|
INSTITUTO SUPERIOR DE ENGENHARIA DO PORTO I s E‘
MESTRADO EM ENGENHARIA BIOMEDICA |

O & =

Correlacao entre a magnitude de janelas de
transparéncia em tecidos e a osmolaridade
do agente usado

RICARDO MIGUEL SILVA FERREIRA
Outubro de 2022



i nsti rior \ ) D t tod
ISEP ensentariaoForio “\‘\\ et D PORTO

Instituto Superior de Engenharia do Porto

Correlacdo entre a magnitude de janelas de transparéncia
em tecidos e a osmolaridade do agente usado

Ricardo Miguel Silva Ferreira

Engenheiro Biomédico pelo Instituto Superior de Engenharia do Porto

“Dissertacdo apresentada no Instituto Superior de Engenharia do Porto para a obtenc¢ao

de grau de Mestre em Engenharia Biomédica”

Orientador: Professor Luis Oliveira, PhD

Outubro de 2022






“O mestre falhou mais vezes do que o aprendiz sequer tentou. ”

Stephen McCranie






Agradecimentos

Primeiramente, agradeco ao Professor Luis Oliveira, meu orientador, por me ter
guiado ao longo deste trabalho, mostrando-se sempre disponivel para esclarecer qualquer
duvida que me surgisse. Agradeco também a minha colega Rosario Pinheiro pela ajuda
com as medicdes experimentais no laboratorio, sem as quais a realizacao deste trabalho
ndo seria possivel. Agradeco também ao Centro de Inovacao em Engenharia e Tecnologia
Industrial (CIETI) por possibilitar a realizacdo das medigdes experimentais necessarias
ao presente trabalho no seu laboratério.

Gostaria de agradecer também aos meus amigos, sem 0s quais a minha jornada no
ISEP ndo teria tanto significado. Acredito que as dificuldades que ultrapassamos juntos

ao longo deste percurso nos permitiram evoluir tanto a nivel pessoal como académico.

Por fim, agradeco a minha familia por todo o suporte que me tem dado ao longo
da vida, particularmente nos momentos menos bons e em especial aos meus avds paternos
que, apesar de ja ndo estarem ca, sempre acreditaram em mim e me incentivaram a dar o

meu melhor em tudo que fago.

Para todos eles, 0 meu sincero obrigado.






Resumo

A criacdo de efeitos de transparéncia em tecidos bioldgicos tem sido fortemente
explorada nos ultimos anos, com o objetivo de reduzir o espalhamento da luz, que é uma
carateristica natural destes materiais, e descobrir novos procedimentos clinicos de
diagnostico ou de tratamento com recurso a utilizacdo da luz. Uma descoberta recente
mostrou que na zona do ultravioleta se verifica uma eficiéncia na criacao de transparéncia
superior a que é verificada na zona desde o visivel até ao infravermelho. Dado que tal
descoberta esta associada a criacdo de janelas de transparéncia 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 fun¢édo da concentracdo do agente
de transparéncia usado em solucédo para tratar o tecido. Escolhendo musculo esquelético
de coelho e solucGes aquosas com concentragdes volimicas de sacarose entre 0s 20 % e
60 %, realizou-se um estudo que permitiu verificar a ocorréncia de duas janelas de
transparéncia, uma centrada a 230 nm e outra centrada a 300 nm. Tais comprimentos de
onda centrais das janelas de transparéncia observadas foram associados as bandas de
absorcdo das ligacBes de aminoacidos nas proteinas, nomeadamente a fenilalanina, e
tirosina e triptofano. O estudo realizado mostrou que as magnitudes destas duas janelas
crescem com a concentracdo da sacarose na solucdo de acordo com uma equagdo
polinomial de segundo grau, que é particular para cada janela. Uma analise de tais
dependéncias mostrou que para concentracdes de sacarose entre 20 % e 40 %, as ligacdes
associadas a fenilalanina sdo as que sdo dissociadas em maior nimero e que para
concentragdes superiores, a dissociacdo das ligacdes associadas a tirosina e ao triptofano
passam a dominar no tecido muscular. Embora se tenha verificado uma dependéncia
polinomial entre as magnitudes das janelas e a concentracdo de sacarose na solucéo, a
proporcao entre tais magnitudes depende linearmente da concentracdo da sacarose, o que
mostra que os dois mecanismos de dissociacao estdo diretamente relacionados entre si.
Estes resultados sdo uma mais-valia para se entender o mecanismo de transparéncia
designado por dissociacdo de proteinas e como tal mecanismo depende da concentragéo

do agente de transparéncia na solugdo de tratamento.

Palavras-chave: tecido mausculo-esquelético, sacarose, transmitancia colimada,
transparéncia Otica, janelas de transparéncia, eficiéncia de transparéncia, magnitude de

transparéncia, dissociacao de proteinas, ligacdes de aminoacidos.






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.

vii



Key words: muscular-skeletal tissue, sucrose, collimated transmittance, optical
transparency, transparency windows, transparency efficiency, transparency magnitude,

protein dissociation, amino acid connections.

viii



Indice

AGRADECIMENTOS ... 1]
21 oY © 11V, PRt Y
AB ST RACT .. Vil
INDICE ..ttt ettt ettt e et et et e e et ea e e et eeee et e s etest et eae s et eneetseeaenn et ereae et saenesenennaea IX
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e e eeeeeeeeeeeeeeearesaeeseeasareeens XI
Y N B S Y =] = I N SNt XIII
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeees XV
LISTA DE SIMBOLOS ... ettt ee e et et e teteesaseseueeeeseseesasenesessentasssesesessestesesenesesneneesaneneneas XV
1. 1N E{0] 010 L0:X o TR 3
1.1. CONTEXTUALIZAGAOD ..t s ssssssssssssssnsssnsssnsssnsnsnsnsnnnnn 3
1.2. Y01 1 1YY Yo TPt 5
1.3. [ ] =3 1177 LN 6
1.4. ESTRUTURA DO DOCUMENTO vvvvvvvvererererereresesssesesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 7
2. ESTADO DA ARTE ..o 11
2.1. A CIENCIA DA OTICA MEDICA — RETROSPETIVA HISTORICA ...evvvvvrrrerererererererererererereseresesesssesesees 11
2.2. EFEITOS DE TRANSPARENCIA EM TECIDOS BIOLOGICOS ..vvvvvvrrvrrrrerererrereeereeeeseeresssesssssssesssesesens 13
2.3. MECANISMOS DE TRANSPARENCIA OTICA ..vvvvvvverrrrerereereereseeeesssersssssssssrsssssssssrssmsssrsersrmrese. 16
2.4, AGENTES DE TRANSPARENCIA OTICA....evvvererererererereeeeeseeeresereeeseseseserereseressseserersrerererersrermee 21
2.5. O MUSCULO ESQUELETICO 1uuuuuuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnennnnnnnnnsnnnsnsnsnsnnnsnsnsnnssssssnsssnnnsnnnnnnnnnsnnnnnnnnn 24
3. MATERIAIS E METODOS. ....eeeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeesee e eeesseeesesesesesseasesaseneessssssesasenenssseneesasenessns 29
3.1. RECOLHA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE MUSCULO ESQUELETICO ..vvvvvvvvereerrerrreeeeererereresenens 29
3.2. PREPARAGAQ DAS SOLUGOES DE SACAROSE ....eeevvvvrreieeeeerrerssnnieseeeressssnnneseseesssssnnesesssssssnnnnns 30
3.3. ESTUDOS EXPERIMENTAIS ..eevvvtuueeeeeererstsneeeeeesersssneeeeessssssnnesesessssssnnnesesessssssnnesesssssssnnnnns 32
3.4. PROCESSAMENTO DE DADOS E CALCULOS ..vvvveeeeeiirrrreeeeeeeieiisreeeseeesesinssseseesssessnssssesesessnnnnns 34
4, RESULTADOS E DISCUSSAD ..ottt et eee et eeeete st ere st eeeeeeseessesaeeneseneneesensennesaeen 37
4.1. CARACTERISTICAS OTICAS DAS SOLUCOES E DO MUSCULOD ..vvuvuenenrnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnns 37
4.2, RESULTADOS MEDIDOS DURANTE OS TRATAMENTOS DE TRANSPARENCIA....vveveeeeeeiinrrereeeeeeninnnns 40
4.3, CALCULO DA EFICIENCIA DE TRANSPARENCIA PARA OS VARIOS TRATAMENTOS ....uuuvuennnnnnnnnnnnnnnnnns 44
4.4, DEPENDENCIA ENTRE A AMPLITUDE DAS JANELAS E A OSMOLARIDADE DA SACAROSE EM SOLUGAO..48
5. CONCLUSAD. ..ottt ettt sttt ettt et e st et e st e st et e st est et e st esseresaassarestaneas 57



REFERENCIAS



Lista de Figuras

Figura 2.1 - Dispersdes de uma solucdo aquosa que contém uma concentracdo de 30 %
de sacarose (A) [68] e da &gua (B) [69], ambas a 20 °C. 23

Figura 3.1 - Fragmento de musculo pronto a ser cortado (a) e amostra ja cortada, imersa

em soro fisiologico (b). 30

Figura 3.2 - Valores de IR para solu¢des aquosas de sacarose (a 589,6 nm e 20 °C), com

concentracgdes entre 20 % e 60 % e a curva de ajuste descrita pela equacédo 3.1. 31

Figura 3.3 — Montagem experimental para medir os espectros de T, das amostras. 32

Figura 4.1 — Espectro de T. da solugdo aquosa que contém 60 % de sacarose. 38

Figura 4.2 — Espectro médio de T, do musculo esquelético de coelho. 39

Figura 4.3 — Variacdes temporais do espectro médio de Tc do musculo esquelético
durante os tratamentos com solugdes aquosas contendo sacarose nas concentragdes de:
20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d), 40 % (&), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i).
Figura 4.4 — VariacBes temporais do espectro médio de T do musculo esquelético entre
200 e 320 nm durante os tratamentos com solugdes aquosas contendo sacarose nas
concentragdes de: 20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d), 40 % (e), 45 % (f), 50 % (@),
55% (h),60% (i). 44
Figura 4.5 — VariagOes temporais de OCef(A) durante os tratamentos com solugdes
aquosas contendo sacarose nas concentracdes de: 20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d),
40 % (e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60% (). 46

Figura 4.6 — Variagdes temporais de OCest (200 < A < 420 nm) durante os tratamentos
com solugbes agquosas contendo sacarose nas concentracdes de: 20 % (a), 25 % (b), 30 %
(c), 35 % (d), 40 % (e), 45 % (f), 50 % (9), 55 % (h), 60 % (). 49
Figura 4.7 — Valores de OCett maximos registados para as duas janelas de transparéncia
em funcdo da concentracdo de sacarose em solu¢do. . 51

Figura 4.8 — Proporgdo entre os maximos de OCest em funcdo da concentracdo de

sacarose em solucéo. 53

Xi






Lista de Tabelas

Tabela 3.1 — Valores dos IRs para as diferentes solucdes de sacarose a utilizar (T=20 °C,
A=580,0 M) 32

Tabela 4.1 — Magnitudes maximas das janelas de transparéncia, instantes de tempo onde

ocorrem e proporcao das magnitudes entre as duas janelas. 50

Xiii






Lista de Abreviaturas

ADN — Acido Desoxirribonucleico
ARN - Acido Ribonucleico
ATP — Adenosina Trifosfato
CFTOOL- do inglés Curve Fitting Tool
CIETI - Centro de Investigacdo em Engenharia e Tecnologia Industrial
DMSO — Dimetilsulféxido
IR — indice de Refracéo
OCA — Agente de Transparéncia Otica (do inglés Optical Clearing Agent)
OCert— Eficiéncia de Transparéncia Otica (do inglés Optical Clearing Efficiency)
PEG — Polietilenoglicol
PET — Tomografia por Emissdo de Positroes
PG — Propilenoglicol
Tc— Transmitancia Colimada
THz — Terahertz
TOC — Transparéncia por imerséo (do inglés Tissue Optical Clearing)

UV — Ultravioleta

Lista de Simbolos
@ — Diémetro
L — Comprimento de onda
T— Tempo de difusdo carateristico
D— Coeficiente de difuséo
n— Massa molar

R2 - Coeficiente de determinacéo

XV






CAPITULO 1 — INTRODUCAO






Introdugéo

1. Introducéo

No ambito da unidade curricular Tese, inserida no Mestrado em Engenharia
Biomédica do Instituto Superior de Engenharia do Porto, a presente dissertagdo foi
realizada tendo por base medicdes experimentais realizadas no Centro de Inovagéo em
Engenharia e Tecnologia Industrial (CIETI). O objetivo do presente trabalho foi analisar
e caracterizar as janelas de transparéncia criadas na zona do ultravioleta (UV) em tecidos
bioldgicos durante tratamentos de transparéncia com solucdes de sacarose em diferentes
osmolaridades (concentragdes).

