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Resumo 

A criação de efeitos de transparência em tecidos biológicos tem sido fortemente 

explorada nos últimos anos, com o objetivo de reduzir o espalhamento da luz, que é uma 

caraterística natural destes materiais, e descobrir novos procedimentos clínicos de 

diagnóstico ou de tratamento com recurso à utilização da luz. Uma descoberta recente 

mostrou que na zona do ultravioleta se verifica uma eficiência na criação de transparência 

superior à que é verificada na zona desde o visível até ao infravermelho. Dado que tal 

descoberta está associada à criação de janelas de transparência localizadas no ultravioleta, 

para comprimentos de onda entre os 200 e os 400 nm, torna-se importante caracterizar 

tais janelas, nomeadamente avaliar a sua magnitude em função da concentração do agente 

de transparência usado em solução para tratar o tecido. Escolhendo músculo esquelético 

de coelho e soluções aquosas com concentrações volúmicas de sacarose entre os 20 % e 

60 %, realizou-se um estudo que permitiu verificar a ocorrência de duas janelas de 

transparência, uma centrada a 230 nm e outra centrada a 300 nm. Tais comprimentos de 

onda centrais das janelas de transparência observadas foram associados às bandas de 

absorção das ligações de aminoácidos nas proteínas, nomeadamente a fenilalanina, e 

tirosina e triptofano. O estudo realizado mostrou que as magnitudes destas duas janelas 

crescem com a concentração da sacarose na solução de acordo com uma equação 

polinomial de segundo grau, que é particular para cada janela. Uma análise de tais 

dependências mostrou que para concentrações de sacarose entre 20 % e 40 %, as ligações 

associadas à fenilalanina são as que são dissociadas em maior número e que para 

concentrações superiores, a dissociação das ligações associadas à tirosina e ao triptofano 

passam a dominar no tecido muscular. Embora se tenha verificado uma dependência 

polinomial entre as magnitudes das janelas e a concentração de sacarose na solução, a 

proporção entre tais magnitudes depende linearmente da concentração da sacarose, o que 

mostra que os dois mecanismos de dissociação estão diretamente relacionados entre si. 

Estes resultados são uma mais-valia para se entender o mecanismo de transparência 

designado por dissociação de proteínas e como tal mecanismo depende da concentração 

do agente de transparência na solução de tratamento.  

Palavras-chave: tecido músculo-esquelético, sacarose, transmitância colimada, 

transparência ótica, janelas de transparência, eficiência de transparência, magnitude de 

transparência, dissociação de proteínas, ligações de aminoácidos.
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Abstract 

The creation of transparency effects in biological tissues has been strongly 

explored in the recent years with the objective of reducing the native light scattering that 

these materials present, so that new clinical procedures that use light for diagnosis or 

treatment can be developed. One recent discovery in this field showed that a higher 

efficiency of transparency is observed in the ultraviolet range of spectrum than in the 

visible to infrared range. Since such discovery is associated to the creation of transparency 

windows in the ultraviolet, for wavelengths between 200 and 400 nm, it becomes 

necessary to characterize such windows, namely by relating their magnitude with the 

concentration of the transparency agent in the solution used to treat the tissue. By 

selecting the skeletal muscle from rabbit and aqueous solutions containing volume 

concentrations of sucrose between 20 % and 60 %, the present study allowed to confirm 

the creation of two transparency windows, one centered at 230 nm and the other centered 

at 300 nm. An association between those central wavelengths of the transparency 

windows with the absorption bands of the amino acid connections in proteins, the one of 

phenylalanine, and the one of tyrosine and tryptophan, was made. The present study 

showed that the magnitudes of these two windows grow with the sucrose concentration 

in the treating solution according to a second-degree polynomial equation, which is 

different for the two windows. An analysis of such dependencies showed that for sucrose 

concentrations in the treating solution between 20 % and 40 %, the phenylalanine 

connections in proteins are the ones that are dissociated in greater numbers and that for 

higher sucrose concentrations, the dissociation of the connections associated with the 

tyrosine and tryptophan connections become dominant in the muscle tissue. Although it 

was verified that a polynomial relation is observed between the magnitude of each of the 

two windows and the sucrose concentration in the treating solution, the proportion 

between those magnitudes depends linearly on the sucrose concentration in the treating 

solution. This shows that the two dissociation mechanisms are directly related. These 

results are valuable for the explanation of the transparency mechanism designated as 

protein dissociation and how such mechanism depends on the agent concentration in the 

treating solution. 
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1. Introdução  

No âmbito da unidade curricular Tese, inserida no Mestrado em Engenharia 

Biomédica do Instituto Superior de Engenharia do Porto, a presente dissertação foi 

realizada tendo por base medições experimentais realizadas no Centro de Inovação em 

Engenharia e Tecnologia Industrial (CIETI). O objetivo do presente trabalho foi analisar 

e caracterizar as janelas de transparência criadas na zona do ultravioleta (UV) em tecidos 

biológicos durante tratamentos de transparência com soluções de sacarose em diferentes 

osmolaridades (concentrações).  

Nesta introdução será primeiramente apresentada uma contextualização sobre os 

tratamentos de transparência e a criação de janelas de transparência ótica em tecidos 

biológicos. Posteriormente serão indicadas quais as motivações para o presente trabalho, 

assim como os objetivos que se pretenderam atingir. 

 

1.1. Contextualização 

A criação de transparência em tecidos biológicos consiste num fenómeno com um 

longo historial, mas que só em finais do século XX passou a merecer um interesse pela 

comunidade científica, com o objetivo de melhorar e desenvolver técnicas óticas para 

aplicação em medicina [1].  Os tecidos biológicos apresentam na sua forma natural um 

forte espalhamento da luz devido à presença de grandes quantidades de água nos seus 

líquidos intersticiais e no citoplasma das células [2]. A água apresenta um índice de 

refração (IR) baixo, quando comparada com os restantes componentes dos tecidos e das 

células, criando assim um desfasamento significativo de IRs entre os fluídos e os restantes 

componentes biológicos no interior das células e nos interstícios dos tecidos [3]. Tal 

desfasamento de IRs está na origem do forte espalhamento que um feixe de luz sofre ao 

propagar-se dentro de qualquer tecido biológico, e para que a utilização de luz em 

procedimentos de diagnóstico e de tratamento seja eficaz é necessário vencer este 

espalhamento por intermédio de técnicas que consigam diminuir ou eliminar o 

desfasamento de IRs que é natural dos tecidos [4].  

Na segunda metade do século XX, técnicas mecânicas de compressão e 

estiramento de tecidos e técnicas de variação de temperatura ou de branqueamento de 

tecidos com ácido acético foram utilizadas em vários estudos e em certas aplicações 
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clínicas, com o objetivo de reduzir o espalhamento da luz [1], [3]. Apesar de estas técnicas 

apresentarem um aumento de transparência nos tecidos estudados, a magnitude da 

transparência criada era reduzida e efeitos secundários indesejáveis e irreversíveis ou com 

longos tempos para atingir a reversibilidade foram observados. Em face destas 

dificuldades, a técnica de criação de transparência ótica em tecidos biológicos por imersão 

em agentes químicos inócuos, que foi inicialmente reportada pelo anatomista alemão 

Werner Spalteholz em 1911, passou a merecer um novo e crescente interesse na década 

de 1990 [1], [4]. 

A técnica de criação de transparência por imersão (vulgarmente conhecida em 

inglês por Tissue Optical Clearing, TOC) consiste essencialmente na substituição parcial 

ou total da água intersticial e intracelular por um agente inócuo, que apresenta um IR 

superior ao da água, mais aproximado ao IR dos restantes componentes biológicos que 

compõe os tecidos e as células biológicas [5]. Ao realizar-se esta substituição da água 

pelo agente, o IR médio do fluído intersticial ou do citoplasma aproxima-se dos IRs dos 

restantes componentes, levando a uma diminuição parcial (ou total) do desfasamento de 

IRs dentro dos tecidos e das células, o que em última instância leva à diminuição do 

espalhamento da luz dentro do tecido [6], [7]. Tal redução do espalhamento da luz permite 

focar um feixe de forma eficiente e sem perdas significativas de intensidade a 

profundidades claramente superiores dentro de um tecido, relativamente àquelas que se 

verificam num tecido no seu estado natural. Desta forma, procedimentos de diagnóstico 

ou terapêuticos com utilização de luz, que num tecido natural estão limitados às camadas 

mais superficiais, passam a poder ser realizados a profundidades superiores dentro de 

tecidos espessos, ou mesmo em tecidos localizados abaixo de outros no interior do corpo 

humano ou animal. É importante referir que o IR de qualquer tecido ou material biológico 

depende da temperatura e do comprimento de onda. Isto implica que os estudos realizados 

para caracterizar os tratamentos de transparência em tecidos biológicos têm sido 

recentemente feitos não só com técnicas de imagem ótica, mas também com medições 

espectrais numa banda larga [4]. Considerando todo o espectro eletromagnético e em 

particular a zona espectral entre o UV e o terahertz (THz), onde aplicações de ótica 

médica têm sido recentemente desenvolvidas [8], é importante avaliar e caracterizar os 

tratamentos de transparência em zonas espectrais largas dentro destes limites. Dado que 

até há poucos anos os estudos espectrais realizados com a técnica TOC foram 

maioritariamente feitos na zona do espectro visível e do infravermelho, ou para 

comprimentos de onda discretos dentro dessas zonas do espectro, um grupo de 
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investigadores no Porto tem apostado em estudar os efeitos de transparência na zona do 

UV [8], [9] e outro grupo em Moscovo tem apostado em estudar esses efeitos na zona do 

THz [8], [10]. A zona do UV tem grande interesse para o estudo dos tratamentos de 

transparência, uma vez que as dispersões, quer da água e dos agentes de transparência, 

quer dos restantes componentes biológicos dos tecidos apresentam um decaimento 

aproximadamente exponencial com o aumento do comprimento de onda desde o UV até 

ao infravermelho [11]. O interesse em se estudar os tratamentos pela técnica TOC na zona 

do THz prende-se com o facto de ser uma zona do espectro onde a absorção da água é 

muito forte [12]. No caso dos estudos já realizados na zona do UV, verificou-se que 

ocorrem janelas de transparência nessa zona, com picos de transparência bem localizados 

para comprimentos de onda abaixo de 350 nm [13] e que é possível identificar e 

caracterizar um dos três mecanismos associados à criação de transparência nos tecidos – 

o mecanismo de dissociação de proteínas [9]. Em face destes resultados inovadores, é de 

especial interesse realizar outros estudos dos tratamentos de transparência, focados na 

zona espectral do UV, para que novas aplicações clínicas que utilizem luz nestes 

comprimentos de onda possam vir a ser desenvolvidas.  

 

1.2. Motivação 

Tal como foi acima referido, os tratamentos de transparência aplicados com a 

técnica TOC em tecidos biológicos foram ainda pouco explorados na zona do UV, sendo 

necessária a realização de novos estudos para compreender como estes tratamentos 

reduzem o espalhamento da luz nessa zona do espectro e que benefícios se podem 

recolher desses estudos para a criação de novas aplicações clínicas. Sabe-se que os vários 

tecidos biológicos que fazem parte do corpo humano apresentam um conjunto de bandas 

de absorção na zona do UV, bandas estas que correspondem à hemoglobina, às proteínas, 

ao ADN e a outros componentes biológicos que fazem parte da constituição dos tecidos 

[14]. A existência destas fortes bandas de absorção na zona do UV dificulta a deteção das 

alterações induzidas durante a criação dos tratamentos de transparência, mas a estratégia 

adotada pelos autores das recentes publicações relativas ao estudo da transparência criada 

em tecidos nesta zona do espectro [9], [13], [15], que consiste em calcular variações 

temporais relativas dos espectros medidos, parece permitir identificar eficazmente as 

variações induzidas no UV e retirar informação fisiológica discriminatória de patologias.  
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Se no artigo da Ref. [9] foi demonstrado que a glicerina é capaz de dissociar 

proteínas em tecidos e que tal dissociação ocorre de forma diferenciada entre tecidos 

saudáveis e tecidos com patologias oncológicas, será necessário realizar novos estudos, 

no sentido de relacionar as taxas de dissociação das proteínas com o estado de 

desenvolvimento do cancro e para diferentes tipos de cancro. Tal relação poderá 

eventualmente ser aplicada a medições não invasivas para a deteção precoce do cancro 

sem recurso a biópsias. Tal trabalho de investigação é complexo e requer a 

disponibilidade de tecidos relativos às diferentes fases de desenvolvimento do cancro, o 

que nem sempre é fácil de se conseguir. Tal estudo cai, portanto, fora dos objetivos do 

presente trabalho. 

