido epitelial a
fim de garantir a estabilidade 6ptica, além de aumentar a area de superficie de contato fa-
cilitando a passagem intra e extracelular das moléculas (produtos de nutrigao e excregao)
através das membranas celulares [19].

A topografia da superficie com interface com o epitélio, ou seja, o estroma
anterior, revela as propriedades fundamentais das células epiteliais, tais como a adesao,
migragao, proliferacao e diferenciagao.

A regiao estromal da cornea representa cerca de 90% do tecido corneano e é
composta basicamente por fibras coldgeno do tipo I. Os fibrécitos sao células de forma
ovoide ou irregular e na cornea aparecem em grupos de duas ou mais células entre as fibrilas
de colageno. Os fibroblastos sao estruturas celulares constituintes do tecido conjuntivo e

sua funcao consiste em produzir fibras estruturais, ou seja, sintetizam a matriz extracelular
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do tecido conjuntivo. Quando amadurece se transforma em fibrocitos. Sao responsaveis
pela producao de fibras colageno tipo I, substancia intracelular e origina células de outros
tecidos conjuntivos e responsaveis pela regeneracao [76].

A membrana de Descemet, terceira camada que constitui a coérnea, é formada
a partir do endotélio, ela reveste toda a superficie do estroma que é composta por uma
camada anterior perto a ele e uma camada posterior proxima a tltima camada, o endotélio,
o qual ¢ formado por células hexagonais as quais formam o mosaico endotelial. Esta
camada é fundamental para manter a transparéncia e organizagao das camadas da cérnea
evitando-se o edema corneano.

As alteracoes devido a instauracao da patologia em especificas estruturas con-

stituintes da cérnea sao descritas na proxima sec¢ao.

3.2.1 Sequestro de cérnea

O sequestro de cornea corresponde a patologia ocorrente tipicamente em felinos.
Caracteriza-se pela coloragao amarronzada ou negra de regioes afetadas da cornea, na qual
a necrose do estroma ocorre. A causa exata da doenga ainda é desconhecida, entretanto
o aparecimento do sequestro é geralmente associado a traumas corneanos, sindrome do
olho seco e ou infec¢ao pelo virus do herpes felino [76]. A lesdo gerada pela doenga tem
coloracao escura e se mostra como uma placa oval ou disforme e frequentemente nasce
acima da superficie da cornea [44].

A doencga nao esté associada ao sexo e geralmente aparece em felinos adultos,
entretanto sua presenca em algumas ragas é mais frequente que em outras. Gatos da
raca persa, siamés e himalaia apresentam mais incidéncia da doenca em comparacao com
gatos de outras ragas |77, 78]. A genética destas racgas pode nao ser o principal fator da
incidéncia do sequestro, porém muitos fatores compartilhados por estas ragas podem levar
a predisposigao ao sequestro |77].

Em alguns casos a doenga apresenta uma opacidade confinada no estroma, nao
mostrando sinais de desconforto. Entretanto, o sequestro geralmente progride e se torna
mais denso, adquirindo bordas e iniciando o processo de extrusao, gerando a perda do

epitélio. Especialistas classificam o sequestro de coérnea de acordo com a coloragao e



CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS 29

L4

. %= W Sequestro de
cornea

Figura 3.10: Felino com a cornea acometida pela patologia no estagio inicial, tipo II.

progressao da doencga. O sequestro tipo I é dado como o mais escuro e sobressalente,
necessitando frequentemente de intervengao cirdrgica; enquanto que o sequestro tipo II é
caracterizado como uma lesao mais clara, no tom ambar, coberta por um epitélio intacto,
porém degenerado.

O tratamento do sequestro em gato geralmente é através de cirurgias. Alguns
casos podem ser tratados com antibidticos e lubrificantes oculares, ja os casos com extrusao
tém a chance de serem cirurgicamente removidos, encurtando o curso da doenca. O
sequestro superficial pode ser tratado com queratectomia superficial, a cornea felina possui
aproximadamente 0,6mm de espessura e alguns cirurgioes recomendam que a dissecagao
na cornea seja aprofundada em até 0,3mm dentro do risco. Poés-cirurgicamente, alguns
sequestros podem requerer o uso de antibioticos e lubrificantes oculares para uma cura
satisfatoria. Sequestros mais profundos requerem uma dissecagao mais agressiva, podendo

necessitar de um transplante de conjuntiva |76].

3.3 Analise histolégica

A histologia (do grego, hydton, tecido e logo, estudo) trata-se do estudo dos

tecidos, sua estrutura e condigao e teve inicio com desenvolvimento dos microscopios
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opticos (MO) e de técnicas para preparo de material biologico, tornando-o adequado
para exame [20]. Para se tornar possivel a avaliagdo das estruturas através da MO, as
amostras devem ser preparadas. Esta preparacao deve ser realizada em etapas, passando

por fixacao, inclusao em parafina e, por fim, a coloragao.

Fixagao com Formol e Coloragao com Hematoxilina e Eosina (H&E)

A forma mais comum de avaliacao através do MO consiste na fixacao com Formol,
inclusao em parafina e coloracao com H&E. Outras técnicas sao utilizadas para demonstrar

estruturas especificas de das células e componentes de tecidos.

Tecido fixado no Série de desidratacdo Inclusdo em
formol a 10% Alcool 95° - - - Xilol parafina/resina

] AVAVAY

Corte no
micrétomo ‘ \ 4”} (@
Cortede 2 um Cortede 3 um
.Obser\’.'ac.;éo no Coloracio com H&E Reidrat’atagéo Analise com
Microscopio de Luz Xilol - - - Alcool 70° Microscopia de

Forga Atomica

JAVAVAY =3

Figura 3.11: Esquema da preparacao de tecidos para observacao com MO ou MFA.

A fixacao é necessaria para cessar o metabolismo da célula e preservar, desta
forma, a estrutura do tecido para os tratamentos subsequentes, introduzindo apenas um
pequeno nimero de artefatos, isto €, estruturas artificiais produzidas durante a fixagao
que podem parecer tragos reais da histologia [20]. O formol, a 10% em solugao aquosa de
formaldeido, em véarias dilui¢oes e combinagoes com outras solugoes tampao, é o fixador
mais utilizado. O formaldeido conserva a estrutura geral da célula e os componentes

extra-celulares através da reagao com os amino-grupos das proteinas. Esta solucao nao
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reage com lipidios, sendo, portanto, nao recomendado para conservagao de membranas
[21].

Apoés a fixagao, as amostras a serem observadas por MO devem ser infiltradas
em um meio de inclusao de forma a permitir que sejam cortadas através do micrétomo
com espessuras de 2 a 10um, e entao lavadas com agua para iniciar a desidratacao, que é
necessaria, ja que os meios mais comuns de inclusdo (ex. parafina, monémeros plasticos)
sao imisciveis em agua [20].

A inclusao é necessaria a fim de manter a amostra dura o necessario para realizar
os cortes no micrétomo antes da coloracao. A desidratagao da amostra ocorre por meio de
imersao em uma série de solu¢oes de alcool com concentracoes crescente até 100% de 4cool
para remover a agua. Solventes organicos como Xilol ou Toluol, que sao misciveis tanto
em agua quanto em parafina, sao usados para remover entao o alcool antes da infiltracao
da amostra em parafina derretida [21].

Apos a inclus@o, a amostra, agora dentro do bloco de parafina, é submetida
aos cortes com o microétomo, para a confeccao das laminas. A parafina é mais utilizada
pois é mais facil de trabalhar, acelera a preparacao do tecido e é corada com facilidade;
entretanto a parafina possui baixa tensao de ruptura e portanto nao pode ser cortada em
fatias muito finas. Para observacao no MO, as secg¢oes devem possuir de 2 a 10pum de
espessura, [20].

Para prosseguir para a tultima etapa de coloragao das laminas, a parafina da
amostra deve ser dissolvida novamente e Xilol ou Toluol e reidratada em série de solugoes
decrescentes de concentracao de alcool. A amostra das laminas sao entao coradas com
hematoxilina em agua, devido a eosina ser mais soltivel em alcool que em agua, a amostra
¢ novamente desidratada em uma série de solugoes crescentes em concentracao de alcool e
corada com eosina em &lcool. Apds a coloragao, a amostra é transferida do meio de Xilol
ou Toluol para meio nao-aquoso e coberta com uma laminula para obter a preparagao
permanente [20]. Segue na tabela 3.1 um sumério das reagoes dos principais componentes
de células e tecidos as coloragoes.