Nesta introducdo sera primeiramente apresentada uma contextualizacdo sobre 0s
tratamentos de transparéncia e a criacdo de janelas de transparéncia Otica em tecidos
bioldgicos. Posteriormente serdo indicadas quais as motivacgdes para o presente trabalho,

assim como os objetivos que se pretenderam atingir.

1.1.Contextualizacéo

A criacdo de transparéncia em tecidos bioldgicos consiste num fenémeno com um
longo historial, mas que s6 em finais do século XX passou a merecer um interesse pela
comunidade cientifica, com o objetivo de melhorar e desenvolver técnicas Oticas para
aplicacdo em medicina [1]. Os tecidos bioldgicos apresentam na sua forma natural um
forte espalhamento da luz devido a presenca de grandes quantidades de agua nos seus
liquidos intersticiais e no citoplasma das células [2]. A agua apresenta um indice de
refracdo (IR) baixo, quando comparada com os restantes componentes dos tecidos e das
células, criando assim um desfasamento significativo de IRs entre os fluidos e 0s restantes
componentes bioldgicos no interior das células e nos intersticios dos tecidos [3]. Tal
desfasamento de IRs esta na origem do forte espalhamento que um feixe de luz sofre ao
propagar-se dentro de qualquer tecido bioldgico, e para que a utilizacdo de luz em
procedimentos de diagndstico e de tratamento seja eficaz € necessario 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 mecanicas de compressao e
estiramento de tecidos e técnicas de variacdo de temperatura ou de branqueamento de

tecidos com acido acético foram utilizadas em varios estudos e em certas aplicacfes
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clinicas, com o objetivo de reduzir o espalhamento da luz [1], [3]. Apesar de estas técnicas
apresentarem um aumento de transparéncia nos tecidos estudados, a magnitude da
transparéncia criada era reduzida e efeitos secundarios indesejaveis e irreversiveis ou com
longos tempos para atingir a reversibilidade foram observados. Em face destas
dificuldades, a técnica de criacdo de transparéncia 6tica em tecidos bioldgicos por imerséo
em agentes quimicos indcuos, que foi inicialmente reportada pelo anatomista alemao
Werner Spalteholz em 1911, passou a merecer um novo e crescente interesse na década
de 1990 [1], [4].

A técnica de criacdo de transparéncia por imersdo (vulgarmente conhecida em
inglés por Tissue Optical Clearing, TOC) consiste essencialmente na substitui¢do parcial
ou total da &gua intersticial e intracelular por um agente indcuo, que apresenta um IR
superior ao da agua, mais aproximado ao IR dos restantes componentes bioldgicos que
compde os tecidos e as células bioldgicas [5]. Ao realizar-se esta substituicdo da agua
pelo agente, o IR médio do fluido intersticial ou do citoplasma aproxima-se dos IRs dos
restantes componentes, levando a uma diminuig&o parcial (ou total) do desfasamento de
IRs dentro dos tecidos e das células, o que em ultima instancia leva a diminuicdo do
espalhamento da luz dentro do tecido [6], [7]. Tal reducdo 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 aquelas que se
verificam num tecido no seu estado natural. Desta forma, procedimentos de diagndstico
ou terapéuticos com utilizacdo de luz, que num tecido natural estdo limitados as 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. E importante referir que o IR de qualquer tecido ou material bioldgico
depende da temperatura e do comprimento de onda. Isto implica que os estudos realizados
para caracterizar os tratamentos de transparéncia em tecidos biolégicos tém sido
recentemente feitos ndo sé com técnicas de imagem oOtica, mas também com medic¢des
espectrais numa banda larga [4]. Considerando todo o espectro eletromagnético e em
particular a zona espectral entre 0 UV e o terahertz (THz), onde aplica¢fes de Otica
médica tém sido recentemente desenvolvidas [8], é importante avaliar e caracterizar 0s
tratamentos de transparéncia em zonas espectrais largas dentro destes limites. Dado que
até ha poucos anos os estudos espectrais realizados com a técnica TOC foram
maioritariamente feitos na zona do espectro visivel 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 transparéncia 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
transparéncia, uma vez que as dispersdes, quer da agua e dos agentes de transparéncia,
quer dos restantes componentes bioldgicos 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 absor¢do da agua é
muito forte [12]. No caso dos estudos ja realizados na zona do UV, verificou-se que
ocorrem janelas de transparéncia nessa zona, com picos de transparéncia bem localizados
para comprimentos de onda abaixo de 350 nm [13] e que € possivel identificar e
caracterizar um dos trés mecanismos associados a criacdo de transparéncia nos tecidos —
0 mecanismo de dissociacdo de proteinas [9]. Em face destes resultados inovadores, € de
especial interesse realizar outros estudos dos tratamentos de transparéncia, focados na
zona espectral do UV, para que novas aplicacdes clinicas que utilizem luz nestes

comprimentos de onda possam vir a ser desenvolvidas.

1.2.Motivacgéao

Tal como foi acima referido, os tratamentos de transparéncia aplicados com a
técnica TOC em tecidos bioldgicos foram ainda pouco explorados na zona do UV, sendo
necessaria a realizacdo de novos estudos para compreender como estes tratamentos
reduzem o espalhamento da luz nessa zona do espectro e que beneficios se podem
recolher desses estudos para a criacdo de novas aplica¢des clinicas. Sabe-se que 0s varios
tecidos bioldgicos que fazem parte do corpo humano apresentam um conjunto de bandas
de absorcdo na zona do UV, bandas estas que correspondem a hemoglobina, as proteinas,
ao ADN e a outros componentes bioldgicos que fazem parte da constituicdo dos tecidos
[14]. A existéncia destas fortes bandas de absorcéo na zona do UV dificulta a detegdo das
alteracOes induzidas durante a criacdo dos tratamentos de transparéncia, mas a estratégia
adotada pelos autores das recentes publicagdes relativas ao estudo da transparéncia criada
em tecidos nesta zona do espectro [9], [13], [15], que consiste em calcular variagdes
temporais relativas dos espectros medidos, parece permitir identificar eficazmente as

variagOes induzidas no UV e retirar informacao fisioldgica discriminatdria de patologias.
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Se no artigo da Ref. [9] foi demonstrado que a glicerina € capaz de dissociar
proteinas em tecidos e que tal dissociacdo ocorre de forma diferenciada entre tecidos
saudaveis e tecidos com patologias oncoldgicas, sera necessario realizar novos estudos,
no sentido de relacionar as taxas de dissociacdo das proteinas com o estado de
desenvolvimento do cancro e para diferentes tipos de cancro. Tal relacdo podera
eventualmente ser aplicada a medic¢Oes néo invasivas para a detegdo precoce do cancro
sem recurso a biopsias. Tal trabalho de investigacdo e complexo e requer a
disponibilidade de tecidos relativos as diferentes fases de desenvolvimento do cancro, o
que nem sempre é facil de se conseguir. Tal estudo cai, portanto, fora dos objetivos do
presente trabalho.

Em oposicdo as dificuldades associadas ao estudo da relacdo entre a taxa de
dissociacdo de proteinas e os diferentes estados de desenvolvimento do cancro em tecidos,
a investigacdo apresentada na Ref. [13] pode ser facilmente sujeita a novos estudos
exploratorios para obter informacéo adicional. Neste artigo, 0s autores mostraram com
dados experimentais de um estudo preliminar que tratando tecido muscular com solugdes
de glicerina em diferentes osmolaridades conseguiam identificar a criacdo de janelas de
transparéncia no UV e que a magnitude dessas janelas aumentava com a osmolaridade da
glicerina na solucdo usada para criar transparéncia. Embora tal artigo apresente a criagdo
de tais janelas com apenas um estudo por solugéo (tendo apenas usado trés solu¢des com
osmolaridades distintas) torna-se necessario realizar novos estudos para fundamentar os
resultados publicados e adquirir informacdo adicional. Por outro lado, realizando tal
estudo com um maior nimero de solucbes, em que se consideram mais osmolaridades do
agente de transparéncia, permitira correlacionar a magnitude das janelas de transparéncia
criadas com a osmolaridade do agente. A utilizacdo de um outro agente de transparéncia
podera trazer informacdo complementar aos resultados obtidos com a glicerina que se

encontram publicados [13].

1.3.0Dbjetivos

Em face do que foi exposto na seccao anterior, 0s objetivos do presente trabalho
consistiram em estudar a magnitude das janelas de transparéncia criadas na zona do UV
em tecido muscular por intermédio de tratamentos de transparéncia, em que os tecidos
sdo imersos em solucgdes aquosas de sacarose com diferentes osmolaridades. Pretende-se

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

dissociar proteinas.

1.4.Estrutura do documento

O presente documento é composto por cinco capitulos. No Capitulo 1 é elaborada
uma introducdo aos principais temas abordados neste documento, apresentando uma
contextualizacdo do assunto em estudo, a motivacao e 0s objetivos do presente trabalho.
No Capitulo 2 sera feita a descricdo do estado da arte sobre a aplicacdo das tecnologias
Oticas em medicina e da criacdo de efeitos de transparéncia em tecidos biolégicos, assim
como da criacdo de janelas de transparéncia na zona do UV durante tais tratamentos. O
Capitulo 3 descreve os materiais, métodos e calculos necessarios a realizacdo deste
estudo, enquanto o Capitulo 4 apresenta os resultados obtidos, e as informagfes que se
podem inferir dos mesmos. Por sua vez, o Capitulo 5 encerra 0 documento com as
conclusdes referentes ao trabalho realizado, referindo as possiveis perspetivas futuras

para investigacfes que possam ter como base o0 presente estudo.
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Estado da Arte

2. Estado da Arte

2.1.A ciéncia da Gtica médica — retrospetiva historica

A utilizacdo da luz para efeitos curativos (fototerapia) € um dos ramos primordiais
da otica médica, baseando-se na aplicacdo da luz solar para o tratamento de diversas
doencas, e sabe-se que é praticada desde o ano 2000 antes de Cristo, suspeitando-se até
que desde datas muito anteriores, pelas civilizagbes antigas do Egito, da Grécia, da China
e da India. Estes povos antigos atribuiam & luz solar a cura de doengas do corpo, da mente
e da alma. Apesar de ndo compreenderem a ciéncia por detras dos fendmenos terapéuticos
da luz, estes povos construiram templos dedicados a adoracdo do poder curativo da luz
[16], [17], passando este a ser confundido com mitos, com religido ou com o sobrenatural.
A utilizacdo da fototerapia manteve-se ao longo de diversos séculos, chegando até aos
dias de hoje, sendo ja atualmente explicada com fundamentos cientificos.