Em oposição às dificuldades associadas ao estudo da relação entre a taxa de 

dissociação de proteínas e os diferentes estados de desenvolvimento do cancro em tecidos, 

a investigação apresentada na Ref. [13] pode ser facilmente sujeita a novos estudos 

exploratórios para obter informação adicional. Neste artigo, os autores mostraram com 

dados experimentais de um estudo preliminar que tratando tecido muscular com soluções 

de glicerina em diferentes osmolaridades conseguiam identificar a criação de janelas de 

transparência no UV e que a magnitude dessas janelas aumentava com a osmolaridade da 

glicerina na solução usada para criar transparência. Embora tal artigo apresente a criação 

de tais janelas com apenas um estudo por solução (tendo apenas usado três soluções com 

osmolaridades distintas) torna-se necessário realizar novos estudos para fundamentar os 

resultados publicados e adquirir informação adicional. Por outro lado, realizando tal 

estudo com um maior número de soluções, em que se consideram mais osmolaridades do 

agente de transparência, permitirá correlacionar a magnitude das janelas de transparência 

criadas com a osmolaridade do agente. A utilização de um outro agente de transparência 

poderá trazer informação complementar aos resultados obtidos com a glicerina que se 

encontram publicados [13]. 

 

1.3. Objetivos 

Em face do que foi exposto na secção anterior, os objetivos do presente trabalho 

consistiram em estudar a magnitude das janelas de transparência criadas na zona do UV 

em tecido muscular por intermédio de tratamentos de transparência, em que os tecidos 

são imersos em soluções aquosas de sacarose com diferentes osmolaridades. Pretende-se 

também estabelecer uma relação entre a magnitude das janelas criadas e a osmolaridade 
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de sacarose usada nos tratamentos, assim como verificar se este açúcar é capaz de 

dissociar proteínas. 

 

1.4. Estrutura do documento 

O presente documento é composto por cinco capítulos. No Capítulo 1 é elaborada 

uma introdução aos principais temas abordados neste documento, apresentando uma 

contextualização do assunto em estudo, a motivação e os objetivos do presente trabalho. 

No Capítulo 2 será feita a descrição do estado da arte sobre a aplicação das tecnologias 

óticas em medicina e da criação de efeitos de transparência em tecidos biológicos, assim 

como da criação de janelas de transparência na zona do UV durante tais tratamentos. O 

Capítulo 3 descreve os materiais, métodos e cálculos necessários à realização deste 

estudo, enquanto o Capítulo 4 apresenta os resultados obtidos, e as informações que se 

podem inferir dos mesmos. Por sua vez, o Capítulo 5 encerra o documento com as 

conclusões referentes ao trabalho realizado, referindo as possíveis perspetivas futuras 

para investigações que possam ter como base o presente estudo. 
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2. Estado da Arte 

2.1. A ciência da ótica médica – retrospetiva histórica 

A utilização da luz para efeitos curativos (fototerapia) é um dos ramos primordiais 

da ótica médica, baseando-se na aplicação da luz solar para o tratamento de diversas 

doenças, e sabe-se que é praticada desde o ano 2000 antes de Cristo, suspeitando-se até 

que desde datas muito anteriores, pelas civilizações antigas do Egito, da Grécia, da China 

e da Índia. Estes povos antigos atribuíam à luz solar a cura de doenças do corpo, da mente 

e da alma. Apesar de não compreenderem a ciência por detrás dos fenómenos terapêuticos 

da luz, estes povos construíram templos dedicados à adoração do poder curativo da luz 

[16], [17], passando este a ser confundido com mitos, com religião ou com o sobrenatural. 

A utilização da fototerapia manteve-se ao longo de diversos séculos, chegando até aos 

dias de hoje, sendo já atualmente explicada com fundamentos científicos.   

Apesar de o ramo terapêutico da ótica médica existir desde há vários séculos, o 

ramo de diagnóstico manteve-se praticamente inexistente até ao século XVII, altura em 

que dois holandeses, Hans e Zacharia Janssen inventaram o primeiro microscópio ótico. 

A criação deste equipamento, permitiu que fosse de imediato aplicado para inspecionar a 

pele, o ouvido e o olho humano, com o objetivo de detetar infeções. Desde então, o 

microscópio sofreu melhorias sistemáticas, tornando-se uma ferramenta indispensável 

para as ciências médicas, assim como para o estudo de cortes histológicos de tecidos 

humanos e animais [18]. Quanto a outros dispositivos óticos de diagnóstico, estes só 

começaram a ser fortemente desenvolvidos nos finais do século XX, após a introdução 

dos lasers e das fibras óticas em aplicações na área da saúde, altura em que surgiu uma 

nova ciência designada por ótica médica [19]. O laser tinha sido inicialmente previsto 

teoricamente em 1917 por Albert Einstein, mas apenas foi criado em 1960 por Theodore 

Maiman nos Hughes Research Laboratories, nos Estados Unidos da América [20]. As 

fibras óticas foram criadas pouco tempo depois, o que levou ao desenvolvimento 

subsequente de outros equipamentos óticos com potencial aplicação em medicina, como 

o espectrofotómetro ou versões melhoradas de microscópios e de refratómetros. Em 1991, 

surge um grande avanço para a ótica médica, com a invenção da técnica de tomografia 

ótica coerente pelo grupo de James Fujimoto, no Massachussets Institute of Technology 

(MIT), nos Estado Unidos da américa [21]. 
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Foi também durante o século XX que surgiram os equipamentos de imagem 

médica mais comuns e que são utilizados atualmente de forma generalizada para realizar 

diagnóstico. Estes equipamentos permitem o diagnóstico de patologias por imagem, 

sendo as técnicas usadas baseadas em Raios-X, como no caso das microrradiografias [22], 

em campos magnéticos, como é o caso da ressonância magnética [23], em emissão de 

positrões, como é o caso da tomografia por emissão de positrões (PET) [24], ou nos 

ultrassons, que são utilizados nas ecografias [25]. Devido aos custos elevados na 

aquisição destes equipamentos e à utilização de radiação ionizante na sua grande maioria 

[26], [27], que danifica os tecidos saudáveis circundantes à zona alvo do diagnóstico, 

torna-se necessário procurar alternativas. 

A aplicação de luz em procedimentos de diagnóstico, ou mesmo de tratamento, é 

uma alternativa viável para superar as desvantagens da aplicação de equipamentos que 

utilizam radiação ionizante. A luz visível é um tipo de radiação eletromagnética que não 

cria ionização das células, sendo assim melhor para interagir com os tecidos biológicos. 

Por outro lado, o desenvolvimento de equipamentos óticos para aplicação clínica fornece 

outras vantagens, que até recentemente eram inexistentes. São disso exemplo a criação 

de equipamentos mais compactos e portáteis, que podem facilmente ser transportados de 

um local para outro, a possibilidade de realizar diagnóstico por endoscopia e custos mais 

reduzidos na aquisição destes equipamentos, dado o estado de desenvolvimento 

tecnológico atual [20]. Para além destas vantagens, a aplicação de tecnologias óticas 

permite a criação de sensores miniaturizados de uso prático, do género de um smartwatch, 

para medir o conteúdo de glucose no sangue, o fluxo de sangue em veias entupidas ou 

monitorizar outros parâmetros vitais e fisiológicos. O desenvolvimento de sensores 

compactos que podem ser fixos no corpo para monitorizar estes parâmetros é uma das 

áreas da ótica médica em forte crescimento neste momento.  

Desde que se implementou no início da década de 1980, a investigação em ótica 

médica tem produzido resultados a um ritmo crescente de ano para ano, com a maioria 

das inovações a focar-se na interação da luz com os materiais biológicos e no 

desenvolvendo novas técnicas com aplicação clínica sem uso de radiação ionizante. Com 

este paradigma em mente, surgiram novas técnicas de imagem médica de aplicação in 

vivo, nomeadamente a microscopia de light-sheet [28], a microscopia de 2 e mais fotões 

[29], a microscopia confocal [30], a microscopia Raman [31], a já referida tomografia 

ótica coerente [32], que entretanto tem sofrido melhoramentos sucessivos, a microscopia 

de THz [33], a microscopia fotoacústica [34] e a microscopia de segundo harmónico [35]. 
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Comparativamente aos equipamentos e técnicas que utilizam radiação ionizante, as 

técnicas de ótica médica podem ser usadas para monitorização de parâmetros vitais de 

forma contínua, não danificam os tecidos onde atuam ou os que os circundam, utilizam 

equipamentos mais baratos e compactos, tornando fácil o seu transporte [26]. Apesar de 

todas estas vantagens e benefícios na aplicação de técnicas óticas em medicina, existem 

limitações e a mais significativa tem a ver com a baixa profundidade de penetração da luz 

nos tecidos, devido ao forte espalhamento que é característico da maioria dos materiais 

biológicos [3]. Para superar esta dificuldade surgiu o conceito de criar transparência nos 

tecidos biológicos, um assunto que será detalhado em retrospetiva na secção seguinte. 

  

2.2. Efeitos de transparência em tecidos biológicos 

A criação de efeitos de transparência em tecidos biológicos começou há vários 

séculos. Sabe-se que os antigos povos do norte da Europa criavam transparência em peles 

de animais através da desidratação por secagem para construir as paredes das suas tendas, 

assim como em intestinos de foca para criar as janelas dessas tendas e deixar entrar a luz 

para o interior [1]. Este processo foi desenvolvido por esses povos de forma intuitiva, 

tendo a primeira evidência física do fenómeno sido apenas reportada em 1911 pelo 

anatomista alemão Werner Spalteholz [36]. Spalteholz verificou que imergindo 

sequencialmente amostras de músculo em álcool, em xileno ou óleo de cravo e finalmente 

em bálsamo do Canadá, tornava essas amostras mais transparentes. Intrigado com este 

resultado, Spalteholz, conduziu novos estudos, tendo deduzido que ocorre uma adaptação 

de IRs no interior dos tecidos que leva à criação da transparência, tal como descrito na 

sua publicação de 1914 [37]. Esta dedução de Spalteholz consistia na descoberta daquilo 

que sabemos hoje ser um dos três mecanismos associados à criação da transparência nos 

tecidos biológicos – a adaptação de IRs entre os fluídos e os restantes componentes 

biológicos [4]. A descoberta do mecanismo de desidratação dos tecidos foi conseguida 

mais tarde e a primeira publicação que lhe faz referência surgiu em 1939 [38]. Quanto ao 

terceiro mecanismo associado aos efeitos de transparência, designado por dissociação de 

proteínas, este permaneceu sem ser descoberto até 2003, tendo sido reportado nesse ano 

pelo grupo que o detetou através da utilização de imagiologia de segundo harmónico [39]. 

Tal como descrito por estes autores, o mecanismo de dissociação de proteínas é reversível, 

assim como os mecanismos de desidratação e de adaptação de IRs [4]. A reversibilidade 

desses dois mecanismos tinha sido anteriormente demonstrada por Valery Tuchin em 
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1999 quando estudou a variação temporal da intensidade de um sinal de speckle a 633 nm 

num tecido ocular tratado sequencialmente com uma solução de TrazographTM, com soro 

fisiológico e novamente com a solução de TrazographTM [40]. Um artigo da nossa autoria, 

publicado já no presente ano, demonstra que tal reversibilidade é observada numa banda 

espectral bastante larga, entre os 220 e os 1000 nm [41]. Uma descrição detalhada sobre 

a sequência de ocorrência dos três mecanismos e da contribuição de cada um para a 

criação de transparência nos tecidos será feita na secção 2.3. 

A descoberta de Spalteholz no início do século XX não despertou qualquer 

interesse de aplicação nessa altura, tendo ficado apenas como uma curiosidade devido à 

falta de técnicas óticas que pudessem beneficiar da criação de transparência em tecidos 

biológicos. Apenas no final da década de 1980, quando algumas aplicações das 

tecnologias óticas em medicina já se encontravam desenvolvidas e em face da 

identificação de que os tecidos biológicos apresentavam um forte espalhamento da luz, é 

que a criação de transparência despertou um novo interesse [1]. Novos estudos 

começaram a ser feitos nessa altura e em 1997, o grupo de Valery Tuchin publicou um 

artigo de referência, onde se descreve todo o formalismo matemático sobre a difusão de 

agentes de transparência em tecidos biológicos e como a propagação da luz se altera 

nesses meios com a redução do espalhamento [42]. Desde essa altura, diferentes grupos, 

localizados nos vários continentes, passaram a desenvolver investigação nesta área, sendo 

o número de publicações anuais sobre a criação de transparência sempre crescente desde 

então. 