Apesar do processo de coloracao H&E ser o mais utilizado, ele nao é adequado

para revelar algumas estruturas tais como materiais elasticos, membranas basais e lipidios.
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Para observacao de tais componentes, sao utilizados processo de coloracao tais como o uso
de orceina, prata e resorcina-fucsina para materiais elasticos [21]. O processo utilizado
para a observagao através do MO ¢é descrito com mais detalhes na segao de preparagao

das amostras.

’ Componente celular e extracelular ‘ Reagao a coloracao

Nucléolo Azul

Citoplasma geral Rosa

Filamentos do citoplasma Rosa

Fibrilas de coldgeno Rosa

Material eldstico Rosa, geralmente nao distinguivel das fibrilas de

coldageno

Meio da matriz extracelular Azul, visivel apenas se em grande quantidade
Membrana basal? Rosa

Tabela 3.1: Sumério do resultado da coloracao com H&E.

Outros fixadores

Apesar do formol ser o fixador mais utilizado, ele nao preserva todos os com-
ponentes celulares, nao elucidando as composi¢oes quimicas destes componentes. Outro
fator seria a perda de muitos componentes na preparagao da amostra, para reter estas
estruturas, outro método de fixacao pode ser utilizado. O uso de alcool e solventes nat-
urais removem os lipidios neutros, para reté-los sao usadas seccoes de tecido fixado em
formol e corantes que se dissolvem em gordura. Ja para reter estruturas das membranas,
fixadores a base de metais pesados que se ligam ao fosfolipideos devem ser usados [21].

O Boiun é um fixador muito utilizado em estudos embrionarios e para fixacao
de peles. Tem em sua composi¢ao formaldeido e acido picrico, o que fornece a coloragao
amarelada a solugao. Trata-se de um fixador para utilizacao em periodos curtos de tempo,
aproximadamente 24 horas, se o tecido for deixado por tempo demasiado, este se torna

quebradico.

!'Necessario processo de coloracio como resorcina-fucsina ou orceina.
2Necessario processo de impregnacdo em prata.
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Figura 3.12: Fixadores utilizados na conservacao dos tecidos para observagao com micros-

copia de forca atémica.

3.4 Microscopio de Forca Atéomica (MFA)

O microscopio de forga atomica (MFA) foi desenvolvido em 1986 por Binning,
Quate e Gerber e pertence a categoria dos microscopios de varredura por sonda (MVS),
os quais se utilizam de uma ponta para gerar a imagem da amostra, sem o uso de lentes.
O primeiro microscopio desenvolvido foi o microscopio de tunelamento (MVT), o qual
gera imagens de amostras condutoras ou semicondutoras com resolu¢do atoémica |[79]. Ja
o MFA permite a obtencao de informacoes topograficas em resolucao atéomica e possibilita
a geracao de imagens de amostras nao condutoras, inclusive de amostras biologicas.

A parte essencial do MFA, e para a todos os microscopios de sonda, é a ponta,
a qual determina através de sua estrutura o tipo de interagao com a superficie e pela sua
geometria, a area de interacao. A idéia original do MFA era medir a interacao de van der
Waals do atomo mais extremo da ponta com os atomos da superficie de analise |79).

Uma descricao elementar da técnica e discussao detalhada dos aspectos pecu-
liares envolvidos diretamente nas anélises realizadas nesta dissertacao sao apresentados a
Seguir.

O equipamento, como mencionado brevemente, possui uma ponta fina e sensivel
que percorre a amostra, a imagem topografica é gerada através desta ponta a qual é
presa a um cantiléver. Um feixe de laser é colocado sobre o cantiléver e um fotodetector
é posicionado, a fim de se medir a deflexao do laser conforme a ponta percorre uma

superficie. Esta deflexao é captada pela variagao da posicao do laser no fotodetector, tal
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Figura 3.13: Estrutura basica do MFA: unidade do microscopio (estagio para amostra,

scanner piezelétrico, laser, ponta, cantiléver e fotodetector), unidade de controle e com-

putador.

informacgao é transmitida para o computador, um sistema de realimentacao que corrige
continuamente as distancias entre ponta e amostra. Esta correcao dos valores em Z da
altura em funcao da varredura em X e Y ponto a ponto é armazenada no computador,
gerando a imagem [35].

O scanner é o mecanismo responséavel pelo movimento de varredura da ponta,
tanto em X e Y, como na corre¢ao em Z, ele é formado por um material piezelétrico que
possui a propriedade de se contrair ou expandir de acordo com a voltagem aplicada, sendo
a contracao quando aplicado voltagem positiva e expansao quando voltagem negativa.
Esta contragao ou expansao faz com que a ponta se mova para uma posi¢ao mais distante
ou proxima da superficie da amostra, respectivamente [79].

A varredura XYZ feita pelo scanner é realizada ponto a ponto, sendo a varredura
rapida na direcao horizontal e a lenta, na vertical, de acordo com o esquema da figura
3.15. Apo6s cada varredura rapida, ou horizontal, ocorre um pequeno deslocamento para
a linha seguinte, caracterizando a varredura lenta, ou vertical. Este resultado gera uma

imagem com um determinado nimero de pontos, um parametro ajustado pelo usuario,
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Figura 3.14: Esquema do microscopio sob o ponto de vista do processo de obtencao da

imagem.

o qual pode ser de 128x128, 256x256 ou 512x512 pontos, sendo o tltimo, o de maior
resolucao. O espaco correspondente & distancia entre cada ponto ¢ o tamanho de pixel,
medido pela razao da amplitude de varredura pelo nimero de pontos em uma linha.

O material piezelétrico que forma o scanner é o titanato de zirconio chumbo ou
PZT. Esse material é prensado obtendo um soélido policristalino ceramico. Cada cristal
possui um momento de dipolo elétrico proprio. Para que o material se comporte como
um piezelétrico, todos os cristais devem estar com os dipolos alinhados, isso é obtido
aquecendo-se o scanner a 200°C, o que libera a movimentagao dos dipolos, depois é apli-
cada uma voltagem DC por algumas horas. Apds o procedimento, o scanner é resfriado.

O alinhamento dos dipolos do scanner é mantido seu uso frequente, quando
aplicada voltagem na diregao do alinhamento. Se o uso do scanner nao é continuo, os

dipolos passam a se orientar de forma aleatoria, tal fato é acelerado se o scanner for
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Figura 3.15: Esquema de varredura do scanner. Os pontos correspondem as regioes
de varredura, na qual, pontos na linha horizontal correspondem & varredura rapida. A

varredura lenta é relacionada a direcao vertical.

submetido a temperaturas superiores a 150°C.

O material piezelétrico se comporta, de forma ideal, de acordo com a relagao:
s=d-FE (3.1)

onde s ¢ a contragao relativa em A /m, E ¢ campo elétrico em V/m e d é uma constante
caracteristica do material em A /V. Porém, na pratica, o comportamento do scanner
nao é ideal, gerando alguns problemas inerentes a ele, tais como: histerese, creep, nao
linearidade intrinseca, aging, cross coupling; sendo que os 3 tltimos podem ser evitados
se calibrando o equipamento corretamente com uma amostra padrao. Alternativamente,
todos os problemas relacionados acima podem ser corrigidos através de hardware especifico
que monitore o real deslocamento das ceramicas piezelétricas.

O fotodetector é dispositivo responséavel pelo monitoramento da deflexao do
laser. Como esquematizado na figura 3.17, ele é composto por quatro quadrantes, A, B,

C e D, que detectam valores independentes de intensidade luminosa I4, Ig, I e Ip. A
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Figura 3.16: Esquema de contracao e expansao do scanner de acordo com a aplicagao da

voltagem. O material piezelétrico se deforma.

deflexao lateral do laser é determinada pelo valor da diferenca:

ALy = (Ia+Ic) — (Ip + Ip), (3:2)
enquanto que a deflexao vertical é dada pela diferenca:

Alyert = (Ia + 1) — (Ic + Ip), (3.3)

Na posicao de deflexao zero, isto é, quando o laser esté posicionado no centro do
fotodetector, obtém-se Alj,; = Al = 0 a0 mesmo tempo que [ 4+ g+ o+ Ip # 0,

indicando que o laser esta atingindo o fotodetector.