Apesar de o ramo terapéutico da 6tica médica existir desde ha varios séculos, o
ramo de diagndstico manteve-se praticamente inexistente até ao século XVII, altura em
que dois holandeses, Hans e Zacharia Janssen inventaram o primeiro microscopio 6tico.
A criacdo deste equipamento, permitiu que fosse de imediato aplicado para inspecionar a
pele, o ouvido e o olho humano, com o objetivo de detetar infecGes. Desde entdo, o
microscopio sofreu melhorias sistematicas, tornando-se uma ferramenta indispensavel
para as ciéncias médicas, assim como para o estudo de cortes histoldgicos de tecidos
humanos e animais [18]. Quanto a outros dispositivos 6Oticos de diagnostico, estes s
comecaram a ser fortemente desenvolvidos nos finais do século XX, apos a introducéo
dos lasers e das fibras Gticas em aplicacfes na area da saude, altura em que surgiu uma
nova ciéncia designada por 6tica 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 dticas foram criadas pouco tempo depois, 0 que levou ao desenvolvimento
subsequente de outros equipamentos 6ticos com potencial aplicagdo em medicina, como
0 espectrofotometro ou versdes melhoradas de microscopios e de refratdbmetros. Em 1991,
surge um grande avanco para a otica médica, com a invencao da técnica de tomografia
Otica 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 0s equipamentos de imagem
meédica mais comuns e que séo utilizados atualmente de forma generalizada para realizar
diagnostico. Estes equipamentos permitem o diagndstico 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 ressonancia magnética [23], em emissédo de
positrdes, como é o caso da tomografia por emissdo de positrdes (PET) [24], ou nos
ultrassons, que sdo utilizados nas ecografias [25]. Devido aos custos elevados na
aquisicdo destes equipamentos e a utilizacdo de radiacdo ionizante na sua grande maioria
[26], [27], que danifica os tecidos saudaveis circundantes a zona alvo do diagnostico,
torna-se necessario procurar alternativas.

A aplicacéo de luz em procedimentos de diagnostico, ou mesmo de tratamento, é
uma alternativa viadvel para superar as desvantagens da aplicacdo de equipamentos que
utilizam radiacdo ionizante. A luz visivel é um tipo de radiacdo eletromagnética que nédo
cria ionizacdo das células, sendo assim melhor para interagir com os tecidos biol6gicos.
Por outro lado, o desenvolvimento de equipamentos éticos para aplicagdo clinica fornece
outras vantagens, que até recentemente eram inexistentes. Sdo disso exemplo a criacédo
de equipamentos mais compactos e portateis, que podem facilmente ser transportados de
um local para outro, a possibilidade de realizar diagndstico por endoscopia e custos mais
reduzidos na aquisicdo destes equipamentos, dado o estado de desenvolvimento
tecnoldgico atual [20]. Para além destas vantagens, a aplicacdo de tecnologias Oticas
permite a criacdo de sensores miniaturizados de uso préatico, do género de um smartwatch,
para medir o conteddo de glucose no sangue, o fluxo de sangue em veias entupidas ou
monitorizar outros parametros vitais e fisioldgicos. O desenvolvimento de sensores
compactos que podem ser fixos no corpo para monitorizar estes parametros é uma das
areas da otica médica em forte crescimento neste momento.

Desde que se implementou no inicio da década de 1980, a investigagdo em Gtica
médica tem produzido resultados a um ritmo crescente de ano para ano, com a maioria
das inovagdes a focar-se na interacdo da luz com os materiais bioldgicos e no
desenvolvendo novas técnicas com aplicacdo clinica sem uso de radiacdo ionizante. Com
este paradigma em mente, surgiram novas técnicas de imagem médica de aplicagdo in
vivo, nomeadamente a microscopia de light-sheet [28], a microscopia de 2 e mais fotbes
[29], a microscopia confocal [30], a microscopia Raman [31], a ja referida tomografia
Otica coerente [32], que entretanto tem sofrido melhoramentos sucessivos, a microscopia

de THz [33], a microscopia fotoacustica [34] e a microscopia de segundo harmonico [35].
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Comparativamente aos equipamentos e técnicas que utilizam radia¢do ionizante, as
técnicas de dtica médica podem ser usadas para monitorizacdo de parametros vitais de
forma continua, ndo danificam os tecidos onde atuam ou 0s que os circundam, utilizam
equipamentos mais baratos e compactos, tornando facil o seu transporte [26]. Apesar de
todas estas vantagens e beneficios na aplicagé@o de técnicas Gticas em medicina, existem
limitacOes e a mais significativa tem a ver com a baixa profundidade de penetragéo da luz
nos tecidos, devido ao forte espalhamento que é caracteristico da maioria dos materiais
bioldgicos [3]. Para superar esta dificuldade surgiu o conceito de criar transparéncia nos

tecidos bioldgicos, um assunto que sera detalhado em retrospetiva na seccao seguinte.

2.2.Efeitos de transparéncia em tecidos biologicos

A criacdo de efeitos de transparéncia em tecidos biol6gicos comegou ha varios
séculos. Sabe-se que os antigos povos do norte da Europa criavam transparéncia em peles
de animais através da desidratacéo 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 evidéncia fisica do fendmeno sido apenas reportada em 1911 pelo
anatomista alemdo Werner Spalteholz [36]. Spalteholz verificou que imergindo
sequencialmente amostras de muasculo em alcool, em xileno ou 6leo de cravo e finalmente
em balsamo do Canadé, tornava essas amostras mais transparentes. Intrigado com este
resultado, Spalteholz, conduziu novos estudos, tendo deduzido que ocorre uma adaptacao
de IRs no interior dos tecidos que leva a criacdo da transparéncia, tal como descrito na
sua publicacdo de 1914 [37]. Esta deducdo de Spalteholz consistia na descoberta daquilo
que sabemos hoje ser um dos trés mecanismos associados a criacdo da transparéncia nos
tecidos bioldgicos — a adaptacdo de IRs entre os fluidos e os restantes componentes
bioldgicos [4]. A descoberta do mecanismo de desidratacdo dos tecidos foi conseguida
mais tarde e a primeira publicacdo que Ihe faz referéncia surgiu em 1939 [38]. Quanto ao
terceiro mecanismo associado aos efeitos de transparéncia, designado por dissociacao de
proteinas, este permaneceu sem ser descoberto até 2003, tendo sido reportado nesse ano
pelo grupo que o detetou através da utilizagdo de imagiologia de segundo harmonico [39].
Tal como descrito por estes autores, 0 mecanismo de dissociacdo de proteinas é reversivel,
assim como os mecanismos de desidratacéo e de adaptacéo de IRs [4]. A reversibilidade

desses dois mecanismos tinha sido anteriormente demonstrada por Valery Tuchin em
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1999 quando estudou a variacdo temporal da intensidade de um sinal de speckle a 633 nm
num tecido ocular tratado sequencialmente com uma solucéo de Trazograph™, com soro
fisioldgico e novamente com a solugéo de Trazograph™ [40]. Um artigo da nossa autoria,
publicado ja no presente ano, demonstra que tal reversibilidade é observada numa banda
espectral bastante larga, entre os 220 e os 1000 nm [41]. Uma descri¢do detalhada sobre
a sequéncia de ocorréncia dos trés mecanismos e da contribui¢cdo de cada um para a
criacdo de transparéncia nos tecidos serd feita na seccéo 2.3.

A descoberta de Spalteholz no inicio do século XX ndo despertou qualquer
interesse de aplicacdo nessa altura, tendo ficado apenas como uma curiosidade devido a
falta de técnicas Oticas que pudessem beneficiar da criacdo de transparéncia em tecidos
biolégicos. Apenas no final da década de 1980, quando algumas aplicacdes das
tecnologias Gticas em medicina ja se encontravam desenvolvidas e em face da
identificacdo de que os tecidos bioldgicos apresentavam um forte espalhamento da luz, é
que a criagdo de transparéncia despertou um novo interesse [1]. Novos estudos
comecaram a ser feitos nessa altura e em 1997, o grupo de Valery Tuchin publicou um
artigo de referéncia, onde se descreve todo o formalismo matematico sobre a difusao de
agentes de transparéncia em tecidos bioldgicos e como a propagacdo da luz se altera
nesses meios com a reducdo do espalhamento [42]. Desde essa altura, diferentes grupos,
localizados nos varios continentes, passaram a desenvolver investigacdo nesta area, sendo
0 nimero de publicacdes anuais sobre a criacdo de transparéncia sempre crescente desde
entéo.

A criacdo de efeitos de transparéncia em tecidos bioldgicos € um ramo da Otica
médica em forte crescimento desde o inicio do presente milénio, tendo a investigacao
associada produzido resultados de forma galopante. Como a difusdo da agua intersticial
para o exterior dos tecidos e a difusdo dos agentes de transparéncia para o interior sao
processos dindmicos, medigdes feitas ao longo do tempo durante tratamentos de
transparéncia permitiram ja determinar os tempos e o0s coeficientes de difusdo
caracteristicos destes fluidos em varios tecidos [43], avaliar o conteudo de dgua mdvel
dentro de tecidos bioldgicos [44], e através deste parametro discriminar entre tecidos
saudaveis e tecidos com patologia (nos casos do cancro e da diabetes) [45-47]. Como
veremos na proxima seccao, a determinacdo experimental dos tempos e coeficientes de
difusdo da 4gua e dos agentes de transparéncia num determinado tecido biolégico permite
caracterizar os mecanismos de desidratacdo e de adaptagcdo de IRs para o tratamento

aplicado [4]. Dado que tal caracterizacdo € particular para cada combinacéo de agente de
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transparéncia (do inglés, Optical Clearing Agent — OCA) com um determinado tecido
bioldgico, varios estudos baseados em medicdes de variacdo temporal de espectros foram
realizados para determinar os tempos e coeficientes de difusdo de vérios agentes em
diferentes tecidos. Tais parametros que foram obtidos experimentalmente, embora fora
do &mbito do presente trabalho, podem ser encontrados em alguns artigos e livros de
referéncia [1], [4], [43], [48].

Se a avaliacdo dos parametros que caracterizam os mecanismos de desidratacéo e
de adaptacéo de IRs é facilmente conseguida de forma experimental, a caracterizacéo do
mecanismo de dissociacdo de proteinas ndo é tdo facil. A detecdo e caracterizacdo deste
mecanismo de criagdo de transparéncia é mais complexa, até porque nem sempre ocorre.
Para que este terceiro mecanismo de criacdo de transparéncia ocorra durante o tratamento
de um determinado tecido com um OCA é necessario que se conjuguem varios fatores.
Em primeiro lugar, o tecido tem de conter proteinas em numero suficiente, para que por
interacdo do agente de transparéncia com as proteinas estas se dissociem. Apesar de a
maioria dos tecidos bioldgicos conter proteinas, existem alguns em que esse contetido é
pequeno ou mesmo nulo. O tecido adiposo, por exemplo, tem um conteddo de proteinas
muito reduzido, ou mesmo nulo na maioria das vezes. O tecido musculo-esquelético, por
outro lado, apresenta um elevado contetido de proteinas, conforme veremos na seccao
2.5. Para além de ser preferencial trabalhar com um tecido que tenha um grande contetido
de proteinas para detetar e caracterizar o terceiro mecanismo de transparéncia, é também
necessario que o agente de transparéncia utilizado seja capaz de dissociar essas proteinas
[9]. Até ao presente, sabe-se que tanto aglcares como alcoois sdo capazes de dissociar
proteinas e que a magnitude dessa dissociacdo aumenta com a osmolaridade do agucar ou
do alcool na solu¢do usada no tratamento aplicado [49], [50]. Uma outra dificuldade na
detecdo da dissociacdo de proteinas em tecidos bioldgicos prende-se com as técnicas de
medicdo que permitem fazer tal detecdo. Embora este mecanismo e a sua reversibilidade
tenham sido inicialmente identificados por intermédio de imagens de segundo harménico
[39], foram publicados recentemente estudos, em que tal detecdo foi feita por medicOes
experimentais de espectroscopia de UV [4], [9]. Embora a espectroscopia de UV em
tecidos esteja ainda a ser explorada, ela torna-se necessaria para detetar a dissociagao de
proteinas, uma vez que estas apresentam as suas bandas de absor¢éo entre os 200 e os 300
nm [51], [52]. As proteinas estdo ligadas entre si através das chamadas ligagOes de
aminoacidos aromaticos, que essencialmente sdo trés: a fenilalanina, a tirosina e o

triptofano [51], [52]. De acordo com os espectros publicados nestas duas referéncias, a
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fenilalanina apresenta uma banda de absor¢do 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
absorcdo 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 absor¢do das ligagcdes arométicas
das proteinas é necessario utilizar espectroscopia de UV para que se consiga detetar e
caracterizar a dissociacdo das proteinas. A ocorréncia da dissociacédo de proteinas leva a
diminuicdo da absorcao da luz pelos tecidos entre os 200 e os 300 nm. Por outro lado, a
forte adaptacdo de IRs nessa mesma zona do espectro leva a uma forte redugéo do
espalhamento. Consequentemente, a combinacao destes dois mecanismos esta na origem
da criacdo de janelas de transparéncia na zona do UV, conforme mostrado pelos autores
da Ref. [13].