A criação de efeitos de transparência em tecidos biológicos é um ramo da ótica 

médica em forte crescimento desde o início do presente milénio, tendo a investigação 

associada produzido resultados de forma galopante. Como a difusão da água intersticial 

para o exterior dos tecidos e a difusão dos agentes de transparência para o interior são 

processos dinâmicos, medições feitas ao longo do tempo durante tratamentos de 

transparência permitiram já determinar os tempos e os coeficientes de difusão 

característicos destes fluídos em vários tecidos [43], avaliar o conteúdo de água móvel 

dentro de tecidos biológicos [44], e através deste parâmetro discriminar entre tecidos 

saudáveis e tecidos com patologia (nos casos do cancro e da diabetes) [45-47]. Como 

veremos na próxima secção, a determinação experimental dos tempos e coeficientes de 

difusão da água e dos agentes de transparência num determinado tecido biológico permite 

caracterizar os mecanismos de desidratação e de adaptação de IRs para o tratamento 

aplicado [4]. Dado que tal caracterização é particular para cada combinação de agente de 
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transparência (do inglês, Optical Clearing Agent – OCA) com um determinado tecido 

biológico, vários estudos baseados em medições de variação temporal de espectros foram 

realizados para determinar os tempos e coeficientes de difusão de vários agentes em 

diferentes tecidos. Tais parâmetros que foram obtidos experimentalmente, embora fora 

do âmbito do presente trabalho, podem ser encontrados em alguns artigos e livros de 

referência [1], [4], [43], [48]. 

Se a avaliação dos parâmetros que caracterizam os mecanismos de desidratação e 

de adaptação de IRs é facilmente conseguida de forma experimental, a caracterização do 

mecanismo de dissociação de proteínas não é tão fácil. A deteção e caracterização deste 

mecanismo de criação de transparência é mais complexa, até porque nem sempre ocorre. 

Para que este terceiro mecanismo de criação de transparência ocorra durante o tratamento 

de um determinado tecido com um OCA é necessário que se conjuguem vários fatores. 

Em primeiro lugar, o tecido tem de conter proteínas em número suficiente, para que por 

interação do agente de transparência com as proteínas estas se dissociem. Apesar de a 

maioria dos tecidos biológicos conter proteínas, existem alguns em que esse conteúdo é 

pequeno ou mesmo nulo. O tecido adiposo, por exemplo, tem um conteúdo de proteínas 

muito reduzido, ou mesmo nulo na maioria das vezes. O tecido músculo-esquelético, por 

outro lado, apresenta um elevado conteúdo de proteínas, conforme veremos na secção 

2.5. Para além de ser preferencial trabalhar com um tecido que tenha um grande conteúdo 

de proteínas para detetar e caracterizar o terceiro mecanismo de transparência, é também 

necessário que o agente de transparência utilizado seja capaz de dissociar essas proteínas 

[9]. Até ao presente, sabe-se que tanto açúcares como álcoois são capazes de dissociar 

proteínas e que a magnitude dessa dissociação aumenta com a osmolaridade do açúcar ou 

do álcool na solução usada no tratamento aplicado [49], [50]. Uma outra dificuldade na 

deteção da dissociação de proteínas em tecidos biológicos prende-se com as técnicas de 

medição que permitem fazer tal deteção. Embora este mecanismo e a sua reversibilidade 

tenham sido inicialmente identificados por intermédio de imagens de segundo harmónico 

[39], foram publicados recentemente estudos, em que tal deteção foi feita por medições 

experimentais de espectroscopia de UV [4], [9]. Embora a espectroscopia de UV em 

tecidos esteja ainda a ser explorada, ela torna-se necessária para detetar a dissociação de 

proteínas, uma vez que estas apresentam as suas bandas de absorção entre os 200 e os 300 

nm [51], [52]. As proteínas estão ligadas entre si através das chamadas ligações de 

aminoácidos aromáticos, que essencialmente são três: a fenilalanina, a tirosina e o 

triptofano [51], [52]. De acordo com os espectros publicados nestas duas referências, a 
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fenilalanina apresenta uma banda de absorção de magnitude mais elevada, centrada perto 

dos 215 nm, e uma outra de magnitude mais reduzida, que se encontra centrada 

aproximadamente nos 280 nm. A tirosina e o triptofano, apresentam espectros de 

absorção quase coincidentes e de magnitude superior ao da fenilalanina, sendo que a 

banda de maior magnitude se encontra centrada nos 230 nm e a de menor magnitude se 

encontra centrada nos 280 nm. Em face dos espectros de absorção das ligações aromáticas 

das proteínas é necessário utilizar espectroscopia de UV para que se consiga detetar e 

caracterizar a dissociação das proteínas. A ocorrência da dissociação de proteínas leva à 

diminuição da absorção da luz pelos tecidos entre os 200 e os 300 nm. Por outro lado, a 

forte adaptação de IRs nessa mesma zona do espectro leva a uma forte redução do 

espalhamento. Consequentemente, a combinação destes dois mecanismos está na origem 

da criação de janelas de transparência na zona do UV, conforme mostrado pelos autores 

da Ref. [13]. 

Para além de todos os progressos e resultados acima descritos, a aplicação da 

técnica TOC permitiu já outros benefícios, como o melhoramento da profundidade de 

penetração de feixes sensores de luz em tecidos biológicos, o melhoramento do contraste 

de imagens de tomografia ótica coerente ou de microscopia nas suas diferentes vertentes 

e também obter informação fisiológica que permite a discriminação de patologias. Tais 

avanços, que foram conseguidos tanto em tecidos ex vivo como em tecidos in vivo, não 

fazem parte dos objetivos do presente trabalho, mas encontram-se disponíveis para 

consulta num livro recente [4]. 

Uma vez que se pretende no presente trabalho estudar e caracterizar as janelas de 

transparência criadas na zona do UV por soluções aquosas com diferentes osmolaridades 

de um determinado OCA e como já vimos que tais janelas resultam particularmente da 

combinação dos mecanismos de adaptação de IRs e de dissociação de proteínas, na 

próxima secção será descrito como se podem detetar e caracterizar experimentalmente 

tais mecanismos.  

 

2.3. Mecanismos de transparência ótica 

Para podermos descrever de forma simples a ocorrência dos três mecanismos que 

levam à criação da transparência nos tecidos biológicos quando a técnica TOC é usada, 

vamos considerar uma situação ideal, em que se mergulha uma amostra de tecido numa 

solução que contém o OCA. Esta descrição aqui apresentada foi já explicada em várias 
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publicações, como por exemplo na Ref. [1]. Desta forma, vamos considerar uma amostra 

de um determinado tecido que contém proteínas, e que foi preparada em forma de fatia 

aproximadamente circular e com uma espessura bem definida e de dimensão pequena 

quando comparada com a área das suas faces laterais. Um exemplo habitualmente usado, 

consiste numa amostra com espessura uniforme de 0,5 mm e diâmetro de ~1 cm. A 

solução usada para criar a transparência consiste numa solução aquosa, que contém um 

determinado OCA, como por exemplo a glicerina, numa determinada concentração. A 

preparação deste tipo de soluções é feita misturando água destilada com o OCA, ou 

diluindo este na água destilada, caso se encontre em estado sólido. A mistura, ou diluição 

vai sendo feita, até se atingir a concentração de OCA pretendida. Tal feito é conseguido 

controlando o IR da solução, pois existem valores tabelados, ou forma de os calcular, para 

as diferentes concentrações de vários OCAs em solução aquosa [1]. 

Quando a solução estiver preparada com a concentração de OCA pretendida, dá-

se início ao tratamento. Tal é feito mergulhando a amostra de tecido na solução, que se 

encontra dentro de uma montagem experimental apta para medir a transmitância colimada 

(Tc) da amostra segundo a direção da espessura desta. O volume da solução deve ser da 

ordem de dez vezes superior ao volume da amostra, para garantir a difusão de água para 

o exterior e/ou a difusão do OCA para o interior durante a imersão. Espectros de Tc da 

amostra são medidos ao longo do tempo para se poderem detetar as variações criadas pelo 

tratamento. Assim que a amostra é mergulhada na solução, a pressão osmótica do OCA 

na solução sobre a amostra, induz o fluxo de água intersticial para o exterior. Assim, o 

mecanismo de desidratação ocorre logo no início do tratamento e consiste num fluxo da 

água móvel do tecido para o exterior através das faces da amostra, fluxo esse que fica 

sempre contido nos primeiros 2 a 3 minutos do tratamento. Deve notar-se que os tecidos 

biológicos contêm quatro estados de água no seu interior, cujas designações tem origem 

na força de ligação existente em cada estado entre a água e os restantes componentes 

biológicos do tecido [1], [4]. Os quatro estados de ligação conhecidos são designados por: 

água livre, água fracamente ligada, água firmemente ligada e água fortemente ligada [53], 

[54]. A água móvel que flui para o exterior dos tecidos, devido à estimulação criada pela 

pressão osmótica do OCA na solução de tratamento, consiste na combinação da água livre 

e da água fracamente ligada [4]. Os restantes dois estados de água tomam neste contexto 

a designação de água ligada, pois apresentam uma força de ligação superior aos restantes 

componentes biológicos do tecido, mantendo a sua hidratação e não participam no 

processo de desidratação do tecido [1]. Se a concentração do OCA for significativamente 
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elevada, tomando valores na ordem de 60 % do volume total da solução, ou superiores, 

não ocorre qualquer difusão das moléculas do agente para o interior do tecido, pelo menos 

nos primeiros 10 min de tratamento [48]. Considerando os espectros medidos durante um 

tratamento destes, e em particular a variação temporal de Tc para comprimentos de onda 

discretos dentro de uma zona espectral onde não ocorrem bandas de absorção do tecido, 

verifica-se um comportamento exponencial crescente nos primeiros minutos, que é 

semelhante ao descrito pela equação de carga de um condensador [1], [4], [48]. 

Processando tais variações temporais de forma a que variem entre 0 e 1, podem ajustar-

se os dados experimentais processados com uma curva como a descrita pela equação 2.1 

[48]: 

 

                 𝑇𝑐(𝜆𝑖, 𝑡) ≅ 1 − 𝑒𝑥𝑝(− 
𝑡

𝜏
)
,    (Eq. 2.1) 

 

em que λi representa o comprimento de onda discreto a que respeitam os dados da variação 

de Tc considerados e t representa o tempo de tratamento dentro do intervalo onde ocorre 

o crescimento exponencial. Ao fazer-se o ajuste dos dados com uma curva deste tipo, o 

tempo de difusão característico, τ, do tratamento aplicado é obtido. Como apenas ocorreu 

a difusão de água para o exterior, esse tempo é o tempo de difusão característico para a 

água no tecido em estudo.  

Para estimar este valor de τ com maior precisão, repete-se o procedimento de ajuste 

para dados obtidos nos restantes comprimentos de onda considerados, permitindo assim 

obter a média e o desvio padrão para este parâmetro. Após este cálculo e se estiveram 

disponíveis medições da espessura de uma amostra tratada com a mesma solução, pode 

calcular-se o coeficiente de difusão da água (𝐷𝐻2𝑂) [48]. Na realidade, é conveniente 

realizar medições de espessura em várias amostras durante o tratamento com a solução 

correspondente, para se obter uma variação temporal de espessura média e minimizar 

erros experimentais [48]. Retirando dessa variação temporal média de espessura, o valor 

que corresponde ao instante de tempo de tratamento que coincide com τ, d(τ), calcula-se 

DH2O segundo a equação 2.2 [48]:  

 

                      𝐷𝐻2𝑂 =
[𝑑(𝜏)]2

𝜋2×𝜏
.     (Eq. 2.2) 

 

O procedimento acima descrito para obter os parâmetros característicos do 

mecanismo de desidratação, é também adotado para obter os parâmetros análogos que 
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caracterizam o mecanismo de adaptação de IRs. No entanto, para que tal procedimento 

possa ser adotado corretamente, o processamento de dados e cálculos tem de ser feito 

com dados experimentais obtidos de um outro tratamento onde ocorre apenas a difusão 

do OCA para o interior do tecido. Tal tratamento é possível quando o conteúdo volúmico 

de água na solução usada para realizar o tratamento iguala o conteúdo de água móvel no 

tecido em tratamento [48]. Após a realização de variados estudos deste tipo, sabe-se 

atualmente que o conteúdo de água móvel nos tecidos saudáveis é de 60  1 % e nos 

tecidos com cancro, pelo menos nos estudados até agora, é de 65  1 % [43]. Assim, e 

para um tecido saudável que seja tratado com uma solução que contém 60 % de água e 

40 % de OCA, consegue-se o fluxo único do OCA para o interior do tecido, devido ao 

equilíbrio entre a água móvel no tecido e a água na solução [1], [4], [48]. Realizando 

tratamentos com soluções contendo várias concentrações do OCA, consegue-se aumentar 

a precisão na estimação dos valores de τ e de D para a água e para o OCA, como descrito 

na Ref. [43]. Com a obtenção destes 4 parâmetros ficam caracterizados não só os fluxos 

únicos de água para o exterior e do OCA para o interior do tecido, como os mecanismos 

de desidratação e de adaptação de IRs. 