3.4.1 Modos de operacao

O MFA pode obter imagens de trés formas distintas: o modo contato, no qual a
ponta percorre a amostra encostando-se a ela, com a forca agente da ordem de 107°N ou
10~"N; o modo nao contato, no qual a ponta nao se encosta & amostra, com a forca de da
ordem de 102N e modo de contato intermitente, no qual a ponta oscilante percorre a
amostra encostando-se levemente a ela, tendo este modo, a forca de variando entre 102N

e 1075N.
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Figura 3.17: Esquema dos quadrantes do fotodetector. O laser deve ser alinhado no centro

dos quatro quadrantes.

Independente do modo de operacao escolhido, tem-se sempre o mesmo tipo de
forca exercida, a qual corresponde & forga de interacao entre ponta e amostra, chamada
de for¢a de van der Waals. O grafico da figura 3.18 representa o tipo da forga inerente
a cada modo de operacao, mostrando a variagao da forca de van der Waals em termos
da distancia entre ponta e amostra, ele mostra que a for¢a agindo no modo contato é
repulsiva, enquanto que no modo nao contato ela é atrativa, sendo a ponta mantida a
centenas de angstrons distante da superficie da amostra [79].

O modo contato é caracterizado por realizar a varredura da superficie da amostra
encostando-se a ela, sendo dessa forma aplicada uma for¢a maior que a aplicadas aos outros
modos. A forca de van der Waals exercida é positiva, resultando numa forca repulsiva,
indicada por uma curva com coeficiente angular alto, como observado no grafico anterior,
a ponto de se observar, ao aproximar a ponta da amostra, uma deformacao do cantiléver.
Para a obtencao de imagens através do modo contato é necessario um cantiléver com
constante elastica menor do que a constante elastica do material do qual a amostra é
composta, justamente pelo fato do cantiléver deformar-se e nao a amostra.

A formagao da imagem de uma amostra com alturas variadas ocorre devido a
deflexao do cantiléver. Existem duas opc¢oes de medida para o modo contato, a primeira

se d4 mantendo-se constante o valor da altura e medindo-se a deflexao. A segunda cor-
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Figura 3.18: Forga versus distancias (entre ponta e amostra). A forga de van der Waals
é alterada acordo com o modo de operacao do equipamento. Os modos contato intermi-
tente e contato associam-se as forcas repulsivas, enquanto que o modo nao contato esta

relacionado a forca atrativa.

responde a manter a deflexdo constante obtendo os valores de altura [79]. No primeiro
método, a altura constante é mantida através de uma varredura paralela a superficie
da amostra, sem a realizacao de corregoes na altura. Este modo é mais indicado para
amostras, na qual, durante a obtencao da imagem, deseja-se obter resolucao atoémica,
tendo a vantagem das imagens serem formadas com mais celeridade. Na segunda forma
de geracao de imagem, o sistema de feedback mantém a deflexdao do cantiléver constante
durante a varredura da amostra, variando-se a altura, armazenando os valores ponto a
ponto X e Y mais a posicao vertical do cantiléver. Tal método tem a vantagem de man-
ter a deflexao constante e, portanto a forca bem controlada, evitando quaisquer danos
que possam ser causados a amostra, porém a corre¢ao de altura em cada ponto é mais
demorada, gerando a imagem mais lentamente.

No modo de contato intermitente, ou AC Mode, o cantiléver oscila préoximo a sua
frequéncia de ressonancia, no qual a ponta encosta-se & superficie da amostra levemente

a cada ciclo de sua oscilagao. E necessario saber o valor da frequéncia de ressonancia
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do cantiléver utilizado. O equipamento permite esta medida que é feita vibrando-se
o cantiléver livremente através do transdutor, assim gerando um grafico que indica a
resposta do cantiléver na sua frequéncia de ressonancia. Deve-se escolher uma frequéncia
menor do que a indicada pelo equipamento, ja que esta diminui da ordem de 0,2kHz no
momento em que a ponta comeca a tocar a amostra no inicio da medida.

O modo contato intermitente trabalha apenas com o rms (root mean square)
ou média quadratica da amplitude de oscilagao constante no momento de varredura da
amostra. O rms de amplitude é mantido constante, e consequentemente a distancia mé-
dia entre ponta e amostra também. Os valores X e Y da varredura ponto a ponto sao
armazenados juntamente com as correcoes de altura Z. A varredura completa indica a
topografia da superficie da amostra. O parametro de setpoint no modo contato intermi-
tente indica a amplitude que deve ser mantida constante. Para valores proximos a 2, a
interacao entre a ponta e amostra seré fraca, ja que a oscilagao da ponta é quase livre, isso
permite varreduras menos agressivas, gerando menos danos a ponta e a amostra, porém
com a corre¢ao de altura Z em cada ponto mais lentamente. Para valores proximos a 1,
a interagao entre a ponta e amostra é mais forte, permitindo a obtencao de imagens mais
rapidamente.

Comparado aos outros modos de operacao, o modo de contato intermitente
tem a vantagem de apresentar forca lateral menor que no modo contato, causando dano
menor a amostra, além de possuir resolugao lateral superior a do modo nao contato. Tem
como desvantagem um tempo de obtencao da imagem de varredura completa superior, se

comparado ao modo contato.

Modo intermitente com controle magnético

Uma variacao do modo de operacao de contato intermitente também é utilizado,
este possui as mesmas caracteristicas do modo de contato intermitente, porém com um
maior controle durante a medicao devido ao sistema de controle da oscilagao do can-
tiléver. O MAC Mode, ou Magnetic AC Mode, corresponde a um método de oscilacao do
cantiléver, cujo o controle é realizado por um campo magnético. Como no outro modo

intermitente, o cantiléver neste caso também é controlado para altas frequéncias e a su-
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perficie é monitorada por mudancas na amplitude. A diferenca entre o MAC Mode e
as outras técnicas de contato intermitente é a possibilidade de se controlar o cantiléver
através de um campos magnético. Dessa forma, a necessidade de se controlar o mecan-
ismo de montagem do cantiléver pode ser eliminada. O uso deste método para se dirigir
a ponta resulta em um aumento expressivo do controle.

As pontas utilizadas para este método sdo propriamente cobertas com uma
fina camada de material magnético possibilitando, desta forma, o controle através de um
campo magnético [80].

O controle, a auséncia de ruido de background e a relagao sinal-ruido aper-
feicoada, permitem amplitudes reduzidas e, portanto forcas verticais menos intensas na
amostra, o que preserva o rigor da ponta e contribui para o grande aumento da resolucao.
As forgas de contato de baixa intensidade permitem a geragao de imagens de amostra
sensiveis.

O sistema MAC Mode foi inicialmente desenvolvido utilizando-se uma particula
magnética anexada a um cantiléver do MFA a fim de se aplicar a for¢ga no cantiléver
valendo-se de um campo gerado por um solendide [80]. Um arranjo sensivel [81] é obtido
colocando-se o campo magnético B perpendicular ao momento M no cantiléver, resultando
no torque N = M X B, ou a for¢a no fim do cantiléver de magnitude N/L, onde L é o

comprimento do cantiléver [82].

3.4.2 Propriedades Mecanicas através da Microscopia de Forca

Modulada (MFM)

Uma posterior etapa de avaliacao do tecido corresponde a obtengao do seu ma-
peamento elastico. A MFM ¢ utilizada para se detectar propriedades mecanicas como
diferengas de valores de elasticidade e rigidez. Nesta modalidade, a ponta varre a amostra
em contato com a superficie e aplica, durante a varredura, uma forca oscilante de intensi-
dade constante, o que gera uma pequena indentagao na superficie da amostra. O suporte
da ponte ou tip holder deste tipo de modo é diferenciado, possibilitando a aplicacao de

uma forca oscilante mantendo o contato com a superficie da amostra. Para superficies de
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Figura 3.19: Esquema de oscilagao do sistema MACMode, controle por modulagao mag-

nética.

maior elasticidade, a ponta ira penetrar mais e assim a deflexao do cantiléver sera menor,
enquanto que se a superficie for mais dura, a ponta ird penetrar menos, gerando assim,
uma deflexdo maior do cantiléver. A deflexdo do cantiléver é inversamente proporcional
a deformagao da superficie.