Para além de todos os progressos e resultados acima descritos, a aplicacdo da
técnica TOC permitiu ja outros beneficios, como o melhoramento da profundidade de
penetracdo de feixes sensores de luz em tecidos bioldgicos, o melhoramento do contraste
de imagens de tomografia ética coerente ou de microscopia nas suas diferentes vertentes
e também obter informacao fisiologica que permite a discriminacéo de patologias. Tais
avancos, que foram conseguidos tanto em tecidos ex vivo como em tecidos in vivo, nio
fazem parte dos objetivos do presente trabalho, mas encontram-se disponiveis para
consulta num livro recente [4].

Uma vez que se pretende no presente trabalho estudar e caracterizar as janelas de
transparéncia criadas na zona do UV por solucGes aquosas com diferentes osmolaridades
de um determinado OCA e como ja vimos que tais janelas resultam particularmente da
combinacdo dos mecanismos de adaptacdo de IRs e de dissociacdo de proteinas, na
préxima sec¢do sera descrito como se podem detetar e caracterizar experimentalmente

tais mecanismos.

2.3.Mecanismos de transparéncia otica

Para podermos descrever de forma simples a ocorréncia dos trés mecanismos que
levam a criacdo da transparéncia nos tecidos biologicos quando a técnica TOC € usada,
vamos considerar uma situacdo ideal, em que se mergulha uma amostra de tecido numa

solugéo que contém o OCA. Esta descricdo aqui apresentada foi ja explicada em varias
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publicac6es, como por exemplo na Ref. [1]. Desta forma, vamos considerar uma amostra
de um determinado tecido que contém proteinas, e que foi preparada em forma de fatia
aproximadamente circular e com uma espessura bem definida e de dimensdo pequena
quando comparada com a area das suas faces laterais. Um exemplo habitualmente usado,
consiste numa amostra com espessura uniforme de 0,5 mm e didmetro de ~1 cm. A
solucdo usada para criar a transparéncia consiste numa solucéo aquosa, que contém um
determinado OCA, como por exemplo a glicerina, numa determinada concentragdo. A
preparacdo deste tipo de solucdes é feita misturando agua destilada com o OCA, ou
diluindo este na 4gua destilada, caso se encontre em estado solido. A mistura, ou dilui¢éo
vai sendo feita, até se atingir a concentragdo de OCA pretendida. Tal feito é conseguido
controlando o IR da solucdo, pois existem valores tabelados, ou forma de os calcular, para
as diferentes concentracdes de varios OCAs em solucdo aquosa [1].

Quando a solucdo estiver preparada com a concentracdo de OCA pretendida, da-
se inicio ao tratamento. Tal é feito mergulhando a amostra de tecido na solugdo, que se
encontra dentro de uma montagem experimental apta para medir a transmitancia colimada
(Tc) da amostra segundo a direcdo da espessura desta. O volume da solucdo deve ser da
ordem de dez vezes superior ao volume da amostra, para garantir a difusdo de dgua para
0 exterior e/ou a difusdo do OCA para o interior durante a imersdo. Espectros de T¢ da
amostra sdo medidos ao longo do tempo para se poderem detetar as variagdes criadas pelo
tratamento. Assim que a amostra é mergulhada na solucéo, a pressao osmotica do OCA
na solucdo sobre a amostra, induz o fluxo de &gua intersticial para o exterior. Assim, 0
mecanismo de desidratacdo ocorre logo no inicio do tratamento e consiste hum fluxo da
agua movel 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
bioldgicos contém quatro estados de 4gua no seu interior, cujas designacbes tem origem
na forca de ligacdo existente em cada estado entre a 4gua e 0s restantes componentes
bioldgicos do tecido [1], [4]. Os quatro estados de ligagdo conhecidos sdo designados por:
agua livre, agua fracamente ligada, agua firmemente ligada e agua fortemente ligada [53],
[54]. A 4gua movel que flui para o exterior dos tecidos, devido a estimulacédo criada pela
pressdao osmatica do OCA na solugéo de tratamento, consiste na combinacao da agua livre
e da agua fracamente ligada [4]. Os restantes dois estados de agua tomam neste contexto
a designacdo de agua ligada, pois apresentam uma forca de ligacdo superior aos restantes
componentes bioldgicos do tecido, mantendo a sua hidratagdo e ndo participam no

processo de desidratacéo do tecido [1]. Se a concentracdo do OCA for significativamente
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elevada, tomando valores na ordem de 60 % do volume total da solucéo, ou superiores,
ndo ocorre qualquer difusdo 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 variacdo temporal de T¢ para comprimentos de onda
discretos dentro de uma zona espectral onde ndo ocorrem bandas de absorc¢éo do tecido,
verifica-se um comportamento exponencial crescente nos primeiros minutos, que é
semelhante ao descrito pela equagdo de carga de um condensador [1], [4], [48].
Processando tais variacdes temporais de forma a que variem entre 0 e 1, podem ajustar-
se 0s dados experimentais processados com uma curva como a descrita pela equacao 2.1
[48]:

t
T.(A;,t) = 1 — exp?, (Eq. 2.1)

em que A representa o comprimento de onda discreto a que respeitam os dados da variagéo
de T considerados e t representa o tempo de tratamento dentro do intervalo onde ocorre
0 crescimento exponencial. Ao fazer-se o ajuste dos dados com uma curva deste tipo, o
tempo de difuséo caracteristico, z, do tratamento aplicado é obtido. Como apenas ocorreu
a difusdo de agua para o exterior, esse tempo é o tempo de difusdo caracteristico para a
agua no tecido em estudo.

Para estimar este valor de z com maior precisdo, repete-se o procedimento de ajuste
para dados obtidos nos restantes comprimentos de onda considerados, permitindo assim
obter a média e o desvio padrdo para este parametro. Apds este célculo e se estiveram
disponiveis medicGes da espessura de uma amostra tratada com a mesma solucéo, pode
calcular-se o coeficiente de difusdo da agua (Dy,) [48]. Na realidade, & conveniente
realizar medigdes de espessura em Vvarias amostras durante o tratamento com a solugéo
correspondente, para se obter uma variacdo temporal de espessura média e minimizar
erros experimentais [48]. Retirando dessa variacdo temporal média de espessura, o valor
que corresponde ao instante de tempo de tratamento que coincide com z, d(z), calcula-se

DH2o segundo a equacéo 2.2 [48]:

d 2

mZXT

O procedimento acima descrito para obter os parametros caracteristicos do

mecanismo de desidratagdo, é também adotado para obter os pardmetros analogos que
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caracterizam o mecanismo de adaptacdo de IRs. No entanto, para que tal procedimento
possa ser adotado corretamente, o processamento de dados e célculos tem de ser feito
com dados experimentais obtidos de um outro tratamento onde ocorre apenas a difusio
do OCA para o interior do tecido. Tal tratamento é possivel quando o contetdo volimico
de 4gua na solucdo usada para realizar o tratamento iguala o conteddo de agua mével no
tecido em tratamento [48]. Ap6s a realizacdo de variados estudos deste tipo, sabe-se
atualmente que o contetdo de agua movel nos tecidos saudaveis 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 saudavel que seja tratado com uma solugdo que contém 60 % de &gua e
40 % de OCA, consegue-se o fluxo unico do OCA para o interior do tecido, devido ao
equilibrio entre a agua madvel no tecido e a agua na solucéo [1], [4], [48]. Realizando
tratamentos com solucbes contendo varias concentra¢fes do OCA, consegue-se aumentar
a precisdo na estimacdao dos valores de z e de D para a &gua e para 0 OCA, como descrito
na Ref. [43]. Com a obtencéo destes 4 parametros ficam caracterizados néo sé os fluxos
unicos de agua para o exterior e do OCA para o interior do tecido, como 0s mecanismos
de desidratacdo e de adaptacdo de IRs.

Conforme foi ja referido anteriormente, a caracterizagdo do mecanismo de
dissociacdo de proteinas depende de vérios fatores. Para que essa caracterizacdo seja
possivel, pode usar-se também a espectroscopia, mas focando a analise e 0 processamento
dos dados na zona do UV, entre os 200 e os 350 nm [9], conforme serd detalhado de
seguida. Dado que os tecidos bioldgicos apresentam forte absorcéo e forte espalhamento
para comprimentos de onda abaixo de 350 nm, a avaliacéo direta da evolugdo temporal
do espectro de T¢ ndo mostra com detalhe suficiente as alteracdes induzidas pelo
tratamento no tecido [9]. Em face desta dificuldade, torna-se necessario calcular as
variacOes relativas de T¢ ao longo do tempo, para que tais alteracdes se tornem percetiveis
e possam ser quantificadas. Os autores da Ref. [13], definiram tal célculo de acordo com

aequacao 2.3:

|TC(/Lt)_TC(/Lt=0) |

OCeff(/L t) = TC(A,tZO)

x 100 %, (Eq. 2.3)
em que designaram OCes(4,t) como a eficiéncia espectral de transparéncia, e em que

Tc(4,t) representa o espectro do tecido medido no instante t do tratamento e Tc(4,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 musculo e a mucosa da
parede colorretal humana, esta Gltima nas versdes saudavel e com cancro, fazendo uma
representacdo 3D da OCefi(/,t), verifica-se que surgem janelas de transparéncia bem
evidentes com comprimentos de onda centrais localizados sensivelmente a 230 e a 280-
300 nm. Estes comprimentos de onda centrais correspondem as bandas de absorcéo das
ligacBes de amino&cidos aromaticos nas proteinas, conforme ja referimos, mostrando que
0 OCA dissolve as proteinas, quebrando estas ligacdes. No estudo da Ref. [13], verificou-
se a ocorréncia de apenas uma janela de transparéncia no masculo, centrada a 230 nm,
quando tratado com uma solucdo que continha 20 % de glicerina. Este comprimento de
onda corresponde as bandas de absor¢do de maior magnitude da tirosina e do triptofano,
mas pode ter também uma contribuicdo da banda da fenilalanina que esta centrada a 215
nm. Aumentando a concentracdo de glicerina para 40 % na solucéo, a janela centrada a
280-300 nm, que corresponde as bandas de menor magnitude da tirosina e do triptofano,
comeca a observar-se, tornando-se bem evidente e de magnitude elevada para o
tratamento com a solucdo que contém 60 % de glicerina [13]. Verificou-se nestes dois
estudos [9], [13], que a janela de transparéncia centrada a 280-300 nm apresenta um
comportamento exponencial suave e crescente, que a partir de dado instante do tratamento
estabiliza, mantendo a partir dai um comportamento praticamente invariavel. A janela
centrada a 230 nm, por outro lado, apresenta para todos 0s casos estudados um
comportamento com regimes distintos e sucessivos ao longo do tempo de tratamento. Se
no inicio 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,
0 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 dissociacdo ocorre ndo s6 nas
ligacdes da fenilalanina, mas também nas ligacGes da tirosina e do triptofano, cuja quebra
passa a ser mais visivel nos regimes lineares a partir de um determinado tempo de
tratamento, quando as ligacGes da fenilalanina passam a ocorrer num ndmero muito
reduzido, ou inexistente.