Conforme foi já referido anteriormente, a caracterização do mecanismo de 

dissociação de proteínas depende de vários fatores. Para que essa caracterização seja 

possível, pode usar-se também a espectroscopia, mas focando a análise e o processamento 

dos dados na zona do UV, entre os 200 e os 350 nm [9], conforme será detalhado de 

seguida. Dado que os tecidos biológicos apresentam forte absorção e forte espalhamento 

para comprimentos de onda abaixo de 350 nm, a avaliação direta da evolução temporal 

do espectro de Tc não mostra com detalhe suficiente as alterações induzidas pelo 

tratamento no tecido [9]. Em face desta dificuldade, torna-se necessário calcular as 

variações relativas de Tc ao longo do tempo, para que tais alterações se tornem percetíveis 

e possam ser quantificadas. Os autores da Ref. [13], definiram tal cálculo de acordo com 

a equação 2.3: 

 

                 𝑂𝐶eff(𝜆, 𝑡) =
|𝑇𝑐(𝜆,𝑡)−𝑇𝑐(𝜆,𝑡=0)|

𝑇𝑐(𝜆,𝑡=0)
× 100 %,   (Eq. 2.3) 

 

em que designaram OCeff(λ,t) como a eficiência espectral de transparência, e em que 

Tc(λ,t) representa o espectro do tecido medido no instante t do tratamento e Tc(λ,t=0) 

representa o espectro do tecido no seu estado inicial, antes de iniciar o tratamento [9]. 
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Nos estudos da Ref. [9] e da Ref [13], que dizem respeito ao músculo e à mucosa da 

parede colorretal humana, esta última nas versões saudável e com cancro, fazendo uma 

representação 3D da OCeff(λ,t), verifica-se que surgem janelas de transparência bem 

evidentes com comprimentos de onda centrais localizados sensivelmente a 230 e a 280-

300 nm. Estes comprimentos de onda centrais correspondem às bandas de absorção das 

ligações de aminoácidos aromáticos nas proteínas, conforme já referimos, mostrando que 

o OCA dissolve as proteínas, quebrando estas ligações. No estudo da Ref. [13], verificou-

se a ocorrência de apenas uma janela de transparência no músculo, centrada a 230 nm, 

quando tratado com uma solução que continha 20 % de glicerina. Este comprimento de 

onda corresponde às bandas de absorção de maior magnitude da tirosina e do triptofano, 

mas pode ter também uma contribuição da banda da fenilalanina que está centrada a 215 

nm. Aumentando a concentração de glicerina para 40 % na solução, a janela centrada a 

280-300 nm, que corresponde às bandas de menor magnitude da tirosina e do triptofano, 

começa a observar-se, tornando-se bem evidente e de magnitude elevada para o 

tratamento com a solução que contém 60 % de glicerina [13]. Verificou-se nestes dois 

estudos [9], [13], que a janela de transparência centrada a 280-300 nm apresenta um 

comportamento exponencial suave e crescente, que a partir de dado instante do tratamento 

estabiliza, mantendo a partir daí um comportamento praticamente invariável. A janela 

centrada a 230 nm, por outro lado, apresenta para todos os casos estudados um 

comportamento com regimes distintos e sucessivos ao longo do tempo de tratamento. Se 

no início do tratamento se verifica para esta janela um comportamento suave e 

exponencialmente crescente, como o observado para a outra janela, a partir dos 3 a 4 min, 

o regime passa a linear crescente. Este comportamento linear mantém-se até ao fim do 

tratamento ou pode passar a outro regime linear com menor crescimento, como se 

verificou para os dois tipos de mucosa colorretal no estudo da Ref. [9]. Este tipo de 

comportamento dual entre as duas janelas mostra que a dissociação ocorre não só nas 

ligações da fenilalanina, mas também nas ligações da tirosina e do triptofano, cuja quebra 

passa a ser mais visível nos regimes lineares a partir de um determinado tempo de 

tratamento, quando as ligações da fenilalanina passam a ocorrer num número muito 

reduzido, ou inexistente. 

É importante salientar que no estudo apresentado na Ref. [9], as duas janelas que 

foram criadas por imersão dos tecidos em glicerina 99 % pura apresentam maior 

magnitude na mucosa patológica, o que mostra uma acumulação crescente de proteínas 

ao longo do desenvolvimento do cancro, conforme descrito na literatura [55]. 
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Considerando o regime linear intermédio, que ocorre na janela a 230 nm entre os 3 e os 

10 min de tratamento e que foi observado para os dois tipos de mucosa no estudo da Ref. 

[9], os autores calcularam o declive desse regime para cada caso, verificando que para a 

mucosa patológica tal declive era cerca de três vezes superior ao observado para a mucosa 

saudável. Com a determinação deste declive, que os autores da Ref. [9] designaram por 

taxa de dissociação das proteínas, fica caracterizado este mecanismo de transparência e 

verifica-se que pode ser usado para discriminar entre tecidos saudáveis e com cancro. 

Na próxima secção serão descritas as características desejáveis que os OCAs 

devem apresentar para produzir transparência nos tecidos biológicos, agrupando os 

diferentes OCAs em três classes distintas, justificando também a escolha da sacarose para 

o presente estudo. 

 

2.4. Agentes de transparência ótica 

Para que um determinado produto possa ser considerado um OCA, tem de 

apresentar várias características, conforme descrito na literatura [1], [4]. Em primeira 

análise, tal produto tem de ser inofensivo para o tecido a tratar e para os seus componentes 

biológicos [48], [56]. Por outro lado, deve ser capaz de criar uma pressão osmótica sobre 

o tecido biológico para induzir a desidratação do mesmo e ser capaz de se difundir para 

o seu interior [1], [3].  

Foi também já referido que a dispersão dos tecidos e dos seus componentes 

biológicos é decrescente com o aumento do comprimento de onda entre o UV e o 

infravermelho. Os potenciais OCAs devem apresentar também uma dispersão deste tipo, 

com valores superiores aos da dispersão da água na mesma zona do espectro, para que 

ocorra uma adaptação eficiente de IRs entre o líquido intersticial e os restantes 

componentes do tecido durante o tratamento [48], [56]. Os OCAs podem ser líquidos, ou 

se forem produtos sólidos devem ser diluídos em água para preparar soluções aquosas, de 

forma a que fluam facilmente para os espaços intersticiais e se misturem com os fluídos 

do tecido. Tais líquidos ou soluções aquosas devem ser transparentes numa banda 

espectral o mais larga possível, sem apresentarem bandas de absorção na zona onde se 

pretende criar transparência no tecido. Caso tais bandas de absorção existam, devem ser 

de baixa magnitude e estar preferencialmente localizadas nas zonas onde a sua dispersão 

é significativamente crescente, ou seja, no UV, para que a forma do espectro do tecido 

não se altere durante o tratamento [56], [57].   
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Exemplos de agentes que apresentam estas características e que já foram usados 

como OCAs, tendo apresentado bons resultados, são a glicerina e o dimetilsulfóxido 

(DMSO) [1]. Estes agentes são habitualmente usados em outras aplicações, pelo que a 

sua dispersão foi já avaliada e encontra-se disponível numa base de dados online [58]. 

Esta base de dados contém também os espectros de transmitância destes e de outros 

OCAs, como o etilenoglicol ou o propilenoglicol, mostrando que as bandas de absorção 

que apresentam têm baixa magnitude e encontram-se localizadas no UV profundo, onde 

a dispersão é fortemente crescente. 

Existem já vários OCAs, sendo em alguns casos preferível dilui-los em água ou 

criar misturas de dois ou mais OCAs, para obter diferentes efeitos de transparência em 

tecidos biológicos daqueles que seriam obtidos ao aplicar estes OCAs individualmente 

[4]. Para além das misturas de diferentes agentes de transparência, foi feita uma 

classificação dos diferentes agentes, que está relacionada com a natureza ou com a 

utilização desses agentes ou produtos. Assim, dentro dos OCAs elementares, existem os 

açúcares, os álcoois e as soluções eletrolíticas de contraste [1], [3], [59-61]. Exemplos de 

açúcares são a glucose, a frutose, a sacarose e a maltose, enquanto que no grupo dos 

álcoois podemos encontrar OCAs como a glicerina, o etilenoglicol ou o propilenoglicol 

[1]. No grupo das soluções eletrolíticas de contraste, que são produtos comerciais usados 

em diversos tipos de exames de imagem médica, encontramos por exemplo o GadovistTM, 

o TrazographTM, ou o VerographinTM [62], [63]. Todos estes produtos já foram testados 

em diversos estudos de transparência, tendo produzido resultados bastante bons. Outros 

que não são aqui mencionamos têm sido também testados e utilizados, assim como 

misturas ou soluções aquosas dos OCAs mais comuns. Alguns resultados obtidos nesses 

estudos podem ser encontrados na Ref. [4]. 

Para a realização do presente trabalho escolheu-se a sacarose, visto ser um açúcar 

com boas características e que não foi ainda muito utilizado para criar transparência em 

tecidos biológicos. Este açúcar é um dissacarídeo com a fórmula molecular C12H22O11, 

que apresenta uma massa molar de 342,30 g/mol [64] e uma viscosidade para uma solução 

aquosa na concentração de 60 % de 0,057 Pa.s a 20 ºC [65], que é um valor baixo quando 

comparado por exemplo com a viscosidade da glicerina pura, que vale 1,412 Pa.s à mesma 

temperatura [66]. Este açúcar é abundantemente usado na indústria alimentar, sendo o 

adoçante mais consumido pela sociedade [67]. Como já foi mostrado anteriormente, 

soluções aquosas de sacarose podem também servir para criar transparência [1], [4], uma 

vez que apresentam todas as características necessárias, nomeadamente uma dispersão 
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decrescente com o crescimento do comprimento de onda, tal como mostra a Figura 2.1(A)  

para uma solução aquosa que contém 30 % de sacarose [68]. 

 

   

Figura 2.1 - Dispersões de uma solução aquosa que contém uma concentração de 30 % de 

sacarose (A) [68] e da água (B) [69], ambas a 20 ºC. 

 

A dispersão da sacarose (nsac) representada na Figura 2.1(A) é descrita pela 

seguinte equação de Cauchy [68]: 

 

                𝑛𝑠𝑎𝑐(𝜆) = 1,3839 −
16,11×10−3

𝜆2 +
5,16×10−3

𝜆4 ,  (Eq. 2.4) 

 

enquanto que a dispersão da água (𝑛𝐻2𝑂) representada na Figura 2.1(B) é descrita pela 

equação de Cornu seguinte [69]: 

 

                 𝑛𝐻2𝑂(𝜆) = 1,323 +
4,206

(𝜆−142,3)
.   (Eq. 2.5) 

 

Comparando entre os dois gráficos da Figura 2.1, ou por cálculos com as equações 

2.4 e 2.5, verifica-se que a sacarose apresenta uma dispersão superior à da água, podendo 

assim realizar a adaptação de IRs nos tecidos biológicos. De forma a consolidar a 

viabilidade da sacarose enquanto OCA, descrevemos agora alguns estudos em que a 

sacarose foi usada para criar transparência em tecidos biológicos. 

Num ensaio realizado por Berezin et al., no qual se estudou a interação entre uma 

série de dissacarídeos (sacarose, maltose, lactose, entre outros) e fibras de colagénio com 

o objetivo de estimar a  OCeff desses açúcares na pele humana, chegou-se à conclusão que 

a sacarose apenas era superada em termos de eficiência pela celobiose [70]. Ainda 
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relativamente à pele, um estudo realizado por Feng et al., onde se compararam os 

potenciais de criação de transparência da sacarose, da maltose e da frutose enquanto 

OCAs, através da sua aplicação em tecidos ex vivo e in vivo, verificou-se que a OCeff de 

todos eles aumenta linearmente com o aumento da concentração dos açúcares na solução 

de tratamento, para além de que é a sacarose que permite obter imagens a maior 

profundidade quando se utiliza a técnica de tomografia ótica coerente [71]. 

Por sua vez, Zaytsev et al. usaram um modelo de tecido híbrido de dupla camada, 

uma delas composta por pele humana ou de rato ex vivo e outra por um gel fluorescente, 

com o objetivo de investigar quais os efeitos de transparência ótica gerados na pele por 

tratamento com misturas de dois ou mais OCAs. A primeira dessas misturas continha 

polietilenoglicol 400 (PEG-400), propilenoglicol (PG) e sacarose (representando esta 

50% do volume da mistura). A segunda mistura era composta por PEG-400, DMSO e 

glicerina (novamente numa concentração volúmica de 50%). Observou-se neste estudo 

que a segunda mistura produziu os melhores resultados de transparência ótica, 

principalmente devido à presença de DMSO, que é um composto comummente usado 

para aumentar a permeabilidade da pele a alguns medicamentos, através da dissolução de 

camadas de lípidos presentes na pele [72]. 

Considerando o que foi referido até agora, diversos açúcares demonstram ter 

potencial para serem aplicados como OCA, sendo que a sacarose se destaca pela positiva, 

dando uma importância maior ao seu estudo. Para além da sua eficiência, a utilização 

deste açúcar em estudos de investigação é também facilitada devido ao facto de a sacarose 

ser de fácil aquisição, podendo ser comprada em qualquer supermercado.  