A elasticidade ao longo da superficie da amostra ¢ dada através da obtencao
da amplitude de deflexao do cantiléver. Esta amplitude é armazenada na coordenada
Z juntamente com a posi¢ao X e Y. Observa-se que as regides mais claras mostram a

superficie de maior elasticidade [39].
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Figura 3.20: Esquematizacao da geragao do sinal por MFM, no qual a deflexao maior do
cantilever representa regioes de maior dureza e a deflexao menor do cantilever, a area de

maior elasticidade.



Capitulo 4

Parte experimental

Nesta pesquisa foram utilizados cristalinos de coelho sadios e caes da raga poodle
acometidos com catarata. Os cristalinos de coelho foram utilizados para medidas prelim-
inares, com as quais foi possivel avaliar a técnica de MFA como instrumento de medida e
analise de material biolégico, bem como obter medidas preliminares de dimensoes estru-
turais e periodicidade. J& os cristalinos de cachorro foram utilizados para a avaliagao do
proprio tecido e suas estruturas e dos graus de catarata através desta técnica.

Os cristalinos dos mamiferos em geral tém a constitui¢ao estrutural muito pare-
cida, mudando apenas a quantidade de camadas de fibras que compoem o tecido, sendo
este fator o determinante para o tamanho do proprio cristalino [66]. Os cristalinos foram
submetidos a trés diferentes preparacoes para as analises topograficas. As preparagoes
sao descritas a seguir.

Corneas felinas acometidas com sequestro foram utilizadas a fim de se analisar
alteragoes estruturais no tecido devido a acao da patologia, em uma segunda etapa do

trabalho.

44
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4.1 Preparacao dos tecidos oculares para analise his-
tolégica

Os tecidos oculares, cristalino e cornea, foram preparados para analise histologica
através de dois métodos distintos: Inclusao em parafina e inclusao em resina. A seguir
sao descritas as duas preparacoes histologicas distintas e os tecidos submetidos a cada

preparacao.

4.1.1 Preparacao histolégica através da inclusao em parafina

Os cristalinos de cachorro com distintos graus de catarata (imatura, matura e
hipermatura) e corneas felinas com sequestro foram submetidas a este tipo de inclusao.
As laminas e laminulas resultantes foram utilizadas para a observacao no microscopio
optico e também ao MFA.

Os tecidos preparados através desta técnica foram previamente fixados em formol
10%. Em seguida, foram submetidos a uma série de desidratagoes, seguindo do alcool
95% até o xilol. Apds a ultima troca, os tecidos foram finalmente incluidos em parafina e
deixados para endurecer por uma noite. Apds a etapa de inclus@o, os blocos de parafina
contendo o tecido foram submetidos ao corte com o micré6tomo, ambos os tecidos oculares
utilizados (cristalinos e corneas) foram cortados com espessura de 2um e os cortes finais
acondicionados em laminas. Foram realizados cortes com o micrétomo com espessura de
3um e estes acondicionados em laminulas. Este ultimo foi utilizado para a técnica de
MFA e portanto nao necessitaram da etapa seguinte de coloragao, descrita a seguir.

Os cortes nas laminas entao foram corados com eosina e hematoxilina. Para a
realizacao da coloragao, as laminas contendo os cortes foram submetidas a uma bateria,
iniciando com o xilol até o alcool 70%. Em seguida, as laminas foram coradas com
hematoxilina e em seguida com a eosina. Estas seguiram entao para uma avaliagao através
do MO. As imagens histologicas finais foram obtidas através da observacao das laminasno

MO acoplado a uma camera digital CCD (Charge Coupled Device).
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4.1.2 Preparacao histologica através da inclusao em resina

Apenas as corneas felinas com sequestro foram submetidas a este tipo de inclusao.
Foram obtidos cortes nas laminas e laminulas para a observacao através da microscopia
Optica e da técnica de MFA.

Para a realizacao da inclusao em resina, as corneas foram submetidas a uma
bateria de desidratagao, partindo do alcool 95% até a solugao de alcool e resina (solugao
1:1) e entao a inclusdo propriamente dita em resina por uma noite para endurecer. O
bloco contendo o tecido incluido na resina é entao fixado em um molde e levado ao micro-
tomo para o corte. Foram realizados cortes de 2um de espessura e estes acondicionados
em laminas. Os cortes com 3um de espessura foram colocados em laminulas, para a
observagao com o MFA, estes nao necessitaram da coloracao.

Os cortes contidos nas laminas foram corados com eosina e hematoxilina e em
seguida levados para a observagao através do MO. As imagens histologicas da cérnea
foram obtidas da mesma forma que na inclusao em parafina.

Uma amostra de cada tipo de catarata de caes da raca poodle foi analisada
através da técnica histologica, estas foram incluidas em parafina, como descrito anterior-
mente. Para a cornea felina, trés amostras foram utilizadas, duas com inclusao em resina
e a outra incluida em parafina. Mais a seguir estao descritas as amostras, os animais,

bem como a técnica utilizada para a analise.

4.2 Preparacao dos tecidos oculares para analise to-
pografica com o MFA

Os cristalinos observados pela técnica de MFA foram preparados através de duas
maneiras distintas. A primeira correspondeu a proépria preparacao histologica, com os
cristalinos de cachorro incluidos em parafina, com os cortes acondicionados em laminulas
e sem coloracao, como descrito na secao anterior. A segunda preparacao correspondeu
aquela realizada para anélise através do MFA. Para esta, os cristalinos, tanto de coelho

quanto os de cachorro, foram submetidos a simples fixacao com o formol 10% com a final-
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idade de conservar suas caracteristicas o mais proximo possivel da condicao de atividade.
Apos a fixacao, os tecidos foram cortados em sua seccao transversal em fatias
de aproximadamente 3mm de espessura. Os tecidos, depois de fixados e cortados, foram

deixados para secar, sendo utilizados para a observacao através da técnica de MFA.

4.3 Equipamento

O equipamento utilizado para a obtencao das imagens de cristalino foi o Pico
SPM I da Molecular Imaging (Tempe, AZ, USA), figura 4.1, as medidas foram realizadas
no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo. O sistema utilizado para as medi-
das foi o modo de contato intermitente MACMode e o modo de contato intermitente, em
ambas as medidas foram utilizados cantilévers MAClevers type II. Em todas as medidas
o scanner grande foi empregado, com range XY de 80um e range Z de 7mm. As imagens
foram obtidas com o cantiléver oscilando em 60% de sua frequéncia de ressonancia, em
média e com velocidade de varredura de 0,3 linhas por segundo e imagens com resolugao
de 256 por 256 linhas.

O MFA permitiu a obtengao de imagens com alta resolug¢ao, bem como o trata-
mento das imagens através do software do proprio equipamento, o que permitiu a deter-
minagao das caracteristicas estruturais.

A primeira observacao através do MFA foi utilizando cristalinos sadios de coel-
hos, estes foram observados sem prévia preparacao, apenas com a fixacao do tecido. As
imagens foram geradas com o uso do modo MACMode, de oscilagao magnética. Medi-
das preliminares foram adquiridas com esta avaliacao prévia, na qual foi possivel obter
os valores para as dimensoes das fibras estruturais do tecido bem como a periodicidade
delas.

Uma segunda leva de medidas com o MFA foi realizada utilizando cristalinos de
cachorro com catarata em distintos graus. As amostras utilizadas tinham sido submeti-
das apenas a fixacao em formol 10%. Imagens de catarata canina imatura foram obtidas
através do modo de contato intermitente AC (controle por meio de campo elétrico). Asim-

agens de catarata matura e hipermatura foram geradas com o modo MACMode (controle
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Figura 4.1: Equipamento PicoScan SPM I, utilizado para avaliagoes e obtencao das ima-

gens de alta resolucao.

por modulagdo magnética), o mesmo utilizado para a obtencao de imagens dos cristalinos
de coelho, na primeira observacao.

O terceiro grupo de amostras correspondeu aquele cuja preparagao fora a mesma
realizada para a analise através das técnicas histologicas, ou seja, os tecidos foram incluidos
em parafina, cortados, porém com espessura maior, de 3um, e sem coloracao.