E importante salientar que no estudo apresentado na Ref. [9], as duas janelas que
foram criadas por imersdo dos tecidos em glicerina 99 % pura apresentam maior
magnitude na mucosa patolégica, 0 que mostra uma acumulacgdo crescente de proteinas

ao longo do desenvolvimento do cancro, conforme descrito na literatura [55].
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Considerando o regime linear intermeédio, que ocorre na janela a 230 nm entre 0s 3 e 0s
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 patoldgica tal declive era cerca de trés vezes superior ao observado para a mucosa
saudavel. Com a determinacao deste declive, que os autores da Ref. [9] designaram por
taxa de dissociacdo das proteinas, fica caracterizado este mecanismo de transparéncia e
verifica-se que pode ser usado para discriminar entre tecidos saudaveis e com cancro.
Na proxima seccdo serdo descritas as caracteristicas desejaveis que os OCAS
devem apresentar para produzir transparéncia nos tecidos bioldgicos, agrupando os
diferentes OCAs em trés classes distintas, justificando também a escolha da sacarose para

0 presente estudo.

2.4.Agentes de transparéncia otica

Para que um determinado produto possa ser considerado um OCA, tem de
apresentar varias caracteristicas, conforme descrito na literatura [1], [4]. Em primeira
analise, tal produto tem de ser inofensivo para o tecido a tratar e para 0s seus componentes
bioldgicos [48], [56]. Por outro lado, deve ser capaz de criar uma pressao osmotica sobre
o tecido bioldgico para induzir a desidratagdo do mesmo e ser capaz de se difundir para
o0 seu interior [1], [3].

Foi também ja referido que a dispersdo dos tecidos e dos seus componentes
bioldgicos é decrescente com o aumento do comprimento de onda entre 0 UV e o
infravermelho. Os potenciais OCAs devem apresentar também uma dispersédo deste tipo,
com valores superiores aos da dispersdo da agua ha mesma zona do espectro, para que
ocorra uma adaptacdo eficiente de IRs entre o liquido intersticial e os restantes
componentes do tecido durante o tratamento [48], [56]. Os OCAs podem ser liquidos, ou
se forem produtos s6lidos devem ser diluidos em agua para preparar solugdes aquosas, de
forma a que fluam facilmente para os espacos intersticiais e se misturem com os fluidos
do tecido. Tais liquidos ou solu¢BGes aquosas devem ser transparentes numa banda
espectral o mais larga possivel, sem apresentarem bandas de absor¢do na zona onde se
pretende criar transparéncia no tecido. Caso tais bandas de absorcao existam, devem ser
de baixa magnitude e estar preferencialmente localizadas nas zonas onde a sua dispersédo
é significativamente crescente, ou seja, no UV, para que a forma do espectro do tecido

ndo se altere durante o tratamento [56], [57].
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Exemplos de agentes que apresentam estas caracteristicas e que ja foram usados
como OCAs, tendo apresentado bons resultados, sdo a glicerina e o dimetilsulfoxido
(DMSO) [1]. Estes agentes sdo habitualmente usados em outras aplicacGes, pelo que a
sua dispersdo foi ja avaliada e encontra-se disponivel numa base de dados online [58].
Esta base de dados contém também os espectros de transmitancia destes e de outros
OCAs, como o etilenoglicol ou o propilenoglicol, mostrando que as bandas de absorcao
que apresentam tém baixa magnitude e encontram-se localizadas no UV profundo, onde
a disperséo é fortemente crescente.

Existem ja varios OCAs, sendo em alguns casos preferivel dilui-los em agua ou
criar misturas de dois ou mais OCAs, para obter diferentes efeitos de transparéncia em
tecidos biolégicos daqueles que seriam obtidos ao aplicar estes OCAs individualmente
[4]. Para além das misturas de diferentes agentes de transparéncia, foi feita uma
classificacdo dos diferentes agentes, que esta relacionada com a natureza ou com a
utilizacdo desses agentes ou produtos. Assim, dentro dos OCAs elementares, existem 0s
acucares, os alcoois e as solugdes eletroliticas de contraste [1], [3], [59-61]. Exemplos de
acucares sao a glucose, a frutose, a sacarose e a maltose, enquanto que no grupo dos
alcoois podemos encontrar OCAs como a glicerina, o etilenoglicol ou o propilenoglicol
[1]. No grupo das solucdes eletroliticas de contraste, que sdo produtos comerciais usados
em diversos tipos de exames de imagem médica, encontramos por exemplo o Gadovist™,
o Trazograph™, ou o Verographin™ [62], [63]. Todos estes produtos ja foram testados
em diversos estudos de transparéncia, tendo produzido resultados bastante bons. Outros
que ndo sdo aqui mencionamos tém sido também testados e utilizados, assim como
misturas ou solugdes aquosas dos OCAs mais comuns. Alguns resultados obtidos nesses
estudos podem ser encontrados na Ref. [4].

Para a realizacdo do presente trabalho escolheu-se a sacarose, visto ser um agucar
com boas caracteristicas e que ndo foi ainda muito utilizado para criar transparéncia em
tecidos biolégicos. Este aglcar é um dissacarideo com a formula molecular C12H22014,
que apresenta uma massa molar de 342,30 g/mol [64] e uma viscosidade para uma solugéo
aquosa na concentragdo de 60 % de 0,057 Pa.s a 20 °C [65], que é um valor baixo quando
comparado por exemplo com a viscosidade da glicerina pura, que vale 1,412 Pa.s a mesma
temperatura [66]. Este aglcar é abundantemente usado na industria alimentar, sendo o
adocante mais consumido pela sociedade [67]. Como j& foi mostrado anteriormente,
solucBes aquosas de sacarose podem também servir para criar transparéncia [1], [4], uma

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

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

Dispersiio da sacarose a 20 °C 140 Dispersédo da agua a 20 °C
1,392 4 n ‘
1,300 B Experimental 1,39
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Figura 2.1 - Dispersdes de uma solucdo aquosa que contém uma concentragao de 30 % de
sacarose (A) [68] e da agua (B) [69], ambas a 20 °C.

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

seguinte equacédo de Cauchy [68]:

16,11x1073 = 5,16x1073
A2 T 14 !

Neqe(A) = 1,3839 — (Eq. 2.4)

enquanto que a dispersdo da agua (ny, ) representada na Figura 2.1(B) € descrita pela

equacao de Cornu seguinte [69]:

4,206

nHzo(A) = 1,323 + —(1_142,3).

(Eq. 2.5)

Comparando entre os dois graficos da Figura 2.1, ou por célculos com as equacdes
2.4 e 2.5, verifica-se que a sacarose apresenta uma dispersdo superior a da dgua, podendo
assim realizar a adaptagdo de IRs nos tecidos bioldgicos. De forma a consolidar a
viabilidade da sacarose enquanto OCA, descrevemos agora alguns estudos em que a
sacarose foi usada para criar transparéncia em tecidos bioldgicos.

Num ensaio realizado por Berezin et al., no qual se estudou a interacéo entre uma
série de dissacarideos (sacarose, maltose, lactose, entre outros) e fibras de colagénio com
0 objetivo de estimar a OCett desses agUcares na pele humana, chegou-se a conclusao que

a sacarose apenas era superada em termos de eficiéncia pela celobiose [70]. Ainda
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relativamente a pele, um estudo realizado por Feng et al., onde se compararam 0s
potenciais de criacdo de transparéncia da sacarose, da maltose e da frutose enquanto
OCA:s, atraves da sua aplicagdo em tecidos ex vivo e in vivo, verificou-se que a OCes de
todos eles aumenta linearmente com o aumento da concentracao dos agucares na solucéo
de tratamento, para além de que é a sacarose que permite obter imagens a maior
profundidade quando se utiliza a técnica de tomografia Gtica coerente [71].

Por sua vez, Zaytsev et al. usaram um modelo de tecido hibrido 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 transparéncia oOtica 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 concentracdo volumica de 50%). Observou-se neste estudo
que a segunda mistura produziu os melhores resultados de transparéncia otica,
principalmente devido a presenca de DMSO, que é um composto comummente usado
para aumentar a permeabilidade da pele a alguns medicamentos, através da dissolucéo de
camadas de lipidos presentes na pele [72].

Considerando o que foi referido até agora, diversos aglcares demonstram ter
potencial para serem aplicados como OCA, sendo que a sacarose se destaca pela positiva,
dando uma importancia maior ao seu estudo. Para além da sua eficiéncia, a utilizacéo
deste acUcar em estudos de investigacdo € também facilitada devido ao facto de a sacarose
ser de féacil aquisicdo, podendo ser comprada em qualquer supermercado.

Para terminarmos a descri¢do do estado da arte, ira agora ser feita uma breve
descricdo da fisiologia do tecido escolhido para realizarmos o presente estudo, 0 musculo-

esquelético.

2.5.0 musculo esquelético

O mausculo esquelético representa aproximadamente 40% da massa corporal de
uma pessoa, e consome cerca de 25% do débito cardiaco [73], permitindo a locomocao,
suporte da postura, respiracdo [74], controlo da temperatura corporal, nivelagao dos niveis
de glucose e suporte para o desenvolvimento do esqueleto [75]. A formagcio do tecido
muscular da-se 0 nome de miogénese, sendo este um processo que se inicia ainda na fase

embrionaria da gestacdo, com a formacdao das fibras musculares priméarias, mantendo-se
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durante a idade adulta, atraves da regeneracdo e substituicdo de fibras musculares
danificadas [76].

Em termos anatdmicos, a composi¢do do masculo esquelético pode ser analisada
em trés escalas distintas, designadas por escalas macroscépica, mesoscopica e
microscopica [77]:

1. Na escala macroscopica é possivel observar que o musculo é envolvido pelo
epimisio, que é composto por tecido nervoso e vasos sanguineos, que ao envolver
porcdes mais pequenas do musculo se passa a designar de perimisio, formando os
fasciculos musculares, constituidos por fibras musculares paralelas entre si,
rodeadas por endomisio [77], [78].

2. A escala mesoscopica divide estas fibras musculares em miofibrilas, cada uma
envolvida por reticulo sarcoplasmatico e composta por sequéncias de sarcomeros,
rodeados individualmente por dois tubulos-T [77], [78].

3. A escala microscopica analisa a estrutura do sarcémero, 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 0s
extremos do sarcomero, enquanto os filamentos finos, também designados de
filamentos de actina, iniciam-se na linha-Z e estendem-se até a linha-M, fazendo
com que estes filamentos se sobreponham. Os filamentos finos sdo formados
principalmente por actinas em forma de dupla hélice-a, onde se entrelagam
troponina e tropomiosina de forma periddica. Através do consumo de adenosina
trifosfato (ATP), as cabecas da miosina ligam-se a locais especificos da cadeia de
actina, o que faz a aproximacao da linha-Z com a linha-M, contraindo o sarcomero

e possibilitando o0 movimento [77], [78].

Sendo um tecido vivo, o musculo esquelético ndo se encontra imune ao
aparecimento de doencas associadas ao mesmo, designadas de miopatias, cujos sintomas
podem variar desde o enfragquecimento muscular, devido a disfungdes nas fibras
musculares, até a ocorréncia de céibras, rigidez e espasmos [75]. As miopatias podem ser
amplamente categorizadas como hereditarias ou adquiras, estando as primeiras associadas
a mutacdes genéticas hereditarias e as segundas a inflamagdes, problemas endocrinos e
exposicdo a agentes toxicos [79]. Ambas as categorias podem levar a alteracdes na
composi¢do do musculo esquelético, nomeadamente reduzindo o nimero de proteinas

presentes e aumentando o stress oxidativo [80]. Porém, os métodos comummente
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utilizados para analisar tecidos musculares patoldgicos sao dispendiosos [81], demorados
e envolvem abordagens invasivas, como bidpsias [82].