Para terminarmos a descrição do estado da arte, irá agora ser feita uma breve 

descrição da fisiologia do tecido escolhido para realizarmos o presente estudo, o músculo-

esquelético. 

 

2.5. O músculo esquelético 

O músculo esquelético representa aproximadamente 40% da massa corporal de 

uma pessoa, e consome cerca de 25% do débito cardíaco [73], permitindo a locomoção, 

suporte da postura, respiração [74], controlo da temperatura corporal, nivelação dos níveis 

de glucose e suporte para o desenvolvimento do esqueleto [75]. À formação do tecido 

muscular dá-se o nome de miogénese, sendo este um processo que se inicia ainda na fase 

embrionária da gestação, com a formação das fibras musculares primárias, mantendo-se 
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durante a idade adulta, através da regeneração e substituição de fibras musculares 

danificadas [76]. 

Em termos anatómicos, a composição do músculo esquelético pode ser analisada 

em três escalas distintas, designadas por escalas macroscópica, mesoscópica e 

microscópica [77]:  

1. Na escala macroscópica é possível observar que o músculo é envolvido pelo 

epimísio, que é composto por tecido nervoso e vasos sanguíneos, que ao envolver 

porções mais pequenas do músculo se passa a designar de perimísio, formando os 

fascículos musculares, constituídos por fibras musculares paralelas entre si, 

rodeadas por endomísio [77], [78]. 

2. A escala mesoscópica divide estas fibras musculares em miofibrilas, cada uma 

envolvida por retículo sarcoplasmático e composta por sequências de sarcómeros, 

rodeados individualmente por dois túbulos-T [77], [78]. 

3. A escala microscópica analisa a estrutura do sarcómero, relativamente aos 

filamentos grossos e finos. Os filamentos grossos, também designados como 

filamentos de miosina, iniciam-se na linha-M e estendem-se até ambos os 

extremos do sarcómero, enquanto os filamentos finos, também designados de 

filamentos de actina, iniciam-se na linha-Z e estendem-se até à linha-M, fazendo 

com que estes filamentos se sobreponham. Os filamentos finos são formados 

principalmente por actinas em forma de dupla hélice-α, onde se entrelaçam 

troponina e tropomiosina de forma periódica. Através do consumo de adenosina 

trifosfato (ATP), as cabeças da miosina ligam-se a locais específicos da cadeia de 

actina, o que faz a aproximação da linha-Z com a linha-M, contraindo o sarcómero 

e possibilitando o movimento [77], [78]. 

 

Sendo um tecido vivo, o músculo esquelético não se encontra imune ao 

aparecimento de doenças associadas ao mesmo, designadas de miopatias, cujos sintomas 

podem variar desde o enfraquecimento muscular, devido a disfunções nas fibras 

musculares, até à ocorrência de cãibras, rigidez e espasmos [75]. As miopatias podem ser 

amplamente categorizadas como hereditárias ou adquiras, estando as primeiras associadas 

a mutações genéticas hereditárias e as segundas a inflamações, problemas endócrinos e 

exposição a agentes tóxicos [79]. Ambas as categorias podem levar a alterações na 

composição do músculo esquelético, nomeadamente reduzindo o número de proteínas 

presentes e aumentando o stress oxidativo [80]. Porém, os métodos comummente 
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utilizados para analisar tecidos musculares patológicos são dispendiosos [81], demorados 

e envolvem abordagens invasivas, como biópsias [82]. 

Para tornar os diagnósticos de patologias musculares mais rápidos e menos 

invasivos, surgiram nas últimas duas décadas algumas técnicas de imagem ótica, como a 

imagem de fluorescência e a microscopia de espalhamento Raman que podem ser 

aplicadas no caso específico do tecido muscular [83], [84]. Tal como descrito 

anteriormente, a aplicação de luz para produzir diagnóstico através destas técnicas 

encontra-se limitada a profundidades de penetração reduzidas, o que no caso do músculo, 

que é um tecido espesso, se torna um forte inconveniente. No sentido de aumentar a 

profundidade de penetração da luz e de captação de imagem em tecidos biológicos, com 

especial enfase no tecido muscular, através da redução do espalhamento, podem aplicar-

se tratamentos temporários e reversíveis de transparência [6], [85-87]. Tal criação de 

efeitos de transparência temporários para aumentar a profundidade de penetração da luz 

é de vital importância no caso do tecido muscular. Uma vantagem direta para este tipo de 

tecido consiste na criação de janelas de transparência ótica que foram descobertas na zona 

do UV [9], [13], que podem ser usadas para permitir diagnósticos a profundidades 

significativas. É sabido que a luz UV é citotóxica, mas poderão desenvolver-se protocolos 

em que se utilizem pequenas doses num curto intervalo de tempo após a criação das 

janelas de transparência para minimizar o efeito. 

No sentido de estudar como a amplitude das janelas de transparência varia com a 

osmolaridade de sacarose na solução usada para criar efeitos de transparência, encontram-

se descritos no próximo capítulo os materiais, métodos e cálculos utilizados no presente 

trabalho.
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3. Materiais e Métodos  

O presente trabalho encontra-se estruturado em fases distintas, começando pela 

recolha e preparação dos tecidos a usar nos estudos experimentais. Os dados 

experimentais foram posteriormente usados em cálculos que permitiram caracterizar as 

janelas de transparência e relacionar a sua magnitude com a osmolaridade da sacarose nas 

soluções usadas para criar transparência. 

Dada a diversidade de tarefas que levaram à realização deste trabalho, o presente 

capítulo encontra-se dividido em 4 secções. Na primeira serão descritos os procedimentos 

adotados para a recolha e preparação das amostras de tecidos a estudar. Na segunda 

secção serão descritos os procedimentos adotados para a preparação das soluções 

necessárias à criação de transparência nos tecidos, enquanto que a descrição dos estudos 

experimentais para a recolha de dados é feita na terceira secção. Por fim, na quarta secção 

descreve-se o procedimento de cálculos adotado que permitiu avaliar e caracterizar as 

janelas de transparência produzidas por cada tratamento, assim como o estabelecimento 

da relação entre a amplitude dessas janelas e a osmolaridade da sacarose na solução. 

 

3.1. Recolha e preparação das amostras de músculo esquelético 

Foi já referido no capítulo 2 que o tipo de tecido escolhido para o presente trabalho 

de investigação foi o músculo esquelético. Dado que se pretendia conseguir este tipo de 

tecido em quantidades abundantes e com facilidade de aquisição, escolheu-se estudar o 

músculo de coelho. 

Um coelho cinzento, em idade adulta de cerca de 36 meses, foi adquirido de um 

criador destes animais. O coelho foi fornecido já sacrificado e limpo, tendo-se retirado 

uma perna para usar nos estudos do presente trabalho e o restante do animal foi 

aproveitado para consumo. A perna do coelho foi de imediato congelada a uma 

temperatura de -20 ºC no laboratório do CIETI. Fragmentos de músculo foram dissecados 

da perna de coelho, consoante as necessidades para cada dia em que se realizaram os 

estudos.  

Em cada dia que se realizaram estudos experimentais, o fragmento retirado da 

perna com um bisturi tinha dimensões aproximadamente circulares de 1 cm de diâmetro 

e espessura considerável. Tal fragmento foi colocado num crióstato (modelo CM1860 

UV da Leica, Alemanha) para preparar as amostras a usar nos estudos com uma espessura 
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de 0,5 mm. Tal preparação das amostras é feita dentro do crióstato, a temperaturas 

negativas de cerca de -7 ºC, para que ao cortar com a lâmina, se consiga a espessura 

pretendida com precisão. Na generalidade, começam por fazer-se uns cortes iniciais de 

desbaste na parte superior do fragmento para se obter uma superfície plana, cortando-se 

a primeira amostra apenas depois desse desbaste feito. Durante este processo de 

preparação das amostras, o fragmento de músculo era colocado sobre uma base metálica 

dentro do crióstato, entre os quais se inseria soro fisiológico, que ao congelar funciona 

como elemento de fixação. Apenas depois de verificada a fixação forte do fragmento se 

procedia aos cortes. O avanço entre cortes sucessivos foi calibrado para que a lâmina do 

crióstato se deslocasse de 500 μm. As amostras já cortadas eram retiradas da câmara do 

crióstato com ajuda de uma pinça cirúrgica e colocadas sobre lâminas de microscópio e 

imersas em soro fisiológico para que durante pelo menos 10 min voltassem a ter a 

hidratação natural do músculo. Durante este processo de imersão, as amostras 

descongelavam à temperatura ambiente do laboratório, que era de 201 ºC. Foram 

preparadas 45 amostras de musculo no total para serem usadas no presente estudo. A 

Figura 3.1 mostra um fragmento de músculo dentro da câmara do crióstato, pronta para 

se proceder com os cortes e uma amostra já preparada, imersa em soro fisiológico, durante 

o processo de descongelamento. 

 

   

(a)     (b) 

Figura 3.1 - Fragmento de músculo pronto a ser cortado (a) e amostra já cortada, imersa em 

soro fisiológico (b). 

 

3.2. Preparação das soluções de sacarose 

Dado que este estudo se baseia em medições espectrais a realizar durante o 

tratamento de amostras de músculo com soluções aquosas que contenham diferentes 
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concentrações de sacarose, foi necessário preparar tais soluções. Este processo consistiu 

em dissolver sacarose em grão, que se comprou em saquetas num supermercado, em água 

destilada. Como as soluções pretendidas para realizar os tratamentos deviam ter 

concentrações de sacarose a cada 5 % entre 20 % e 60 %, procurou-se na literatura os 

valores de IR destas soluções. De acordo com a Ref. [88], o IR de soluções aquosas de 

sacarose a 589,6 nm e à temperatura de 20 ºC cresce de forma não linear com a 

concentração deste açúcar. Nesta referência estão disponíveis os valores de IR para tais 

soluções, com concentrações de sacarose crescentes a incrementos de 2 % entre os 0 % e 

os 84 %. Assim, recolhendo os valores de IR para as soluções com concentrações entre 

20 % e 60 %, usou-se a ferramenta Curve Fitting Tool (CFTOOL) do MATLABTM, para 

ajustar uma curva a esses pontos. A curva obtida (com R2=1) está descrita pela seguinte 

relação, que é a mesma que foi anteriormente apresentada na Ref. [1]: 

 

         𝑛𝑠𝑎𝑐−𝐻2𝑂 =  7,52 × 10−6 × 𝐶2 + 0,1347 × 10−2 × 𝐶 + 1,334, (Eq. 3.1) 

 

em que 𝑛𝑠𝑎𝑐−𝐻2𝑂 representa o IR da solução de sacarose e C a concentração de sacarose 

na respetiva solução, em percentagem. A Figura 3.2 apresenta os valores de IR para o 

intervalo de concentrações entre 20 % e 60 % que estão publicados na Ref. [88], e a curva 

de ajuste descrita pela equação 3.1.  

 

Figura 3.2 - Valores de IR para soluções aquosas de sacarose (a 589,6 nm e 20 ºC), com 

concentrações entre 20 % e 60 % e a curva de ajuste descrita pela equação 3.1. 

 

Depois de feito o ajuste da curva aos pontos retirados da Ref. [88], foram retirados 

os valores de IR para as soluções de sacarose a usar no presente estudo. Tais valores 

encontram-se representados na Tabela 3.1. 
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Tabela 3.1 – Valores dos IRs para as diferentes soluções de sacarose a utilizar (T=20 ºC, 

λ=589,6 nm). 

Concentração 

de sacarose na 

solução (%) 

20 25 30 35 40 45 50 55 60 

IR 1,3639 1,3724 1,3812 1,3904 1,3999 1,4098 1,4202 1,4308 1,4419 

 

Para preparar estas soluções, a temperatura do laboratório foi mantida a 20 ºC. 

Fez-se a dissolução do açúcar em água destilada até que cada solução, depois de 

homogeneizada, apresentava no refratómetro de Abbe (ORT-1, Kern, Alemanha) o valor 

de IR correspondente que aparece na Tabela 3.1. Estas medições de controlo com o 

refratómetro foram também realizadas à temperatura de 20 ºC. Para ajudar a dissolver a 

sacarose e a homogeneizar as soluções, foi utilizado um banho de ultrassons (Sonorex rk 

100, Bandelin, Alemanha), onde se colocaram os frascos que continham as soluções. Caso 

o valor medido com o refratómetro estivesse abaixo do pretendido, adicionava-se mais 

açúcar e caso estivesse elevado, adicionava-se mais água, até obter o IR desejado.  