As medidas de corneas felinas através do MFA foram realizadas em uma quarta
fase, as imagens foram obtidas com o modo MACMode, e as amostras observadas foram
preparadas como descrito na se¢ao anterior. Duas das amostras analisadas pela técnica
histologica também foram observadas por MFA, uma incluida em parafina e outra em

resina.

4.4 Resumo das preparagoes

As tabelas 4.1 a 4.5 resumem as informacoes das amostras analisadas tanto
por MO quanto por MFA. Nela constam informagoes dos animais e indicagoes de qual
amostra foi analisada por cada técnica em particular, além das condigoes dos tecidos para

o estudo. A primeira coluna de cada tabela indica o numero da figura mostrada na secao
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de Resultados.
Figu- | Amos-| Espécie/ Preparacao Espes- | Regiao Corte Técnica
ra tra Raga sura do tecido
5.1 csl Coelho/ Hi- | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal | MFA -
malaia mol a 10% MACMode
5.2 cs2 Coelho/ Hi- | Fizacao em for- | 3mm | Cortex Transversal | MFA -
malaia mol a 10% MACMode
5.8 ccil Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal | MFA - AC-
Poodle mol a 10% Mode
5.4 ccil Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal | MFA - AC-
Poodle mol a 10% Mode

Tabela 4.1: Descri¢ao das amostras de cristalino sadios (cs) e com catarata imatura
(cci) utilizados para identificagao e caracterizagdo das estruturas do tecido, indicando o
animal e raca, condigoes do tecido e técnicas utilizadas para a anélise.

Figu- | Amos-| Espécie/ Preparagao Espes- | Regiao Corte Técnica
ra tra Raga sura do tecido
5.5 cci?2 Cachorro/ | Inclusao em para- | 2um Cortex Longitudinal| MO - His-
Desc. fina  corado com perifé- tologia
H&E Trico
5.6 cci2 Cachorro/ | Inclusao em para- | 2um Cortex Longitudinal| MO - His-
Desc. fina corado com perifé- tologia
HEE T1C0o
5.7 cci2 Cachorro/ | Inclusdao em para- | Sum Cortex Longitudinal | MFA -
Desc. fina perifé- MACMode
71C0
5.8 ccid Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal| MFA -
Poodle Toy | mol a 10% MACMode
5.9 ccid Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal| MFA -
Poodle Toy | mol a 10% MACMode

Tabela 4.2: Descrigao das amostras de cristalino acometidos com catarata imatura (cci)
utilizados para caracterizacao dos tecidos, indicando o animal e raga, condi¢oes do tecido
e técnicas utilizadas para a anélise.
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Figu- | Amos-| Espécie/ Preparacao Espes- | Regiao Corte Técnica
ra tra Raga sura do tecido
5.10 ceml | Cachorro/ | Inclusao em para- | 2um Cortex Longitudinal| MO - His-
Desc. fina  corado com perifé- tologia
H&E rico
5.11 ceml | Cachorro/ | Inclusao em para- | Sum | Cortex/ | Longitudinal | MFA -
Desc. fina nicleo MACMode
5.12 ceml | Cachorro/ | Inclusao em para- | Sum Cortex Longitudinal | MFA -
Desc. fina perifé- MACMode
T1CO
5.13 cem?2 | Cachorro/ | Fizagao em for- | 3mm | Cortex Longitudinal | MFA -
Poodle Toy | mol a 10% MACMode
5.1/ cem2 | Cachorro/ | Fizagao em for- | 3mm | Cortex Longitudinal | MFA -
Poodle Toy | mol a 10% MACMode

Tabela 4.3: Descrigao das amostras de cristalino acometidos com catarata matura (ccm)
utilizados para caracterizagao dos tecidos, indicando o animal e racga, condi¢oes do tecido
e técnicas utilizadas para a anélise.

Figu- | Amos-| Espécie/ Preparacao Espes- | Regido Corte Técnica
ra tra Raga sura do tecido
5.15 cchl CachorroDesg.Inclusao em para- | 2um Cortex Longitudinal| MO - His-
fina  corado com perifé- tologia
H&E TiC0
5.16 cchl CachorroDesg.Inclusao em para- | 2um Cortex Longitudinal| MO - His-
fina corado com perifé- tologia
HEE Tico
5.17 cchl CachorroDesg.Inclusao em para- | Sum Cortex Longitudinal| MFA -
fina perifé- MACMode
71C0
5.18 cchl CachorroDesg.Inclusao em para- | Sum Cortex Longitudinal | MFA -
fina perifé- MACMode
71C0
5.19 cch?2 Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal | MFA -
Poodle mol a 10% MACMode
5.20 cch?2 Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal| MFA -
Poodle mol a 10% MACMode
5.21 cch3 Cachorro/ | Fizacao em for- | Smm | Cortex Longitudinal| MFA -
Poodle mol a 10% MACMode
5.22 cch3 Cachorro/ | Fizagao em for- | Smm | Cortex Longitudinal | MFA -
Poodle mol a 10% MACMode

Tabela 4.4: Descri¢ao das amostras de cristalino acometidos com catarata hipermatura
(cch) utilizados para caracterizagao dos tecidos, indicando o animal e raga, condi¢oes do
tecido e técnicas utilizadas para a anélise.
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Figu- | Amos-| Espécie Preparacao Espes- | Regiao Técnica
ra tra sura do tecido
5.28 sqcl Gato Inclusao  em  resina | 2um | Estroma | MO - His-
corado com HEE tologia
5.2/ sqcl Gato Inclusao  em  resina | 2um Estroma/| MO - His-
corado com HEE epitélio tologia
5.25 sqc2 Gato Inclusao em parafina | 2um Estroma/| MO - His-
corado com HEE epitélio tologia
5.26 sqc2 Gato Inclusao em parafina | 2um Estroma/| MO - His-
corado com HEE epitélio tologia
5.27 sqc2 Gato Inclusao em parafina Sum Epitélio | MFA -
MACMode
5.28 sqc2 Gato Inclusao em parafina Sum Epitélio | MFA -
MACMode
5.29 sqc8 Gato Inclusao  em  resina | 2um | Estroma | MO - His-
corado com HEE tologia
5.30 sqc8 Gato Inclusao em  resina | 2um | Estroma | MO - His-
corado com HEE tologia
5.31 sqc8 Gato Inclusao em resina Sum | Estroma | MFA -
MACMode
5.32 sqc8 Gato Inclusao em resina Sum | Estroma | MFA -
MACMode
5.38 sqc8 Gato Inclusao em resina Sum | Estroma | MFA -
MACMode

Tabela 4.5: Descri¢ao das amostras de cornea acometidos com sequestro (sqc) utilizados
para caracterizagao dos tecidos, indicando o animal e raga, condigoes do tecido e técnicas
utilizadas para a anélise.



Capitulo 5

Resultados

Neste capitulo s@o apresentados os resultados obtidos através do MFA e da
histologia dos cristalinos higidos, assim como dos cristalinos acometidos com distintos
graus de catarata. As caracteristicas intrinsecas de cada um desses niveis distinto da
doenca sao também comentadas. Resultados de outros tecidos oculares analisados, como
a cornea em seu estado sadio e acometido com a patologia associada: o sequestro de
cornea, constam nesta parte de analise. Imagens de cérnea obtidas através do MFA e

histologia como técnica comparativa sao ilustradas nesta secao.