Para tornar os diagndsticos de patologias musculares mais rapidos e menos
invasivos, surgiram nas Ultimas duas décadas algumas técnicas de imagem Gtica, como a
imagem de fluorescéncia e a microscopia de espalhamento Raman que podem ser
aplicadas no caso especifico do tecido muscular [83], [84]. Tal como descrito
anteriormente, a aplicacdo de luz para produzir diagndstico através destas técnicas
encontra-se limitada a profundidades de penetracao reduzidas, o que no caso do musculo,
que é um tecido espesso, se torna um forte inconveniente. No sentido de aumentar a
profundidade de penetracdo da luz e de captacdo de imagem em tecidos biol6gicos, com
especial enfase no tecido muscular, através da reducdo do espalhamento, podem aplicar-
se tratamentos temporarios e reversiveis de transparéncia [6], [85-87]. Tal criacdo de
efeitos de transparéncia temporarios para aumentar a profundidade de penetracédo da luz
é de vital importancia no caso do tecido muscular. Uma vantagem direta para este tipo de
tecido consiste na criacdo de janelas de transparéncia ética que foram descobertas na zona
do UV [9], [13], que podem ser usadas para permitir diagnésticos a profundidades
significativas. E sabido que a luz UV é citotoxica, mas poderéo desenvolver-se protocolos
em que se utilizem pequenas doses num curto intervalo de tempo apds a criagdo das
janelas de transparéncia para minimizar o efeito.

No sentido de estudar como a amplitude das janelas de transparéncia varia com a
osmolaridade de sacarose na solucdo usada para criar efeitos de transparéncia, encontram-
se descritos no préximo capitulo os materiais, métodos e célculos utilizados no presente
trabalho.
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3. Materiais e Métodos

O presente trabalho encontra-se estruturado em fases distintas, comecando pela
recolha e preparagdo dos tecidos a usar nos estudos experimentais. Os dados
experimentais foram posteriormente usados em calculos que permitiram caracterizar as
janelas de transparéncia e relacionar a sua magnitude com a osmolaridade da sacarose nas
solugdes usadas para criar transparéncia.

Dada a diversidade de tarefas que levaram a realizacdo deste trabalho, o presente
capitulo encontra-se dividido em 4 sec¢fes. Na primeira serdo descritos os procedimentos
adotados para a recolha e preparacdo das amostras de tecidos a estudar. Na segunda
seccdo serdo descritos os procedimentos adotados para a preparacdo das solucdes
necessarias a criacao de transparéncia nos tecidos, enquanto que a descri¢do dos estudos
experimentais para a recolha de dados é feita na terceira sec¢do. Por fim, na quarta seccéo
descreve-se o procedimento de calculos adotado que permitiu avaliar e caracterizar as
janelas de transparéncia produzidas por cada tratamento, assim como o estabelecimento

da relacéo entre a amplitude dessas janelas e a osmolaridade da sacarose na solucéo.

3.1.Recolha e preparacédo das amostras de musculo esquelético

Foi ja referido no capitulo 2 que o tipo de tecido escolhido para o presente trabalho
de investigacdo foi 0 musculo esquelético. Dado que se pretendia conseguir este tipo de
tecido em quantidades abundantes e com facilidade de aquisicao, escolheu-se estudar o
masculo de coelho.

Um coelho cinzento, em idade adulta de cerca de 36 meses, foi adquirido de um
criador destes animais. O coelho foi fornecido ja 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 °C no laboratério do CIETI. Fragmentos de musculo foram dissecados
da perna de coelho, consoante as necessidades para cada dia em que se realizaram 0s
estudos.

Em cada dia que se realizaram estudos experimentais, o fragmento retirado da
perna com um bisturi tinha dimens@es aproximadamente circulares de 1 cm de didmetro
e espessura consideravel. Tal fragmento foi colocado num criostato (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 preparacdo das amostras é feita dentro do cridstato, a temperaturas
negativas de cerca de -7 °C, para que ao cortar com a lamina, se consiga a espessura
pretendida com precisdo. Na generalidade, comegam por fazer-se uns cortes iniciais de
desbaste na parte superior do fragmento para se obter uma superficie plana, cortando-se
a primeira amostra apenas depois desse desbaste feito. Durante este processo de
preparacdo das amostras, o fragmento de musculo era colocado sobre uma base metalica
dentro do criostato, entre os quais se inseria soro fisioldgico, que ao congelar funciona
como elemento de fixacdo. Apenas depois de verificada a fixacdo forte do fragmento se
procedia aos cortes. O avanco entre cortes sucessivos foi calibrado para que a lamina do
cridstato se deslocasse de 500 um. As amostras ja cortadas eram retiradas da camara do
crioéstato com ajuda de uma pinga cirdrgica e colocadas sobre ldminas de microscépio e
imersas em soro fisioldgico para que durante pelo menos 10 min voltassem a ter a
hidratacdo natural do mausculo. Durante este processo de imersdo, as amostras
descongelavam a temperatura ambiente do laboratorio, que era de 20+1 °C. Foram
preparadas 45 amostras de musculo no total para serem usadas no presente estudo. A
Figura 3.1 mostra um fragmento de muasculo dentro da cdmara do cridstato, pronta para
se proceder com os cortes e uma amostra ja preparada, imersa em soro fisiol6gico, durante

0 processo de descongelamento.

l UM -9
s
(@) (b)

Figura 3.1 - Fragmento de musculo pronto a ser cortado (a) e amostra ja cortada, imersa em
soro fisioldgico (b).

3.2.Preparacéao das solucbes de sacarose

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

tratamento de amostras de musculo com solugdes aquosas que contenham diferentes
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concentracdes de sacarose, foi necessario preparar tais solucdes. Este processo consistiu
em dissolver sacarose em gréo, que se comprou em saquetas num supermercado, em agua
destilada. Como as solucgdes pretendidas para realizar os tratamentos deviam ter
concentracdes de sacarose a cada 5 % entre 20 % e 60 %, procurou-se na literatura os
valores de IR destas solucBes. De acordo com a Ref. [88], o IR de solucdes aquosas de
sacarose a 589,6 nm e a temperatura de 20 °C cresce de forma ndo linear com a
concentracdo deste acucar. Nesta referéncia estdo disponiveis os valores de IR para tais
solugdes, com concentragBes de sacarose crescentes a incrementos de 2 % entre 0s 0 % e
0s 84 %. Assim, recolhendo os valores de IR para as solu¢cdes com concentracdes entre
20 % e 60 %, usou-se a ferramenta Curve Fitting Tool (CFTOOL) do MATLAB™, para
ajustar uma curva a esses pontos. A curva obtida (com R?=1) esta descrita pela seguinte

relacdo, que é a mesma que foi anteriormente apresentada na Ref. [1]:
Nsac—m0 = 7,52 X 1070 x €2 40,1347 x 1072 X C + 1,334,  (Eq. 3.1)

em que ng,._p,o representa o IR da solugéo de sacarose e C a concentragao de sacarose
na respetiva solucdo, em percentagem. A Figura 3.2 apresenta os valores de IR para o
intervalo de concentraces entre 20 % e 60 % que estdo publicados na Ref. [88], e a curva

de ajuste descrita pela equacéo 3.1.
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Figura 3.2 - Valores de IR para solucGes aquosas de sacarose (a 589,6 nm e 20 °C), com
concentragdes entre 20 % e 60 % e a curva de ajuste descrita pela equacéo 3.1.

Depois de feito 0 ajuste da curva aos pontos retirados da Ref. [88], foram retirados
os valores de IR para as solugdes 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 solucGes de sacarose a utilizar (T=20 °C,

A=589,6 nm).
Concentracdo
de sacarose na 20 25 30 35 40 45 50 55 60
solucéo (%)
IR 1,3639 | 1,3724 | 1,3812 | 1,3904 | 1,3999 | 1,4098 | 1,4202 | 1,4308 | 1,4419

Para preparar estas solugdes, a temperatura do laboratério foi mantida a 20 °C.
Fez-se a dissolugdo do agucar em agua destilada até que cada solugdo, depois de
homogeneizada, apresentava no refratdbmetro de Abbe (ORT-1, Kern, Alemanha) o valor
de IR correspondente que aparece na Tabela 3.1. Estas medi¢des de controlo com o
refratdbmetro foram também realizadas a temperatura de 20 °C. Para ajudar a dissolver a
sacarose e a homogeneizar as solugdes, foi utilizado um banho de ultrassons (Sonorex rk
100, Bandelin, Alemanha), onde se colocaram os frascos que continham as solucdes. Caso
o valor medido com o refratdbmetro estivesse abaixo do pretendido, adicionava-se mais

acucar e caso estivesse elevado, adicionava-se mais agua, até obter o IR desejado.

3.3.Estudos experimentais

Ap0s se terem preparado as amostras de musculo e as solugcfes para realizar 0s
tratamentos, p6de dar-se inicio aos estudos experimentais. Tais estudos consistiram em
medir os espectros de T. das amostras em estado natural e durante os varios tratamentos
aplicados, para que depois de processados, fosse possivel estudar e caracterizar as janelas
de transparéncia criadas na zona espectral do UV. Todos estes espectros foram medidos
entre 200 e 1000 nm, com uma resolugdo de 1 nm. Para realizar estas medigdes foi

utilizada uma montagem experimental como a representada na Figura 3.3.
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Figura 3.3 — Montagem experimental para medir os espectros de T, das amostras.
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Conforme mostra a Figura 3.3, a amostra de tecido, representada por um retangulo
laranja, é colocada dentro de uma cuvete, sendo fixa numa posigéo central por um sistema
mecanico (representado na Figura 3.3 por quatro retangulos pretos). A amostra é
iluminada por um feixe proveniente de uma lampada de espectro largo, com emissao entre
175 e 2500 nm (modelo AvaLight-D(H)-S da Avantes™, Holanda). O feixe proveniente
desta ldmpada de deutério-halogénio € inserido para o interior da cuvete por intermédio
de um cabo de fibra 6tica, uma lente colimadora e um pinhole de 1 mm. A cuvete, que é
construida em plastico preto, tem dois vidros com transmitancia de 100 % entre 175 e
2500 nm, para permitir a entrada do feixe colimado e a sua saida apds ser transmitido
através da amostra. Do lado da detecéo, 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 ética, que entrega o feixe transmitido ao espetrofotdmetro
(modelo AVS-USB2000 da Avantes™, Holanda) para registo. O software do
espectrofotdmetro calcula automaticamente o espectro de T. da amostra, de acordo com

a sequinte relagéo:

Sc(D)-Nc(A)

T =15

x 100 %, (Eg. 3.2)

onde Sc(4) representa o espetro do feixe de luz transmitido pela amostra, N¢(4) representa
0 espetro de ruido da montagem experimental que foi medido sem a amostra e com a
lampada desligada e L¢(1) é 0 espectro registado com a montagem e com a lampada ligada,
mas sem a amostra colocada no interior da cuvete.

A descricdo de medicdo feita até aqui foi a adotada para registar os espectros de
Tc das amostras em estado natural. Para realizar as medic¢des durante os tratamentos de
transparéncia por imersdo, a solugdo 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 solucgdo, garante-se a imersdo da amostra, pelo que as medi¢es feitas
serdo sensiveis as alteracdes induzidas no tecido pelo tratamento aplicado. Estas medigdes
realizadas durante os tratamentos foram feitas a cada 5 s num intervalo de tempo de 30
min. Este tipo de medigdes foi feito cinco vezes para cada tratamento estudado,
permitindo assim obter resultados medios para cada solucdo usada para criar
transparéncia nas amostras. Tais resultados médios serdo apresentados no capitulo

seguinte.
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Ap0s recolher todas as medicbes experimentais durante todos os tratamentos a
estudar, foi necessario realizar processamento e calculos para se poder detetar e
caracterizar as janelas de transparéncia criadas. Tal procedimento est4d descrito na

préxima seccao.