 

3.3. Estudos experimentais 

Após se terem preparado as amostras de músculo e as soluções para realizar os 

tratamentos, pôde dar-se início aos estudos experimentais. Tais estudos consistiram em 

medir os espectros de Tc das amostras em estado natural e durante os vários tratamentos 

aplicados, para que depois de processados, fosse possível estudar e caracterizar as janelas 

de transparência criadas na zona espectral do UV. Todos estes espectros foram medidos 

entre 200 e 1000 nm, com uma resolução de 1 nm. Para realizar estas medições foi 

utilizada uma montagem experimental como a representada na Figura 3.3. 

 

Figura 3.3 – Montagem experimental para medir os espectros de Tc das amostras. 
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Conforme mostra a Figura 3.3, a amostra de tecido, representada por um retângulo 

laranja, é colocada dentro de uma cuvete, sendo fixa numa posição central por um sistema 

mecânico (representado na Figura 3.3 por quatro retângulos pretos). A amostra é 

iluminada por um feixe proveniente de uma lâmpada de espectro largo, com emissão entre 

175 e 2500 nm (modelo AvaLight-D(H)-S da AvantesTM, Holanda). O feixe proveniente 

desta lâmpada de deutério-halogénio é inserido para o interior da cuvete por intermédio 

de um cabo de fibra ótica, uma lente colimadora e um pinhole de 1 mm. A cuvete, que é 

construída em plástico preto, tem dois vidros com transmitância de 100 % entre 175 e 

2500 nm, para permitir a entrada do feixe colimado e a sua saída após ser transmitido 

através da amostra. Do lado da deteção, o feixe transmitido é coletado por um sistema 

semelhante ao usado para iluminar a amostra, contendo um pinhole de 1 mm, uma lente 

colimadora e um cabo de fibra ótica, que entrega o feixe transmitido ao espetrofotómetro 

(modelo AVS-USB2000 da AvantesTM, Holanda) para registo. O software do 

espectrofotómetro calcula automaticamente o espectro de Tc da amostra, de acordo com 

a seguinte relação: 

 

                 𝑇𝑐(𝜆) =
𝑆𝑐(𝜆)−𝑁𝑐(𝜆)

𝐿𝑐(𝜆)−𝑁𝑐(𝜆)
× 100 %,   (Eq. 3.2) 

 

onde Sc(λ) representa o espetro do feixe de luz transmitido pela amostra, Nc(λ) representa 

o espetro de ruído da montagem experimental que foi medido sem a amostra e com a 

lâmpada desligada e Lc(λ) é o espectro registado com a montagem e com a lâmpada ligada, 

mas sem a amostra colocada no interior da cuvete. 

A descrição de medição feita até aqui foi a adotada para registar os espectros de 

Tc das amostras em estado natural. Para realizar as medições durante os tratamentos de 

transparência por imersão, a solução é colocada dentro da cuvete, conforme representado 

pelos pontos azuis dentro da cuvete da amostra na Figura 3.3. Preenchendo na totalidade 

a cuvete com a solução, garante-se a imersão da amostra, pelo que as medições feitas 

serão sensíveis às alterações induzidas no tecido pelo tratamento aplicado. Estas medições 

realizadas durante os tratamentos foram feitas a cada 5 s num intervalo de tempo de 30 

min. Este tipo de medições foi feito cinco vezes para cada tratamento estudado, 

permitindo assim obter resultados médios para cada solução usada para criar 

transparência nas amostras. Tais resultados médios serão apresentados no capítulo 

seguinte. 
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Após recolher todas as medições experimentais durante todos os tratamentos a 

estudar, foi necessário realizar processamento e cálculos para se poder detetar e 

caracterizar as janelas de transparência criadas. Tal procedimento está descrito na 

próxima secção. 

 

3.4. Processamento de dados e cálculos 

Uma vez que na zona espectral do UV, o tecido muscular apresenta forte absorção 

para além de um elevado espalhamento [62], os espectros de Tc medidos de uma amostra 

ao longo de um tratamento não mostram a criação de janelas de transparência nessa zona 

do espectro. Considerando esse aspeto, uma representação 3D dos espectros medidos ao 

longo do tempo apenas mostrará o aumento de transparência criado na zona espetral do 

visível até ao infravermelho. Para ser possível identificar e caracterizar as janelas de 

transparência na zona do UV, torna-se necessário criar representações das variações 

relativas dos espectros medidos, tal como foi explicado na secção 2.3. 

Assim, com o objetivo de visualizar e estudar as janelas de transparência criadas 

nas amostras de músculo esquelético quando sujeitas a cada tratamento estudado, foram 

calculadas as OCeff(λ,t), usando a equação 2.3. Este cálculo foi feito uma única vez para 

cada tratamento, usando os espetros médios para cada instante de tempo do tratamento, 

que foram obtidos de 5 estudos experimentais realizados. A representação da evolução de 

OCeff(λ,t) ao longo do tempo para cada tratamento, permite de imediato identificar e 

caracterizar as janelas de transparência criadas na zona do UV. Estes e outros resultados 

obtidos no presente trabalho encontra-se representados no capítulo 4. 
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4. Resultados e Discussão 

Dado que o presente trabalho consistiu na realização de diferentes etapas, vamos 

começar por apresentar na secção 4.1 uma descrição das propriedades óticas das soluções 

aquosas de sacarose e do espectro de Tc característico do músculo esquelético, com o 

objetivo de identificar se foi feita uma boa escolha de materiais. Uma vez que foram 

realizados 5 estudos com cada solução de sacarose, serão apresentadas na secção 4.2 as 

evoluções temporais dos espectros médios de Tc obtidos nos diferentes tratamentos. 

Como o objetivo do presente trabalho consiste em caracterizar as janelas de transparência 

criadas pelos vários tratamentos nas amostras de tecido muscular, a secção 4.3 será usada 

para apresentar as variações temporais da OCeff em cada tratamento, tal como calculadas 

pela equação 2.3. Por fim, na secção 4.4 será feita uma análise sobre a dependência entre 

a magnitude das janelas criadas e a osmolaridade da sacarose nas soluções de tratamento.  

 

4.1. Características óticas das soluções e do músculo 

No sentido de verificar se a sacarose apresenta alguma característica que impeça 

a criação de transparência no tecido muscular entre 200 e 1000 nm, deu-se início ao 

presente trabalho com a análise de algumas propriedades deste açúcar. De acordo com a 

literatura [1], para que um determinado líquido ou solução possa servir como OCA e criar 

transparência em tecidos biológicos, tem de apresentar uma dispersão fortemente 

crescente para comprimentos dentro do UV e, caso apresente bandas de absorção, estas 

não devem ser de magnitude muito elevada e tem de estar localizadas numa zona espetral 

onde o IR é fortemente elevado. Isto significa que se uma solução de sacarose tiver bandas 

de absorção, é necessário verificar a sua magnitude, a sua largura e em que zona do 

espetro ocorrem. 

Começando por analisar a dispersão da sacarose, e apesar de apenas existirem 

dados publicados para a zona do espetro visível [68], vemos pela Figura 2.1(A) que uma 

solução que contém 30 % de sacarose apresenta um IR decrescente com o aumento do 

comprimento de onda. Mediante estes dados e considerando a lei de Gladstone e Dale 

para determinar o IR de misturas [2], [3], podemos concluir que qualquer solução aquosa 

de sacarose apresenta uma curva de dispersão do mesmo tipo e que essa curva se pode 

estender para comprimentos de onda maiores ou menores do que os representados na 

Figura 2.1(A). À semelhança de outros açúcares e álcoois, para os quais se conhecem as 
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curvas de dispersão para zonas espetrais mais alargadas [57], será de esperar que as curvas 

de dispersão das soluções de sacarose apresentem uma dependência suave no 

comprimento de onda entre os 200 e os 1000 nm. 

Considerando agora o espectro de absorção das soluções de sacarose, torna-se 

necessário verificar experimentalmente se a sacarose apresenta bandas na zona espectral 

de interesse para o presente estudo, qual a sua largura e a sua magnitude. Para fazer tal 

análise, utilizou-se a montagem experimental apresentada na Figura 3.3 para se medir o 

espetro de Tc de uma solução que continha 60 % de sacarose entre 190 e 1000 nm. Tal 

espectro encontra-se representado na Figura 4.1. 

 

 

Figura 4.1 – Espectro de Tc da solução aquosa que contém 60 % de sacarose. 

 

O espectro representado na Figura 4.1 mostra que a solução com 60 % de sacarose 

tem uma transmitância de 100 % entre sensivelmente 350 e 900 nm, apresentando apenas 

bandas de absorção no UV e no infravermelho. A primeira dessas bandas está centrada a 

195 nm, o que mostra que esta solução pode conter algumas proteínas, uma vez que estas 

apresentam bandas de absorção entre os 190 e os 230 nm [51], [52]. Tal inclusão de 

proteínas pode ter ocorrido acidentalmente durante a preparação da solução, uma vez que 

é sabido que proteínas e células mortas caem constantemente da camada mais exterior da 

pele, das mãos por exemplo. No entanto, esta banda é estreita e tem uma amplitude 

máxima na ordem de 50 %, ocorrendo numa zona do espectro onde se estima que o IR da 

solução é mais elevado e fortemente crescente. A segunda banda de absorção, que 

apresenta uma amplitude na ordem de 10 %, está centrada a sensivelmente aos 275 nm e 

por não se conhecerem bandas de absorção centradas neste comprimento de onda, a não 

ser a da hemoglobina do sangue a 274 nm [14], estima-se que seja uma banda de absorção 
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característica deste açúcar. Mais uma vez, considerando a baixa amplitude desta banda, o 

facto de ser estreita e o local onde ocorre, não será um obstáculo à criação de transparência 

nesta zona do espetro [4]. Já na zona do infravermelho, a solução apresenta uma terceira 

banda de absorção, centrada sensivelmente nos 980 nm. Esta banda de absorção é 

característica da água [14], e como 40 % do volume da solução testada é água, é de esperar 

que esta banda esteja presente no espetro medido. 

Após uma análise das características óticas da solução mais concentrada de 

sacarose, tanto para a sua dispersão como para o seu espetro de absorção, verificamos que 

tais soluções, com diferentes osmolaridades, podem ser usadas para criar efeitos de 

transparência em tecidos biológicos. No âmbito da análise preliminar dos materiais a 

estudar, foram também medidos vários espetros de Tc do músculo esquelético de coelho, 

com o objetivo de avaliar qual a sua dependência no comprimento de onda e localizar as 

bandas de absorção características deste tecido. A Figura 4.2 apresenta o espetro médio 

de Tc do músculo, calculado a partir de 10 medições individuais. 

 

 

Figura 4.2 – Espectro médio de Tc do músculo esquelético de coelho. 

 

De forma geral, a Figura 4.2 mostra um espetro que cresce com o aumento do 

comprimento de onda, como é típico da maioria dos tecidos biológicos [2]. Na zona do 

UV, entre 200 e 300 nm, o músculo apresenta valores de Tc praticamente nulos, como 

resultado da combinação de forte espalhamento com a sobreposição de várias bandas de 

absorção que ocorrem nessa zona [1]. Tal como foi já referido, as proteínas apresentam 

algumas bandas de absorção entre os 190 e os 230 nm e uma outra a 280 nm [51] , [52]. 

A 260 nm existe uma banda de absorção forte para o ADN/ARN [14] e a hemoglobina 

apresenta também a sua banda de absorção mais forte a 210 nm e uma outra a 274 nm 
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[14], [89]. Já na zona espetral do visível, e devido ao conteúdo de hemoglobina do sangue 

nas micro veias das amostras de músculo estudadas, surge a banda de Soret a 415 nm, e 

uma pequena depressão entre os 500 e os 600 nm, que evidência a presença das bandas 

Q (a 540 e a 570 nm) da hemoglobina, neste caso muito dissimuladas [14]. No espetro 

médio do músculo apresentado na Figura 4.2 não se verifica a ocorrência da banda de 

absorção da água a 980 nm. Isto acontece em alguns tecidos que tenham um espetro 

fortemente crescente nesta zona, como é o caso apresentado na Figura 4.2. Em face do 

espetro característico de Tc do músculo, verifica-se que este apresenta todas as 

características para se estudarem os efeitos de transparência, nomeadamente a criação de 

janelas de transparência no UV, quando imerso em soluções aquosas que contenham 

diferentes osmolaridades de um determinado OCA. 

     

4.2. Resultados medidos durante os tratamentos de transparência 

Depois de se ter verificado que as características óticas das soluções de sacarose 

e do músculo eram de boa qualidade para o estudo a realizar, deu-se início aos tratamentos 

de transparência. Começaram por preparar-se as várias soluções de tratamento, conforme 

indicado na secção 3.2, e deu-se início aos tratamentos, tendo-se feito as medições 

experimentais como indicado na secção 3.3. Para cada tratamento realizado, foi calculada 

a variação temporal do espetro médio de Tc do músculo a partir dos 5 estudos realizados. 