5.1 Avaliacao estrutural do cristalino por Histologia e

MFA

5.1.1 Estruturas basicas do cristalino

As figuras 5.1 a 5.4 mostram as imagens obtidas através do MFA de tecidos sadios,
e de regides sadias dos tecidos acometidos por catarata imatura. As amostras relacionadas
a estas imagens foram apenas fixadas em formol 10% e observadas em sua forma seca.
A macroestrutura da amostra de tecido sadio pode ser claramente observada num corte
longitudinal. A figura 5.1 mostra a imagem do tecido exposto num corte longitudinal na
qual a periodicidade das fibras e sua disposi¢ao em camadas concéntricas sao visiveis. A

medida da periodicidade a partir desta imagem fornece um valor de 4um para a regiao

52
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cortical, o que esta de acordo com a literatura [66], [45], na qual as fibras de um cristalino
sadio de um mamifero possuem, em média, o didmetro de 2 a 5um na regiao cortical,
de acordo com o observado com o MFA. A imagem da figura 5.2 representa as fibras
do cristalino em um corte transversal, na qual, é possivel a visualizacao da seccao das
estruturas, representadas como células hexagonais. Nestas imagens, o dimensionamento
também foi possivel com a utilizagao do software, sendo (3,940, 7)um e (1,78 40, 14)pm,

no didAmetro menor.
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Figura 5.1: a)lmagem de MFA obtidas através do MACMode de um cristalino de coelho
sadio na regiao cortical, mostrando as fibras no corte longitudinal, vide figura 3.1. b)
Detalhe do relevo mostrando a variagao da altura Z ao longo da linha indicada em a). A
periodicidade observada da ordem de 4um esta relacionada ao didmetro das fibras. Barra

de escala=2um.
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Figura 5.2: a)lmagem de MFA obtidas atravées do MACMode de um cristalino de coelho
sadio. A imagem ilustra as fibras no corte transversal, os valores de didmetro foram
obtidos, correspondendo em média a Hum, na regiao cortical da amostra, barra de

escala=3um.b)Area demarcada em a) em maior aumento, barra de escala—2um
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Figura 5.3: Imagem de MFA obtida através do modo de contato intermitente AC na
regiao sadia da amostra ccil. A imagem ilustra as fibras no corte longitudinal da regiao
do cortex. O processo de corte expos as fibras sem dano as fibras, sendo possivel visualizar

o padrao sulco-lingueta. Barra de escala=2pum.

O corte longitudinal objetiva seccionar o tecido paralelamente ao comprimento
das fibras. As imagens 5.3 e 5.4 sao da regiao cortical do tecido nao acometido pela
catarata, mostrando as fibras com didmetros da ordem de 4m. A interface entre as fibras,
exposta pelo corte, apresenta um relevo peculiar do tecido caracterizado pelo padrao sulco-
lingueta. Tal padrao fora identificado na literatura através da microscopia eletronica de
varredura, ver figura 3.7. A funcao do padrao observado ainda nao é totalmente clara,
entretanto, especialistas acreditam que se sua existéncia se deve a evitar o deslizamento
entre as fibras durante mudangas em sua forma lenticular [45]. As imagens das figuras

5.3 e 5.4 correspondem & amostra ccil, vide tabela 4.1.
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Figura 5.4: Regiao sadia de um cristalino com catarata imatura adquirida através de MFA
no modo contato intermitente AC da amostra ccil. A imagem ilustra as fibras no corte
longitudinal da regiao do cortex. O processo de corte expos as fibras, rompendo uma das
camadas de fibras permitindo a visualizacao de interface entre as camadas, sendo possivel

visualizar o padrao sulco-lingueta. Barra de escala=2um.
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5.1.2 Catarata Imatura

A analise da catarata imatura oferece a vantagem de uma mesma amostra apre-
sentar tanto regioes acometidas pela doenca, como regides nao afetadas. Acrescentam-se
aos resultados de MFA ja apresentados, as imagens obtidas das regides afetadas pela pa-

tologia. Além das imagens provenientes de outras amostras com e sem prévia preparacao.

Amostras com preparagao (desidratagao, infiltracao e corte)

A primeira analise realizada com o tecido acometido com a catarata correspon-
deu ao cristalino com catarata imatura, na qual a amostra um nivel ameno de degradacao
com areas opacificadas isoladas no tecido. As imagens obtidas com MO das regioes sa-
dias e acometidas pela doenga sao mostradas nas figuras 5.5 e 5.6, respectivamente. As
fibras podem ser perfeitamente identificadas, com aproximadamente 5pum de didmetro.
Na imagem da figura 5.6, sao observaveis vactiolos de aproximadamente 1um de didmetro
distribuidos por toda a imagem.

Na imagem da figura 5.7 sao observaveis, além das fibras do tecido, depressoes
circulares de diametros da ordem de 1um, indicados pelas setas. As imagens das figuras
5.6 e 5.7, foram obtidas a partir da amostra, porém de uma regiao diferente do tecido ja
apresentando alteracoes devido a instauragao da patologia. Nota-se na imagem histologica
que apesar da presenca de pontos que correspondem a regioes menos espessas entre as
fibras, estas ainda se apresentaram organizadas. As estruturas circulares apresentaram
diametros entre 2 a 5um, visualizadas tanto na imagem histolégica quanto nas imagens
de MFA, entretanto, neste segundo caso, as estruturas circulares aparecem como pontos

mais escuros, visiveis na figura 5.7.
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Figura 5.5: Imagem histologica de uma regiao sadia de cristalino acometido com catarata
imatura, em corte longitudinal, amostra incluida em parafina, cortada com espessura de

2um e corada com H&E. Barra de escala=5um.
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Figura 5.6: Catarata imatura, amostra incluida em parafina, cortada com espessura de
2pum e corada com H&E. Nota-se a presenga de estruturas circulares na imagem. Barra

de escala=10um.
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Figura 5.7: Imagem de MFA da catarata imatura, amostra incluida em parafina, cortada
com espessura de 3um, sem coloragao. As flechas indicam buracos na estrutura fibrosa,
provavelmente relativos as estruturas circulares esbranquicadas observadas na imagem

histologica. Barra de escala=bum.
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Amostras sem preparacao - fixacao em formol 10%

A seguir sao apresentadas as imagens obtidas através do MFA sem preparo prévio,
apenas com a fixacdo do tecido. O grupo de imagens de catarata imatura por MFA sem
preparo corresponde as imagens da amostra cci3, vide tabela 4.2. As imagens das figuras
5.8 € 5.9 foram obtidas através do modo MACMode, em ambas, nao se observa qualquer
presenca regularidade estrutural. Nota-se apenas estruturas circulares de diametros entre

1e2um.

Figura 5.8: Imagem de MFA de catarata imatura obtida através do MACMode, sem prévia

preparacao. Aglomerados com didmetros aproximados de 2um Barra de escala=2pm.
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Figura 5.9: Imagem de MFA da catarata imatura, sem preparo. Presenca de aglomerados

de diametro entre 1 e 2um. Barra de escala=2pum.



CAPITULO 5. RESULTADOS 64

5.1.3 Catarata Matura
Amostras com preparagao (desidratagao, infiltragao e corte)

Nesta segunda analise, os cristalinos observados ja estao em um grau mais
avancado da catarata, entretanto ainda apresentando pequenos pontos de regioes sadias,
com alinhamento das fibras. As imagens apresentadas a seguir correspondem a amostra
ceml, vide tabela 4.3.

A imagens da figura 5.10 apresentou um conjunto de fibras alinhadas do tecido.
E visivel a pequena érea de organizacido das fibras no tecido, esta foi obtida a partir
da regiao do cortex do cristalino, tendo as fibras com diametros aproximados de 5um.
Na imagem de MFA, 5.11, as fibras também apresentaram-se de forma alinhada, com
diametros entre 1pum e 2um, representando a regiao do coértex nas proximidades do ntcleo.
A imagem de MFA, figura 5.12, apresenta com maiores detalhes a regiao destacada da

imagem na figura 5.11.

Figura 5.10: Catarata matura da amostra incluida em parafina, cortada com espessura

de 2pm e corada H&E. Barra de escala=5um.
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Figura 5.11: Imagem de MFA da catarata matura, amostra incluida em parafina, cortada

com espessura de 3um, sem colo-racao. Barra de escala=1pum.
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Figura 5.12: Imagem de MFA da catarata matura, amostra incluida em parafina, cortada

com espessura de 3um, sem colo-racao. Barra de escala=0,5um.
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Amostras sem preparacao - fixacao em formol 10%

A seguir constam imagens de catarata matura sem preparacao prévia, apenas com a
fixacao no formol 10% da amostra ccem2. O tecido, nestas imagens, nao é possivel observar

as fibras em camadas, apenas o aspecto de "descamacao”.