3.4.Processamento de dados e calculos

Uma vez que na zona espectral do UV, o tecido muscular apresenta forte absorcéo
para além de um elevado espalhamento [62], os espectros de Tc medidos de uma amostra
ao longo de um tratamento ndo mostram a criagéo de janelas de transparéncia nessa zona
do espectro. Considerando esse aspeto, uma representacdo 3D dos espectros medidos ao
longo do tempo apenas mostrard 0 aumento de transparéncia criado na zona espetral do
visivel até ao infravermelho. Para ser possivel identificar e caracterizar as janelas de
transparéncia na zona do UV, torna-se necessario criar representacdes das variacoes
relativas dos espectros medidos, tal como foi explicado na sec¢éo 2.3.

Assim, com o objetivo de visualizar e estudar as janelas de transparéncia criadas
nas amostras de musculo esquelético quando sujeitas a cada tratamento estudado, foram
calculadas as OCeff(4,t), usando a equacdo 2.3. Este célculo foi feito uma Unica vez para
cada tratamento, usando os espetros médios para cada instante de tempo do tratamento,
que foram obtidos de 5 estudos experimentais realizados. A representacdo da evolucédo de
OCet(4,t) ao longo do tempo para cada tratamento, permite de imediato identificar e
caracterizar as janelas de transparéncia criadas na zona do UV. Estes e outros resultados
obtidos no presente trabalho encontra-se representados no capitulo 4.
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Resultados e Discussao

4. Resultados e Discussao

Dado que o presente trabalho consistiu na realizacdo de diferentes etapas, vamos
comegar por apresentar na secc¢ao 4.1 uma descricdo das propriedades Gticas das solugdes
aquosas de sacarose e do espectro de T caracteristico do musculo esquelético, com o
objetivo de identificar se foi feita uma boa escolha de materiais. Uma vez que foram
realizados 5 estudos com cada solucdo de sacarose, serdo apresentadas na seccao 4.2 as
evolugdes temporais dos espectros médios de T obtidos nos diferentes tratamentos.
Como o objetivo do presente trabalho consiste em caracterizar as janelas de transparéncia
criadas pelos varios tratamentos nas amostras de tecido muscular, a seccao 4.3 sera usada
para apresentar as variagdes temporais da OCest em cada tratamento, tal como calculadas
pela equacdo 2.3. Por fim, na sec¢do 4.4 seré feita uma andlise sobre a dependéncia entre

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

4.1.Caracteristicas oticas das solugdes e do musculo

No sentido de verificar se a sacarose apresenta alguma caracteristica que impeca
a criacdo de transparéncia no tecido muscular entre 200 e 1000 nm, deu-se inicio ao
presente trabalho com a anélise de algumas propriedades deste aclcar. De acordo com a
literatura [1], para que um determinado liquido ou solugéo possa servir como OCA e criar
transparéncia em tecidos bioldgicos, tem de apresentar uma dispersdo fortemente
crescente para comprimentos dentro do UV e, caso apresente bandas de absorcdo, estas
ndo 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 solucdo de sacarose tiver bandas
de absorcdo, é necessario verificar a sua magnitude, a sua largura e em que zona do
espetro ocorrem.

Comecando por analisar a dispersdo da sacarose, e apesar de apenas existirem
dados publicados para a zona do espetro visivel [68], vemos pela Figura 2.1(A) que uma
solucé@o que contém 30 % de sacarose apresenta um IR decrescente com 0 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 solugéo aquosa
de sacarose apresenta uma curva de dispersdo do mesmo tipo e que essa curva se pode
estender para comprimentos de onda maiores ou menores do que 0s representados na

Figura 2.1(A). A semelhanga de outros aglcares e alcoois, para os quais se conhecem as
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curvas de dispersao para zonas espetrais mais alargadas [57], serd de esperar que as curvas
de dispersdo das solugdes de sacarose apresentem uma dependéncia suave no
comprimento de onda entre 0s 200 e os 1000 nm.

Considerando agora o espectro de absorcdo das solucdes de sacarose, torna-se
necessario 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
andlise, utilizou-se a montagem experimental apresentada na Figura 3.3 para se medir o
espetro de T¢ de uma solucdo que continha 60 % de sacarose entre 190 e 1000 nm. Tal

espectro encontra-se representado na Figura 4.1.

100 - ~_

sacarose 60 %
80 -

60 [

T_ (%)

40

201

0 - | | |
200 400 600 800 1000
A (nm)

Figura 4.1 — Espectro de T da solucdo aquosa que contém 60 % de sacarose.

O espectro representado na Figura 4.1 mostra que a solu¢do com 60 % de sacarose
tem uma transmitancia de 100 % entre sensivelmente 350 e 900 nm, apresentando apenas
bandas de absor¢do no UV e no infravermelho. A primeira dessas bandas esta centrada a
195 nm, o que mostra que esta solugdo pode conter algumas proteinas, uma vez que estas
apresentam bandas de absorc¢do entre os 190 e os 230 nm [51], [52]. Tal inclusdo de
proteinas pode ter ocorrido acidentalmente durante a preparacdo da solucdo, uma vez que
é sabido que proteinas e células mortas caem constantemente da camada mais exterior da
pele, das mados por exemplo. No entanto, esta banda é estreita e tem uma amplitude
méaxima na ordem de 50 %, ocorrendo numa zona do espectro onde se estima que o IR da
solugcdo é mais elevado e fortemente crescente. A segunda banda de absorcdo, que
apresenta uma amplitude na ordem de 10 %, esta centrada a sensivelmente aos 275 nm e
por ndo se conhecerem bandas de absorcdo centradas neste comprimento de onda, a ndo

ser a da hemoglobina do sangue a 274 nm [14], estima-se que seja uma banda de absor¢éo
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caracteristica deste acucar. Mais uma vez, considerando a baixa amplitude desta banda, o
facto de ser estreita e o local onde ocorre, ndo sera um obstaculo a criacdo de transparéncia
nesta zona do espetro [4]. Ja na zona do infravermelho, a solugdo apresenta uma terceira
banda de absorcdo, centrada sensivelmente nos 980 nm. Esta banda de absorcdo é
caracteristica da agua [14], e como 40 % do volume da solucéo testada € agua, € de esperar
que esta banda esteja presente no espetro medido.

Apb6s uma analise das caracteristicas Oticas da solu¢do mais concentrada de
sacarose, tanto para a sua dispersdo como para o seu espetro de absorcao, verificamos que
tais solucbes, com diferentes osmolaridades, podem ser usadas para criar efeitos de
transparéncia em tecidos bioldgicos. No ambito da andlise preliminar dos materiais a
estudar, foram também medidos varios espetros de Tc do musculo esquelético de coelho,
com o objetivo de avaliar qual a sua dependéncia no comprimento de onda e localizar as
bandas de absorcdo caracteristicas deste tecido. A Figura 4.2 apresenta o espetro médio

de T¢ do musculo, calculado a partir de 10 medig¢des individuais.

Musculo esquelético de coelho

T (%)

D i I i i I i i
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

Figura 4.2 — Espectro médio de T, do musculo esquelético de coelho.

De forma geral, a Figura 4.2 mostra um espetro que cresce com 0 aumento do
comprimento de onda, como é tipico da maioria dos tecidos bioldgicos [2]. Na zona do
UV, entre 200 e 300 nm, o musculo apresenta valores de T praticamente nulos, como
resultado da combinagéo de forte espalhamento com a sobreposi¢do de vérias bandas de
absorcdo que ocorrem nessa zona [1]. Tal como foi ja referido, as proteinas apresentam
algumas bandas de absorgéo entre 0s 190 e os 230 nm e uma outra a 280 nm [51] , [52].
A 260 nm existe uma banda de absorcéo forte para 0 ADN/ARN [14] e a hemoglobina

apresenta também a sua banda de absorcdo mais forte a 210 nm e uma outra a 274 nm
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[14], [89]. J& na zona espetral do visivel, e devido ao contetido de hemoglobina do sangue
nas micro veias das amostras de musculo estudadas, surge a banda de Soret a 415 nm, e
uma pequena depressao entre os 500 e os 600 nm, que evidéncia a presenca das bandas
Q (a 540 e a 570 nm) da hemoglobina, neste caso muito dissimuladas [14]. No espetro
médio do musculo apresentado na Figura 4.2 ndo se verifica a ocorréncia da banda de
absorcdo da &gua a 980 nm. Isto acontece em alguns tecidos que tenham um espetro
fortemente crescente nesta zona, como € o caso apresentado na Figura 4.2. Em face do
espetro caracteristico de Tc do musculo, verifica-se que este apresenta todas as
caracteristicas para se estudarem os efeitos de transparéncia, nomeadamente a criacdo de
janelas de transparéncia no UV, quando imerso em solucdes aquosas que contenham

diferentes osmolaridades de um determinado OCA.

4.2.Resultados medidos durante os tratamentos de transparéncia

Depois de se ter verificado que as caracteristicas 6ticas das solu¢Bes de sacarose
e do musculo eram de boa qualidade para o estudo a realizar, deu-se inicio aos tratamentos
de transparéncia. Comecaram por preparar-se as varias solucdes de tratamento, conforme
indicado na secgdo 3.2, e deu-se inicio aos tratamentos, tendo-se feito as medigdes
experimentais como indicado na secgéo 3.3. Para cada tratamento realizado, foi calculada
a variacdo temporal do espetro médio de T do musculo a partir dos 5 estudos realizados.
A Figura 4.3 apresenta tais variaces temporais do espetro médio de T. para cada

tratamento, entre 200 e 1000 nm.

Musculo tratado com solugéo de sacarose (20%) Musculo tratado com solugéo de sacarose (25%)
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»

. "0 ag0 1000
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0 500 300 400 500
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Figura 4.3 — VariacGes temporais do espectro médio de T do musculo esquelético durante o0s
tratamentos com solugfes aquosas contendo sacarose nas concentragées de: 20 % (a), 25 % (b),
30 % (c), 35 % (d), 40 % (&), 45 % (), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i).
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Ao analisarmos os varios graficos apresentados na Figura 4.3, verificamos que
com o0 aumento da concentracdo na solucdo usada para fazer o tratamento, o valor de
transparéncia atingido no visivel e no infravermelho ao fim de 30 min, aumenta. Ao
considerarmos a zona espectral entre 0s 415 e 0s 1000 nm, verificamos comportamentos
distintos de T¢ para os varios tratamentos. Em particular para o tratamento com a solugéo
que contém 40 % de glucose, tal comportamento € suave e crescente ao longo de todo o
tratamento. Tal comportamento, para este tratamento em particular, deve-se a difusao
Unica da sacarose para o interior do tecido, uma vez que a agua na solucdo se encontra
em equilibrio com a agua mdvel nos intersticios do tecido [4]. Os comportamentos
distintos observados ao longo do tempo nos varios tratamentos aplicados estdo
relacionados com os fluxos de agua para o exterior e de sacarose para o interior do
musculo, que por sua vez condicionam a ocorréncia dos mecanismos de transparéncia,
nomeadamente 0 mecanismo de desidratacdo do tecido e de adaptacdo de IRs no tecido.
O estudo destes dois mecanismos cai fora do &mbito do presente trabalho, mas encontra-
se amplamente descrito na literatura [4].