A Figura 4.3 apresenta tais variações temporais do espetro médio de Tc para cada 

tratamento, entre 200 e 1000 nm. 
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Figura 4.3 – Variações temporais do espectro médio de Tc do músculo esquelético durante os 

tratamentos com soluções aquosas contendo sacarose nas concentrações de: 20 % (a), 25 % (b), 

30 % (c), 35 % (d), 40 % (e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i). 
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Ao analisarmos os vários gráficos apresentados na Figura 4.3, verificamos que 

com o aumento da concentração na solução usada para fazer o tratamento, o valor de 

transparência atingido no visível e no infravermelho ao fim de 30 min, aumenta. Ao 

considerarmos a zona espectral entre os 415 e os 1000 nm, verificamos comportamentos 

distintos de Tc para os vários tratamentos. Em particular para o tratamento com a solução 

que contém 40 % de glucose, tal comportamento é suave e crescente ao longo de todo o 

tratamento. Tal comportamento, para este tratamento em particular, deve-se à difusão 

única da sacarose para o interior do tecido, uma vez que a água na solução se encontra 

em equilíbrio com a água móvel nos interstícios do tecido [4]. Os comportamentos 

distintos observados ao longo do tempo nos vários tratamentos aplicados estão 

relacionados com os fluxos de água para o exterior e de sacarose para o interior do 

músculo, que por sua vez condicionam a ocorrência dos mecanismos de transparência, 

nomeadamente o mecanismo de desidratação do tecido e de adaptação de IRs no tecido. 

O estudo destes dois mecanismos cai fora do âmbito do presente trabalho, mas encontra-

se amplamente descrito na literatura [4]. 

O objetivo do presente trabalho consistiu em estudar e caracterizar as janelas de 

transparência criadas no tecido muscular em função da osmolaridade de sacarose na 

solução. Sendo esse o objetivo e considerando os gráficos apresentados na Figura 4.3, 

verificamos que todos os tratamentos aplicados criam uma janela de transparência para 

comprimentos de onda acima de 415 nm e que a amplitude dessa janela aumenta com a 

concentração de sacarose na solução de tratamento. Os gráficos da Figura 4.3 mostram a 

criação de uma outra janela de transparência, entre aproximadamente 260 e 415 nm, em 

que a amplitude dessa janela também aumenta com a concentração de sacarose na 

solução. 

Numa primeira análise aos gráficos resultantes das medições experimentais 

diretas, observamos já a criação de duas janelas de transparência que os tratamentos com 

soluções de sacarose induzem no tecido muscular. Por outro lado, considerando a zona 

do UV profundo em cada um desses gráficos, parece que ocorre também um aumento de 

transparência, muito modesto, perto dos 200 nm. Para podermos visualizar melhor esse 

comportamento e identificar se há crescimento de transparência nessa zona do espectro, 

a Figura 4.4 apresenta ampliações dos gráficos da Figura 4.3, entre 200 e 320 nm. 
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Figura 4.4 – Variações temporais do espectro médio de Tc do músculo esquelético entre 200 e 

320 nm durante os tratamentos com soluções aquosas contendo sacarose nas concentrações de: 

20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d), 40 % (e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i). 

 

Pelos gráficos representados na Figura 4.4, observamos que ocorre também 

criação de transparência para comprimentos de onda inferiores a 260 nm. Verifica-se 

também que pelo menos uma outra janela de transparência, centrada a 200 nm ou a 

comprimentos de onda inferiores que não podemos ver por limitação da instrumentação, 

é criada. Com o aumento da concentração da sacarose na solução, esta nova janela de 

transparência apresenta um aumento da sua amplitude, tal como se verificou para as duas 

janelas observadas nos gráficos da Figura 4.3. 

Dado que, devido à forte atenuação da luz que ocorre no UV, não se consegue 

retirar informação mensurável para caracterizar a terceira janela de transparência, torna-

se necessário realizar alguns cálculos, para que os resultados desses cálculos permitam 

fazer tal caracterização. Para tal, será usado o conceito de eficiência de transparência, tal 

como introduzido pelos autores da Ref. [9]. Este cálculo, que é descrito pela equação 2.3, 

é definido pelas variações relativas do espetro de Tc. Os resultados deste cálculo para 

todos os tratamentos estudados encontram-se na secção seguinte, para avaliar e 

caracterizar todas as janelas e transparência com maior precisão.  

      

4.3. Cálculo da eficiência de transparência para os vários tratamentos 

Usando a equação 2.3 procedeu-se ao cálculo das variações temporais da 

eficiência de transparência para cada tratamento. Este cálculo foi feito usando os 

espectros médios de cada tratamento, tal como os representados na Figura 4.3. A Figura 

4.5 apresenta os resultados deste cálculo para todos os tratamentos. 
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Figura 4.5 – Variações temporais de OCeff(λ) durante os tratamentos com soluções 

aquosas contendo sacarose nas concentrações de: 20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d), 40 % 

(e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i). 

 

Uma primeira informação que todos os gráficos representados na Figura 4.5 

mostram é que existem efetivamente três janelas de transparência que são criadas pelos 

tratamentos. Estas janelas estão separadas na escala de comprimentos de onda pelas 

bandas de absorção do ADN/ARN (a 260 nm) e da hemoglobina no sangue – a banda de 

Soret (a 415 nm) [14], e que na ausência de tais bandas de absorção, as três janelas seriam 

uma só. A informação nova que os gráficos da Figura 4.5 apresentam é que a janela de 

transparência que ocorre para comprimentos de onda acima dos 415 nm é de todas a que 

na realidade apresenta menor eficiência e que apresenta um decréscimo de amplitude com 

o aumento do comprimento de onda. Quanto às outras duas janelas de transparência, 

localizadas ambas no UV, verifica-se que apresentam uma amplitude significativamente 

superior, o que mostra que a zona do espetro localizada no UV apresenta maior potencial 

de aplicação das tecnologias óticas para procedimentos de diagnóstico e de tratamento, 

quando combinados com a criação de transparência. Esta informação foi inicialmente 

reportada pelos autores da Ref. [9], após terem tratado tecidos gengivais e colorretais 

humanos com soluções de glicerina de elevada pureza.  

Considerando os vários tratamentos, a que correspondem os gráficos apresentados 

na Figura 4.5, verifica-se que as duas janelas de transparência que ocorrem na zona do 

UV estão sempre centradas a 230 e a 300 nm, informação que não foi possível identificar 

com clareza nos gráficos das Figuras anteriores. O comprimento de onda central da 

primeira janela de transparência, a 230 nm, corresponde à banda de absorção mais forte 

das ligações de aminoácidos aromáticos, a tirosina e o triptofano, nas proteínas [51], [52]. 

Por outro lado, a fenilalanina apresenta uma banda de absorção mais fraca centrada a 215 

nm [52]. Ao observarmos um máximo de transparência a este comprimento de onda para 
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todos os tratamentos estudados, verificamos que a sacarose em baixas concentrações na 

solução induz a dissociação das ligações de fenilalanina e com o aumento de concentração 

da sacarose passa também a ocorrer a dissociação das ligações da tirosina e do triptofano. 

Este processo é o mecanismo de transparência designado por dissociação de proteínas, 

que com este estudo se esclarece que ocorre em dois passos com o aumento de 

concentração da sacarose na solução de tratamento. 

Relativamente à segunda janela, que está centrada a 300 nm, verificamos que na 

realidade ela deveria estar centrada a 280 nm, que corresponde à banda menos intensa das 

ligações da tirosina e do triptofano [51], [52]. No entanto, dada a proximidade à banda de 

absorção da hemoglobina a 274 nm e à do ADN/ARN a 260 nm [14], sendo esta última 

muito forte, o máximo de transparência aparece deslocado para os 300 nm, uma vez que 

a sacarose não consegue dissociar estes componentes. 

Quanto à avaliação das duas janelas que são criadas na zona do UV, elas 

apresentam magnitudes crescentes com o aumento da concentração da sacarose na 

solução usada para o tratamento. Para os tratamentos realizados com soluções de 20 % e 

25 % de sacarose, verifica-se em ambas as janelas um crescimento rápido inicial, que 

depois passa a um decréscimo linear. Este comportamento ao longo do tempo mostra que 

a difusão de moléculas de sacarose para o interior do tecido está limitada pelo baixo 

conteúdo deste açúcar na solução de tratamento. Assim, como apenas poucas moléculas 

de sacarose se difundem para o interior do tecido, a dissociação de ligações de fenilalanina 

é feita em número reduzido e num curto intervalo de tempo. Por outro lado, o decréscimo 

linear observado na fase final desses tratamentos com baixas osmolaridades de sacarose, 

mostra que por falta de moléculas de sacarose no interior do tecido, as ligações de 

proteínas que foram quebradas, começam a voltar a formar-se. Uma forma de acelerar 

esse processo de reversão da dissociação das proteínas seria mergulhar os tecidos tratados 

em soro fisiológico, como demonstrado no artigo da Ref. [41]. Para os tratamentos com 

soluções mais concentradas de sacarose, o decréscimo de OCeff já não se verifica numa 

fase tardia dos tratamentos. Isto acontece porque ocorreu uma difusão de um elevado 

número de moléculas de sacarose para o interior, que se agregam junto das proteínas 

impedindo que estas voltem a formar as ligações de tirosina e triptofano após a sua 

dissociação inicial. 

Deve notar-se que o crescimento elevado da OCeff na zona do UV que leva à 

criação destas duas janelas de transparência tem também origem no mecanismo de 

adaptação de IRs, conforme descrito na literatura [1], [4]. Isto acontece devido ao facto 
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de que nesta zona do espetro, não só existe um conjunto significativo de fortes bandas de 

absorção, como também ocorre um elevado espalhamento da luz, que decresce 

exponencialmente com o aumento do comprimento de onda, conforme foi já referido. 

Com a introdução de um elevado número de moléculas de sacarose no espaço intersticial 

do tecido, o IR do líquido intersticial aumenta, aproximando-se dos valores de IR dos 

restantes componentes. Esta adaptação dos IRs dentro do tecido, combinada com a 

dissociação de proteínas leva à ocorrência de um efeito de transparência que na zona do 

UV é mais eficiente do que na zona do visível e do infravermelho. 

Após a observação da criação de duas janelas de elevada eficiência na zona do 

UV, vamos terminar o presente estudo fazendo uma análise sobre a dependência entre a 

amplitude dessas janelas com a osmolaridade da sacarose nas soluções de tratamento. 

      

4.4. Dependência entre a amplitude das janelas e a osmolaridade da 

sacarose em solução 

De forma a podermos estudar a relação entre a osmolaridade da sacarose na 

solução de tratamento e a amplitude das janelas criadas na zona do UV, torna-se 

necessário fazer uma análise mais cuidada dos gráficos da OCeff representados na Figura 

4.5. Serão agora considerados os gráficos representados na Figura 4.6, que são os mesmos 

da Figura 4.5, mas em que se considera apenas a zona do espectro entre 200 e 420 nm, o 

intervalo de comprimentos de onda onde estão contidas as duas janelas de transparência 

de interesse. 
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Figura 4.6 – Variações temporais de OCeff (200  λ  420 nm) durante os tratamentos com 

soluções aquosas contendo sacarose nas concentrações de: 20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % 

(d), 40 % (e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i). 
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Dos vários tratamentos representados nos gráficos da Figura 4.6, podemos retirar 

os valores máximos de OCeff que se verificam em cada janela de transparência e o instante 

de tempo em que ocorrem, para obter informação adicional. Em primeiro lugar, tal 

recolha de valores dá informação sobre a magnitude máxima de cada uma das duas janelas 

que são criadas por cada tratamento e ao fim de quanto tempo esses máximos são 

atingidos. Por outro lado, fazendo a razão entre os valores máximos observados para a 

OCeff da janela centrada a 300 nm e da janela centrada a 230 nm, podemos recolher 

informação sobre a proporção da dissociação de cada uma das ligações proteicas em cada 

tratamento. A Tabela 4.1 apresenta para cada tratamento os valores máximos da OCeff 

obtidos a 230 e a 300 nm, o instante de tempo do tratamento onde ocorrem e a proporção 

entre esses valores para as duas janelas. 

 

Tabela 4.1 – Magnitudes máximas das janelas de transparência, instantes de tempo onde 

ocorrem e proporção das magnitudes entre as duas janelas. 