Figura 5.13: Imagem de MFA de catarata matura obtida através do MACMode, sem

prévia preparacao. Barra de escala=5um.
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Figura 5.14: Imagem de MFA de catarata matura obtida através do MACMode, sem

prévia preparacao. Barra de escala=5um.
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5.1.4 Catarata Hipermatura

O tecido acometido com catarata hipermatura apresenta opacidade total, e nao
sendo possivel a observacao da estruturacao geral das fibras que compoem a grande massa
do tecido. Do ponto de vista estrutural, corresponde a um tecido com a presenca de aglom-
erados, completamente opacificado, no entando podendo apresentar em muitos casos, os
pontos de processo de reabsorcao, nos quais observa-se o retorno da transparéncia no
tecido. A catarata que progride ao ponto de catarata hipermatura apresenta uma lig-
uidificagdo do cortex com o nicleo denso e marrom diminuido dentro da capsula [70].
Topograficamente, o tecido acometido com a catarata hipermatura apresenta algumas
formagoes estriadas, as quais podem ser visualizadas nas imagens abaixo, obtidas por

anélise histologica e MFA de uma amostra previamente preparada, vide tabela 4.4.

Amostras com preparagao (desidratagao, infiltracao e corte)

As imagens das figuras 5.15 e 5.16 revelam total auséncia das estruturas de fibras
dispostas em camadas. A imagem histologica da figura 5.16 é visivel um grande aglomer-
ado na regiao inferior da imagem, caracterizando a doenga no estagio mais avan¢ado, com
a presenca de particulas circulares de até bum de didmetro, além do aspecto “estriado”
também presente nas imagens obtidas com o MFA da mesma amostra, como mostrado

nas figuras 5.17 e 5.18.
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Figura 5.15: Catarata hipermatura da amostra incluida em parafina, cortada com espes-
sura de 2um e corada com H&E. Nota-se no canto inferior direito da imagem, pequenos

aglomerados cirulares de até 5um de diametro. Barra de escala=10um.
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Figura 5.16: Catarata hipermatura da amostra incluida em parafina, cortada com espes-

sura de 2um e corada H&E. Barra de escala=10pum.
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Figura 5.17: Imagem de MFA da catarata hipermatura, amostra incluida em parafina,

cortada com espessura de 3um, sem coloragao. Barra de escala=5um.
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Figura 5.18: Imagem de MFA da catarata hipermatura, amostra incluida em parafina,

cortada com espessura de 3um, sem coloragao. Barra de escala=5um.
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Amostras sem preparacao - fixacao em formol 10%

A seguir constam as imagens obtidas com MFA sem preparacao prévia de
catarata hipermatura. As imagens 5.19 e 5.20 correspondem as imagens da amostra cch?2,
enquanto que as figuras 5.21 e 5.22 sao referentes a amostra cch3, ambas as amostras
foram seccionadas com um bisturi e observadas a seco no microscopio. Em todas as ima-
gens obtidas de catarata hipermatura sem preparacao, nao é possivel se observar qualquer
ponto de organizacao do tecido. Além disso, as imagens de MFA apresentam uma area
bastante infima da amostra, devido ao fato das amostras apresentarem relevo bastante ir-
regular, ou seja, diferencas de altura limitantes, o que impediu que o equipamento gerasse

as imagens completamente.

Figura 5.19: Imagem de MFA de catarata hipermatura obtida através do MACMode, sem

prévia preparagao. Barra de escala=2pm.
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Figura 5.20: Imagem de MFA da catarata hipermatura, sem preparagao prévia. Barra de

escala=2pm.
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Figura 5.21: Imagem de MFA de catarata hipermatura obtida através do MACMode,
sem prévia preparacao. Presenca de estruturas circulares com diametros variando de 0,5

a lym. Barra de escala=1pm.
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Figura 5.22: Imagem de MFA da catarata hipermatura, sem preparagao prévia. Barra de

escala=2pm.
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5.2 Anadlise estrutural da cérnea por Histologia e MFA

Estruturalmente, a cornea apresenta-se bastante diferente do cristalino. Com
o intuito de verificar a aplicabilidade da técnica do MFA para observacao de tecidos
biologicos em geral, a cornea também foi submetida & anélise. Imagens histologicas foram
produzidas de modo a comparar a técnica com a MFA. As imagens geradas tanto como

MFA como as histolégicas corresponderam a tecidos acometidos com o sequestro de cornea.

Figura 5.23: Imagem histologica de cornea felina acometida com sequestro na regiao

estromal, cortada com espessura de 2um e corada com H&E. Barra de escala=5um.

As imagens das figuras 5.23 e 5.24, correspondem a amostra sqci, vide tabela
4.5, incluida em resina. As imagens de MFA desta amostra foram impossibilitadas de
serem adquiridas devido a quebra da amostra preparada. Estas imagens (5.23 e 5.24)
representam a regiao estromal e regiao estromal com interface com a membrana basal e
o epitélio, respectivamente. Ambas imagens apresentam-se com aspecto de possivelmente

um tecido sadio.
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Figura 5.24: Imagem de cornea felina com sequestro da regiao do estroma e epitélio,

cortada com espessura de 2um e corada com H&E. Barra de escala=10um.

As figuras 5.25, 5.26, 5.27 e 5.28 representam a amostra sqc2, vide tabela 4.5
foram preparadas através da técnica histologica, as quais foram submetidas a inclusao em
parafina.

As imagens histologicas das figuras 5.25 e 5.26 representam a interface entre o
estroma corneano e a regiao epitelial. Apesar do aspecto de tecido sadio, apresentam a
degradacao do tecido devido a incidéncia do sequestro na cornea felina, tal fato é verificado
devido a presenca de algumas estruturas de forma circular a irregular espalhadas pelo
tecido, os quais podem ser associados aos fibrocitos, além da presenca de neutrofilos que
indicam a presenca da patologia, diferentemente do tecido nao afetado pelo sequestro.

Os fibroblastos sao estruturas celulares as quais constituem o tecido conjun-
tivo e sua funcao consiste a producao de fibras estruturais, ou seja, a sintetizacao da
matriz extracelular do tecido conjuntivo. Quando os fibroblastos se desenvolvem, eles se

tornam fibrocitos, que sao responsaveis pela producao das fibrilas de colageno tipo I e
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Figura 5.25: Imagem histologica de cérnea felina acometida com sequestro, cortada com
espessura de 2um e corada com H&E. Regiao estromal com interface com a regiao epitelial.

As setas representam indicativos de pontos nao sadios no tecido. Barra de escala=10um.

substancias intracelulares, além de dar origem as células pertencentes a outros tipos de
tecidos responséveis inclusive pela regeneragao [17]. Os fibrocitos sao células de forma
ovoide a irregular e na cérnea, estes aparecem em grupos de duas ou mais células entre as
fibrilas de colageno. Os neutrofilos correspondem a estruturas ovoides a irregulares, eles
constituem em uma classe de células sanguineas, parte do sistema imunologico, consti-
tuindo células leucocitarias. Sao as primeiras estruturas a se aproximar de um processo
inflamatorio, e em alguns casos, tém alta capacidade de fagocitagao. Os neutroéfilos sao
capazes de fagocitar microorganismos e particulas e tal fato ocorre devido a presenga de
enzima hidroliticas e reagdes com o oxigénio [17]. No caso do sequestro felino, publi-
cagoes anteriores mostraram a presenca de neutroéfilos no meio-estroma corneano, devido
a reagoes de processos inflamatorios no tecido [17].

As imagens de MFA, nas figuras 5.27 e 5.28 representam a camada epitelial do
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Figura 5.26: Imagem histologica de cornea felina acometida com sequestro, cortada com

espessura de 2um e corada com H&E. Barra de escala=10pm.

tecido. A camada epitelial corresponde ao nivel mais superficial, a imagem de MFA fornece
indicativos das células epiteliais e suas microprojecgoes, ou seja, particulas salientes com
aproximadamente 500nm de didmetro, as quais podem ser visualizadas em publicagoes
anteriores com magnificagdo menor [17]. As microprojegoes sao fundamentais para a
estabilidade entre o filme lacrimal e o epitélio, a fim de optimizar as fun¢oes 6pticas. Outra
funcao destas particulas corresponde ao aumento da area de superficie e consequentemente
facilitando para o acesso de produtos de nutrigdo e excre¢ao das celulas [19].

O terceiro e tltimo grupo de imagens correspondeu a amostra sqc3, preparada
para analise histologica, incluida em resina, correspondendo as figuras 5.29, 5.30, repre-
sentando as imagens histoldgicas da regiao do estroma e as figuras 5.31, 5.32 e 5.33, as
imagens obtidas com o MFA também da regiao do estroma da cornea.

Nas figuras 5.29 e 5.30, indicando a possivel presenca de fibrécitos, estruturas

de forma globular e irregular espalhados pelo estroma, além dos neutroéfilos, os quais
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Figura 5.27: Imagem da amostra de cornea felina com sequestro incluida em resina,
cortada com espessura de espessura de 3um, obtida com MFA no modo MACMode,

imagem da regiao epitelial do tecido. Barra de escala=b500nm.

indicam a presenca de um processo inflamatoério correspondente a patologia. Como visto
nas imagens da amostra anterior sqc2.

As imagens de MFA da regiao estromal da amostra sqc3, figuras 5.31, 5.32 ¢ 5.33
mostraram pequenas depressoes circulares com aproximadamente 1ym de didmetro, ori-
entadas em uma direcao. Estas estruturas podem estar associadas as estruturas proprias
do tecido de aspecto sadio ou aos fibroblastos, devido ao seu tamanho e formato. O
proprio corte pode ter proporcionado tal depressao, no momento que a lamina retira a

estrutura globular anteriormente presente no tecido.
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Figura 5.28: Imagem da amostra de cornea felina com sequestro incluida em parafina,
cortada com espessura de espessura de 3um, imagem da regiao da camada epitelial, obtida

com MFA no modo MACMode. Barra de escala=500nm.
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Figura 5.29: Imagem histologica de cornea felina acometida com sequestro, cortada com

espessura de 2um e corada com H&E. Regiao do estroma. Barra de escala=5pum.
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Figura 5.30: Imagem histologica de cornea felina acometida com sequestro, cortada com

espessura de 2um e corada com H&E. Regiao do estroma. Barra de escala=5pum.
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Figura 5.31: Imagem da amostra de cornea felina com sequestro, cortada com espessura
de espessura de 3um, obtida com MFA no modo MACMode, imagem da regiao estromal

do tecido. Barra de escala=1pum.
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Figura 5.32: a)lmagem da amostra de cornea felina com sequestro, obtida com MFA
no modo MACMode, regiao estromal do tecido.Barra de escala=1pum. b) Representagao

topografica 3D.
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Figura 5.33: a)lmagem da amostra de coérnea felina com sequestro, obtida com MFA
no modo MACMode, regido estromal do tecido.Barra de escala=1pum. b) Representagao

topografica 3D.



Capitulo 6

Discussoes e Conclusoes

Um conjunto de propriedades especificas das fibras do cristalino contribuem para
a eficiéncia do MFA na caracterizacao do tecido sadio, tal como observado nas imagens
das figuras 5.1 a 5.4. Nas amostras de tecidos com aspectos sadios apenas fixadas em
formol 10%, a tenacidade das estruturas sao fatores decisivos. A seccao do tecido, tanto
transversal quanto longitudinal apresentando as camadas é observavel possivelmente pelas
condi¢oes normais do tecido quando em atividade fisiol6gica, com os niveis de eletroélitos
e hidratagao regulados, possibilitando a fixacao das fibras em camadas sem pontos de
opacidade. Este fato possivelmente permite que o tecido, mesmo apoés fixado, se torne
resistente o suficiente ao corte com o bisturi.

O corte longitudinal expondo o padrao sulco-lingueta foi permitido devido a in-
tensidade da adesao lateral entre as fibras, o que favoreceu o destaque de uma camada de
fibras superior com um corte mais grosseiro, feito com o bisturi. Este efeito nao foi obser-
vado nas imagens das amostras previamente preparadas possivelmente pelo micrétomo se
comportar como uma lamina préxima a ideal, a qual secciona a fibra em si, sem causar o
efeito de destacamento de uma camada de fibras superior, como observado com o bisturi.
Vale ressaltar que este padrao somente havia sido observado através de MEV, figura 3.7,
a custo de trabalhoso processo de preparagao da amostra para analise em vacuo.

No caso da catarata imatura, para as amostras previamente preparadas, a im-
agem de MO de uma regiao acometida pela doenga revelou a presencga de vactolos, vide

figura 5.6, tais como na imagem de MFA, também apresentando depressoes circulares da
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mesma ordem de grandeza, vide figura 5.7. Apesar da presenca dos pontos circulares
em ambas as imagens, ainda se observa o padrao das fibras dispostas em camadas. Ja
nas amostras sem preparagao prévia, nao é possivel observar qualquer indicio da presenca
das fibras organizadas em camadas. Uma hipdtese pode ser considerada: desequilibrios
eletroliticos ocorrem com a instauracao da catarata no tecido, tais irregularidades fun-
cionais causam acidificagao do cristalino fazendo com que ele desidrate-se, em consequén-
cia disso, uma reducao do tamanho das fibras ocorre, levando ao surgimento de fissuras
devido & compactacao nao uniforme do tecido. Tecidos incluidos em parafinas ou resinas
tornam-se mecanicamente mais resistentes, conservando a estrutura original mesmo apos
o corte com o micrétomo. Ja o tecido fixado com o formol torna-se quebradigo, nao apre-
sentando a mesma resisténcia mecanica de uma amostra incluida em parafina ou resina.
Nesta situagao, corte com um instrumento mais grosseiro, como bisturi, pode causar um
colapso das micro-estruturas do tecido, impedindo a observacao das fibras em camadas
apos o corte.

O mesmo ocorre com a catarata matura. Neste estagio da doenca, a opacificagao
do tecido é total, entretanto nas amostras previamente preparadas ainda se observa as
estruturas de fibras dispostas em camadas (figuras 5.10 a 5.12), enquanto nas amostras
apenas fixadas em formol 10%, o aspecto de descamacao é visualizado, vide figuras 5.13
e 5.14.

No caso da catarata hipermatura, as imagens das amostras previamente inclui-
das em parafina apresentaram um padrao de estriamento, nos quais nao se observa a
interface entre as fibras com clareza, vide figuras 5.15 a 5.18, possivelmente relacionado
ao ressecamento das fibras devido a instauracao da doenga. A hipdtese de reducao do
tamanho das fibras foi também levantada para a explicacao da compactagao nao uniforme
do cristalino nos casos de catarata hipermatura observadas através de imagens de raios X
[34].

Pontos de reabsor¢ao sao passiveis na catarata hipermatura, estes se caracter-
izam por ser regioes do retorno da transparéncia do cristalino, que podem estar ligados
a uma re-hidratagao das fibras e assim eliminando as fissuras presentes entre as fibras,

permitindo a compactagao uniforme do tecido.
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No estudo das coérneas acometidas pelo sequestro, a inclusao do tecido se fez
necessaria para dar sustentacao ao processo de corte. A anélise topogréafica com MFA da
regiao do estroma revelou a presenca de cavidades nanométricas, vide figuras 5.32 e 5.33.
Embora os diametros das cavidades sejam proximos do tamanho tipico das estruturas
observaveis no MO, o namero de cavidades por unidade de area permite descartar que
algumas destas ocasionem o surgimento das cavidades. Em outras palavras, qualquer
que seja a origem das cavidades elas provavelmente independem das estruturas celulares
observaveis na histologia. Contudo podem estar associadas & outras estruturas globulares
presentes no tecido, que nao produzam contraste com os corantes utilizados e/ou que
foram eliminados durante o corte. Nao se pode também descartar a possibilidade das
cavidades serem um artefato do processo de preparagao da amostra. De qualquer modo,
uma investigagao rigorosa se faz necesséria para esclarecer a natureza precisa das cavidades
e a relacao delas com o sequestro.

As conclusbes mais importantes neste estudo foram as seguintes: i) as infor-
magcoes obtidas pelo MFA estao relacionadas, direta ou indiretamente, as propriedades
mecanicas do tecido e a resposta ao processo de corte; i) devido as particularidades da
estrutura de fibras do cristalino,uma caracterizacao detalhada, com resolu¢ao comparével
somente aquela alcancada na microscopia eletronica, pode ser realizada no tecido sadio
sem a necessidade de preparagao prévia; iii)na avaliagdo da catarata em estagios avanga-
dos (matura e hipermatura), embora a riqueza de detalhes seja menor do que aquela
obtido no tecido sadio, o MFA pode fornecer informacoes do tecido, entretanto neces-
sita da preparacao prévia das amostras; e iv) para a cornea, a aplicabilidade do MFA é
mais limitada, mas ainda assim pode fornecer informagoes complementares ou ao minimo,

comparaveis com a das analises histologicas.
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