Concentração 

de sacarose na 

solução (%) 

Instante em que 

ocorre a OCeff 

máxima (min) 

Máximo de OCeff 

(λ = 230 nm) (%) 

Máximo de OCeff 

(λ = 300 nm) (%) 

Proporção 

𝑶𝑪𝐞𝐟𝐟(𝝀 =  𝟑𝟎𝟎 𝒏𝒎) 

𝑶𝑪𝐞𝐟𝐟(𝛌 = 𝟐𝟑𝟎 𝐧𝐦)
 

(%) 

20 4 105,41 71,19 67,54 

25 7 194,42 137,02 72,03 

30 11 289,07 212,19 73,40 

35 21 366,19 286,74 78,30 

40 30 443,30 361,28 81,50 

45 30 530,39 453,18 85,44 

50 30 634,43 571,78 90,12 

55 30 769,64 723,62 94,02 

60 30 947,02 925,28 97,70 

 

Analisando os valores apresentados na Tabela 4.1, verificamos que para 

tratamentos com soluções de sacarose com concentrações inferiores a 40 %, o tempo 

necessário para se atingir o máximo de OCeff vai crescendo com a concentração. Para 

concentrações superiores, o tempo necessário para se atingir o máximo mantém-se 

constante nos 30 min. Os valores máximos de OCeff observados em cada uma das janelas 

também aumentam com a concentração de sacarose em solução, sendo que a janela 

centrada a 230 nm apresenta os valores mais elevados. Na última coluna da Tabela 4.1 

verifica-se também que a proporção entre os valores máximos de OCeff obtidos para as 

duas janelas tem também um crescimento com a osmolaridade de sacarose em solução. 

No entanto, tais valores são sempre inferiores a 100 %, o que mostra que, para os 
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tratamentos estudados, a magnitude da janela de transparência centrada a 300 nm nunca 

ultrapassa a magnitude obtida para a janela centrada a 230 nm. 

Para melhor compreensão da relação entre os valores de OCeff máximos obtidos 

para as duas janelas e a concentração de sacarose na solução de tratamento foi criado o 

gráfico apesentado na Figura 4.7. 

 

   
Figura 4.7 – Valores de OCeff máximos registados para as duas janelas de transparência em 

função da concentração de sacarose em solução. 

 

Pela representação feita na Figura 4.7, observamos que as duas janelas de 

transparência apresentam valores de OCeff máximos próximos entre si para concentrações 

de sacarose baixas e elevadas na solução de tratamento. Considerando os dois conjuntos 

de dados na Figura 4.7, verificamos que os valores máximos de OCeff obtidos para as duas 

janelas se vão afastando entre si com o aumento da concentração entre 20 % e 40 %. Em 

oposição, para concentrações superiores, tais valores vão-se aproximando entre si até à 

concentração máxima de 60 %. Verificando que a maior diferença entre os valores 

máximos de OCeff ocorre para a concentração de 40 %, podemos dizer que tal solução, 

que tem o mesmo conteúdo de água que a água móvel no tecido [90], [91], representa um 

ponto de transição entre o tipo de ligações nas proteínas que são quebradas pelas 

moléculas de sacarose. De acordo com os espectros de absorção da fenilalanina, da 

tirosina e do triptofano apresentados na literatura [51] , [52], nas proximidades dos 230 

nm, a fenilalanina tem uma banda de absorção com uma magnitude algo inferior às das 

bandas da tirosina e do triptofano, enquanto que na zona dos 280 nm, tal magnitude para 

a fenilalanina é muito reduzida, assumindo valores insignificantes quando se compara 

com as magnitudes observadas para os outros dois aminoácidos. Considerando estas 
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relações entre as bandas de absorção destes aminoácidos aromáticos e os resultados 

apresentados na Figura 4.7, podemos dizer que para concentrações de sacarose até 40 % 

a ligação que a sacarose dissocia nas proteínas de forma dominante é a da fenilalanina. 

Para concentrações superiores, em que mais moléculas de sacarose se concentram nas 

proximidades das proteínas, as quebras de ligações que passam a dominar são as da 

tirosina e do triptofano. Para essas concentrações de sacarose superiores a 40 %, embora 

a ligação da fenilalanina continue a ser dissociada, a dissociação das ligações de tirosina 

e de triptofano passa a ser dominante devido ao suprimento de um maior número de 

moléculas de sacarose que é necessário para quebrar tais ligações mais fortes. 

Para descrever as dependências entre os valores máximos de OCeff e a 

concentração da sacarose na solução, que estão representadas pelas curvas a tracejado na 

Figura 4.7, recorreu-se à ferramenta CFTOOL do MATLABTM. Para cada conjunto de 

dados, referente a cada janela de transparência, foi conseguido um ajuste com um 

polinómio de terceiro grau, com valores de R2 de 0,9998 nos dois casos. Para o conjunto 

de dados referentes à janela centrada nos 230 nm, o ajuste foi conseguido com a curva 

descrita pela relação seguinte: 

 

        𝑦1 = 0,01204 x 𝐶3 − 1,241 x 𝐶2 +  57,73 x 𝐶 − 653,2,     (Eq. 4.1) 

 

enquanto que para os dados referentes à janela centrada a 300 nm, o ajuste foi obtido com 

a curva descrita por:  

 

         𝑦2 = 0,01130 x 𝐶3 − 1,016 x 𝐶2 +  43,94 x 𝐶 − 495,4.         (Eq. 4.2) 

 

Um último resultado que se pode retirar da Figura 4.7 é que para o tratamento com 

a solução que contém 60 % de sacarose, se verifica que os valores máximos de OCeff são 

quase iguais. Isto significa que devido à elevada concentração de moléculas que se 

difundiu para o interior dos tecidos musculares, a dissociação dos dois tipos de ligações 

passa a ocorrer quase na mesma proporção. A quase igualdade dos valores de OCeff para 

as duas janelas leva-nos a concluir que caso não existissem as bandas de absorção do 

ADN/ARN a 260 nm e da hemoglobina do sangue a 274 nm, as duas janelas que são 

criadas no UV seriam uma só, com o seu máximo de eficiência a ocorrer próximo dos 

270 nm.  
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Representando agora na Figura 4.8 a dependência da proporção entre valores 

máximos de OCeff e a concentração de sacarose na solução, como representado na última 

coluna da Tabela 4.1, verificamos que estes parâmetros apresentam uma dependência 

linear. 

 

   
Figura 4.8 – Proporção entre os máximos de OCeff em função da concentração de sacarose em 

solução. 

 

Para as concentrações de sacarose usadas em solução verifica-se uma proporção 

mínima de 67,5 % entre os valores máximos de OCeff observados a 300 e a 230 nm para 

o tratamento com 20 % de sacarose. O valor máximo de 97,7 % obtido para a 

concentração de 60 % de sacarose mostra que os máximos de OCeff obtidos nas duas 

janelas tem quase a mesma magnitude para este tratamento. A curva apresentada na 

Figura 4.8 é descrita pela seguinte relação,  

 

                                         𝑦3 = 0,7573 x 𝐶 + 51,94                                 (Eq. 4.3) 

 

que mais uma vez foi obtida usando o CFTOOL do MATLABTM. O valor de R2 obtido 

neste ajuste foi de 0,9949. Fazendo um pequeno cálculo com a equação 4.3 podemos 

verificar que a magnitude da janela de transparência centrada a 300 nm poderá assumir 

valores iguais ou mais elevados aos obtidos para a janela centrada a 230 nm, quando a 

concentração de sacarose na solução for igual ou superior a 63,5 %. 

Tendo terminado o presente trabalho, vamos agora apresentar as conclusões que 

são consequência dos resultados obtidos e apresentar algumas perspetivas para futuros 

trabalhos de investigação.                                
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5. Conclusão 

O presente trabalho consistiu em realizar medições de espectros de tecidos 

musculares durante a sua imersão em soluções aquosas que continham diferentes 

osmolaridades de sacarose, no sentido de identificar e caracterizar as janelas de 

transparência que ocorrem nos tecidos na zona do UV em resultado dos tratamentos 

aplicados. Pretendia-se também estabelecer uma relação entre a magnitude das janelas de 

transparências criadas e a concentração de sacarose usada nas soluções de tratamento. 

Dado que os tratamentos de transparência que são aplicados a tecidos biológicos 

são processos dinâmicos, a representação da evolução temporal do espectro de Tc do 

tecido durante o tratamento permitiu de imediato identificar que é criada uma janela de 

transparência na zona do espectro correspondente ao visível e ao infravermelho, para 

comprimentos de onda acima de 415 nm. Tais representações permitiram também 

identificar uma outra janela de transparência localizada entre sensivelmente 280 e 415 

nm, uma zona do espectro onde se desconhecem bandas de absorção significativas para 

os tecidos biológicos. Dado que a comprimentos de onda abaixo dos 280 nm os tecidos 

apresentam forte espalhamento da luz que é combinado com um conjunto considerável 

de bandas de absorção, tal zona do espectro não apresentou variações significativas 

durante os tratamentos estudados. No entanto, para comprimentos de onda entre os 200 e 

os 230 nm, tal representação dinâmica dos espectros medidos durante os tratamentos 

aparentava mostrar um pequeno crescimento. 

Para melhor perceber se ocorre realmente um crescimento da transparência do 

tecido nessa zona de baixos comprimentos de onda, os espectros médios dos vários 

tratamentos foram processados de forma a obter as suas variações relativas, tendo por 

referência o espectro de Tc do tecido no seu estado natural. Com o cálculo da chamada 

eficiência de tratamento, foi possível verificar que na realidade ocorrem três janelas de 

transparência entre 200 e 1000 nm. Tais janelas estão limitadas entre si pelas bandas de 

absorção do ADN/ARN e da hemoglobina, a 260 e a 415 nm, respetivamente. 

Considerando a escala crescente do comprimento de onda, a primeira janela de 

transparência observada nesta nova representação encontra-se centrada a 230 nm e a 

segunda encontra-se centrada a 300 nm. A terceira janela de transparência, que apresenta 

magnitude decrescente com o crescimento do comprimento de onda, apresenta o seu 

máximo nas proximidades de 420 nm. 
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Foi feita uma análise da magnitude das duas janelas localizadas no UV, 

verificando-se que a sua dependência na concentração de sacarose na solução de 

tratamento não é linear. Observou-se que para concentrações de sacarose inferiores a 40 

%, tal magnitude máxima ocorria a instantes de tempo intermédios do tratamento, 

enquanto que para concentrações acima de 40 % tal máximo de magnitude apenas ocorria 

no final do tratamento. Um outro resultado obtido desta análise foi que a janela centrada 

a 230 nm apresentava sempre magnitudes superiores à da janela centrada a 300 nm, 

embora para concentrações mais elevadas, esta ultima janela apresentasse magnitudes 

muito próximas das observadas para a janela centrada a 230 nm. Foi estabelecida uma 

relação de proporção entre as magnitudes das duas janelas, que permitiu concluir que para 

uma concentração de sacarose igual a 63,5 %, as duas janelas teriam a mesma magnitude. 

Da relação estimada, conclui-se que para concentrações superiores, a magnitude da janela 

centrada a 300 nm superará a magnitude da janela centrada a 230 nm, o que foi 

interpretado como resultado de uma dissociação de proteínas pela ligação da tirosina e do 

triptofano mais acentuada do que a dissociação da fenilalanina. Retirou-se também da 

análise feita que, para concentrações inferiores a 40 %, a ligação da fenilalanina nas 

proteínas é que sofre uma dissociação mais intensa por parte das moléculas de sacarose. 

Para soluções com concentrações de sacarose superiores a 40 %, como ocorre uma 

difusão de moléculas deste açúcar em maior número para o interior do tecido, tal conjunto 

de moléculas consegue dissociar as ligações da tirosina e do triptofano, que apresentam 

bandas de absorção mais fortes a 280 nm. 

Os resultados que foram obtidos no presente trabalho permitem compreender 

melhor o mecanismo de transparência designado por dissociação de proteínas, uma vez 

que foi possível identificar que ligações dos diferentes aminoácidos são dissociadas em 

função da concentração da sacarose na solução. Por outro lado, com a dissociação das 

proteínas o mecanismo de adaptação de IRs sai também beneficiado, permitindo obter 

magnitudes mais elevadas para os picos centrais das janelas criadas. 

Em consequência dos resultados obtidos no presente trabalho, será de interesse 

realizar o mesmo tipo de estudo com outros tecidos e com outros OCAs, no sentido de 

caracterizar as magnitudes das janelas de transparência criadas no UV em função da 

osmolaridade do OCA em solução e identificar as soluções ótimas para se poder combinar 

os efeitos de transparência no UV com procedimentos clínicos de diagnóstico ou de 

tratamento. Um exemplo de particular interesse consiste em repetir este estudo com 

versões saudáveis e com cancro do mesmo tipo de tecido. Isto porque se sabe que os 



Conclusão 

59 

tecidos com cancro apresentam maior conteúdo de proteínas e os resultados de tal estudo 

poderão ser diferenciados entre as duas versões dos tecidos. Por outro lado, sabe-se que 

as células cancerígenas consomem açúcar para se multiplicarem e os resultados a obter 

em tal estudo poderão permitir avaliar a taxa de consumo de sacarose em tecidos com 

cancro. A realização de estudos deste tipo com outros tipos de tecido permitirá, por 

exemplo, identificar a ocorrência de máximos das janelas de transparência para outros 

comprimentos de onda distintos. Adicionalmente, com a utilização de OCAs diferentes, 

como por exemplo a frutose ou a glicerina, podem obter-se magnitudes distintas das 

obtidas no presente trabalho para as janelas de transparência. 
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