O objetivo do presente trabalho consistiu em estudar e caracterizar as janelas de
transparéncia criadas no tecido muscular em funcdo da osmolaridade de sacarose na
solucdo. Sendo esse o0 objetivo e considerando os graficos apresentados na Figura 4.3,
verificamos que todos os tratamentos aplicados criam uma janela de transparéncia para
comprimentos de onda acima de 415 nm e que a amplitude dessa janela aumenta com a
concentracdo de sacarose na solucdo de tratamento. Os graficos da Figura 4.3 mostram a
criagdo de uma outra janela de transparéncia, entre aproximadamente 260 e 415 nm, em
que a amplitude dessa janela também aumenta com a concentracdo de sacarose na
solucéo.

Numa primeira analise aos graficos resultantes das medicdes experimentais
diretas, observamos ja a criagdo de duas janelas de transparéncia que os tratamentos com
solugdes de sacarose induzem no tecido muscular. Por outro lado, considerando a zona
do UV profundo em cada um desses graficos, parece que ocorre também um aumento de
transparéncia, muito modesto, perto dos 200 nm. Para podermos visualizar melhor esse
comportamento e identificar se ha crescimento de transparéncia nessa zona do espectro,

a Figura 4.4 apresenta amplia¢Ges dos graficos da Figura 4.3, entre 200 e 320 nm.
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Tratamento com solugdo de sacarose (60 %)
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Figura 4.4 — Variagdes temporais do espectro médio de T. do musculo esquelético entre 200 e
320 nm durante os tratamentos com solugdes aquosas contendo sacarose nas concentragoes de:
20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d), 40 % (e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i).

Pelos graficos representados na Figura 4.4, observamos que ocorre tambeém
criacdo de transparéncia para comprimentos de onda inferiores a 260 nm. Verifica-se
também que pelo menos uma outra janela de transparéncia, centrada a 200 nm ou a
comprimentos de onda inferiores que ndo podemos ver por limitacdo da instrumentacéo,
é criada. Com o aumento da concentracdo da sacarose na solucdo, esta nova janela de
transparéncia apresenta um aumento da sua amplitude, tal como se verificou para as duas
janelas observadas nos graficos da Figura 4.3.

Dado que, devido a forte atenuacdo da luz que ocorre no UV, ndo se consegue
retirar informacdo mensuravel para caracterizar a terceira janela de transparéncia, torna-
se necessario realizar alguns calculos, para que os resultados desses calculos permitam
fazer tal caracterizacdo. Para tal, sera usado o conceito de eficiéncia de transparéncia, tal
como introduzido pelos autores da Ref. [9]. Este calculo, que é descrito pela equacdo 2.3,
é definido pelas variagdes relativas do espetro de Tc. Os resultados deste célculo para
todos os tratamentos estudados encontram-se na seccdo seguinte, para avaliar e

caracterizar todas as janelas e transparéncia com maior precisao.

4.3.Célculo da eficiéncia de transparéncia para os varios tratamentos
Usando a equacdo 2.3 procedeu-se ao célculo das variagbes temporais da
eficiéncia de transparéncia para cada tratamento. Este calculo 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 calculo para todos os tratamentos.
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Tratamento com solugdo de sacarose (60%)
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Figura 4.5 — VariacGes temporais de OCef(A) durante os tratamentos com solugdes
aquosas contendo sacarose nas concentragdes de: 20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 % (d), 40 %
(e), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i).

Uma primeira informacdo que todos os graficos representados na Figura 4.5
mostram é que existem efetivamente trés janelas de transparéncia que sdo criadas pelos
tratamentos. Estas janelas estdo separadas na escala de comprimentos de onda pelas
bandas de absor¢do do ADN/ARN (a 260 nm) e da hemoglobina no sangue — a banda de
Soret (a 415 nm) [14], e que na auséncia de tais bandas de absorcéo, as trés janelas seriam
uma s0. A informacdo nova que os graficos da Figura 4.5 apresentam é que a janela de
transparéncia que ocorre para comprimentos de onda acima dos 415 nm é de todas a que
na realidade apresenta menor eficiéncia e que apresenta um decréscimo de amplitude com
0 aumento do comprimento de onda. Quanto as outras duas janelas de transparéncia,
localizadas ambas no UV, verifica-se que apresentam uma amplitude significativamente
superior, 0 que mostra que a zona do espetro localizada no UV apresenta maior potencial
de aplicacdo das tecnologias 6ticas para procedimentos de diagndstico e de tratamento,
quando combinados com a criagdo de transparéncia. Esta informacdo foi inicialmente
reportada pelos autores da Ref. [9], apds terem tratado tecidos gengivais e colorretais
humanos com solugdes de glicerina de elevada pureza.

Considerando os varios tratamentos, a que correspondem os graficos apresentados
na Figura 4.5, verifica-se que as duas janelas de transparéncia que ocorrem na zona do
UV estdo sempre centradas a 230 e a 300 nm, informacédo que néo foi possivel identificar
com clareza nos graficos das Figuras anteriores. O comprimento de onda central da
primeira janela de transparéncia, a 230 nm, corresponde a banda de absorgdo mais forte
das ligagOes de aminoacidos aromaticos, a tirosina e o triptofano, nas proteinas [51], [52].
Por outro lado, a fenilalanina apresenta uma banda de absor¢do mais fraca centrada a 215

nm [52]. Ao observarmos um maximo de transparéncia a este comprimento de onda para
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todos os tratamentos estudados, verificamos que a sacarose em baixas concentraces na
solucéo induz a dissociagéo das ligagdes de fenilalanina e com o aumento de concentragéo
da sacarose passa também a ocorrer a dissociacao das ligagGes da tirosina e do triptofano.
Este processo € o mecanismo de transparéncia designado por dissociacdo de proteinas,
que com este estudo se esclarece que ocorre em dois passos com 0 aumento de
concentracédo da sacarose na solugéo de tratamento.

Relativamente a segunda janela, que esta centrada a 300 nm, verificamos que na
realidade ela deveria estar centrada a 280 nm, que corresponde a banda menos intensa das
ligacGes da tirosina e do triptofano [51], [52]. No entanto, dada a proximidade a banda de
absorcdo da hemoglobina a 274 nm e & do ADN/ARN a 260 nm [14], sendo esta ultima
muito forte, 0 méaximo de transparéncia aparece deslocado para os 300 nm, uma vez que
a sacarose nao consegue dissociar estes componentes.

Quanto a avaliacdo das duas janelas que sdo criadas na zona do UV, elas
apresentam magnitudes crescentes com o aumento da concentragdo da sacarose na
solugéo usada para o tratamento. Para os tratamentos realizados com solucGes de 20 % e
25 % de sacarose, verifica-se em ambas as janelas um crescimento rapido inicial, que
depois passa a um decrescimo linear. Este comportamento ao longo do tempo mostra que
a difusdo de moléculas de sacarose para o interior do tecido estd limitada pelo baixo
contetdo deste agucar na solucdo de tratamento. Assim, como apenas poucas moléculas
de sacarose se difundem para o interior do tecido, a dissociacéo de ligagdes de fenilalanina
é feita em numero 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 liga¢Bes de
proteinas que foram quebradas, come¢cam a voltar a formar-se. Uma forma de acelerar
esse processo de reversdo da dissociacdo das proteinas seria mergulhar os tecidos tratados
em soro fisioldgico, como demonstrado no artigo da Ref. [41]. Para os tratamentos com
solucBes mais concentradas de sacarose, 0 decréscimo de OCesf ja ndo se verifica numa
fase tardia dos tratamentos. Isto acontece porque ocorreu uma difuséo de um elevado
namero de moléculas de sacarose para o interior, que se agregam junto das proteinas
impedindo que estas voltem a formar as ligagGes de tirosina e triptofano apos a sua
dissociacdo inicial.

Deve notar-se que o crescimento elevado da OCes na zona do UV que leva a
criacdo destas duas janelas de transparéncia tem também origem no mecanismo de

adaptacéo de IRs, conforme descrito na literatura [1], [4]. Isto acontece devido ao facto
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de que nesta zona do espetro, ndo so existe um conjunto significativo de fortes bandas de
absorcdo, como também ocorre um elevado espalhamento da luz, que decresce
exponencialmente com o aumento do comprimento de onda, conforme foi j& referido.
Com a introducéo de um elevado nimero de moléculas de sacarose no espaco intersticial
do tecido, o IR do liquido intersticial aumenta, aproximando-se dos valores de IR dos
restantes componentes. Esta adaptacdo dos IRs dentro do tecido, combinada com a
dissociacéo de proteinas leva a ocorréncia de um efeito de transparéncia que na zona do
UV é mais eficiente do que na zona do visivel e do infravermelho.

Apds a observacdo da criacdo de duas janelas de elevada eficiéncia na zona do
UV, vamos terminar o presente estudo fazendo uma analise sobre a dependéncia entre a

amplitude dessas janelas com a osmolaridade da sacarose nas solucfes de tratamento.

4.4.Dependéncia entre a amplitude das janelas e a osmolaridade da

sacarose em solucao

De forma a podermos estudar a relacdo entre a osmolaridade da sacarose na
solugdo de tratamento e a amplitude das janelas criadas na zona do UV, torna-se
necessario fazer uma analise mais cuidada dos graficos da OCesr representados na Figura
4.5. Serdo agora considerados os graficos representados na Figura 4.6, que Sa0 05 mesmos
da Figura 4.5, mas em que se considera apenas a zona do espectro entre 200 e 420 nm, 0
intervalo de comprimentos de onda onde estdo contidas as duas janelas de transparéncia

de interesse.
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Figura 4.6 — VariacGes temporais de OCes (200 < A <420 nm) durante os tratamentos com
solugdes aquosas contendo sacarose nas concentragdes de: 20 % (a), 25 % (b), 30 % (c), 35 %
(d), 40 % (&), 45 % (f), 50 % (g), 55 % (h), 60 % (i).

49



Capitulo 4

Dos varios tratamentos representados nos graficos da Figura 4.6, podemos retirar
os valores maximos de OCet que se verificam em cada janela de transparéncia e o instante
de tempo em que ocorrem, para obter informacdo adicional. Em primeiro lugar, tal
recolha de valores da informacéo sobre a magnitude maxima de cada uma das duas janelas
que sdo criadas por cada tratamento e ao fim de quanto tempo esses maximos Sao
atingidos. Por outro lado, fazendo a razéo entre os valores maximos observados para a
OCesr da janela centrada a 300 nm e da janela centrada a 230 nm, podemos recolher
informacao sobre a proporcao da dissociacdo de cada uma das ligagdes proteicas em cada
tratamento. A Tabela 4.1 apresenta para cada tratamento os valores maximos da OCeft
obtidos a 230 e a 300 nm, o instante de tempo do tratamento onde ocorrem e a proporgao

entre esses valores para as duas janelas.

Tabela 4.1 — Magnitudes maximas das janelas de transparéncia, instantes de tempo onde
ocorrem e proporcao das magnitudes entre as duas janelas.

Concentracéo Instante em que . . Proporao
Méaximo de OCett | Maximo de OCeft | OCes(A = 300 nm)
de sacarose na ocorre a OCes
- o _ (A =230 nm) (%) | (A=300 nm) (%) | OCess(A =230 nm)
solucéo (%) maxima (min)
(%)
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 solugdes de sacarose com concentracfes inferiores a 40 %, o tempo
necessario para se atingir o maximo de OCes vai crescendo com a concentracdo. Para
concentracdes superiores, 0 tempo necessario para se atingir 0 maximo mantém-se
constante nos 30 min. Os valores maximos de OCetr Observados em cada uma das janelas
também aumentam com a concentracdo de sacarose em solucdo, sendo que a janela
centrada a 230 nm apresenta os valores mais elevados. Na ultima coluna da Tabela 4.1
verifica-se também que a proporcao entre os valores maximos de OCess obtidos para as
duas janelas tem também um crescimento com a osmolaridade de sacarose em solucao.

No entanto, tais valores sdo sempre inferiores a 100 %, 0 que mostra que, para 0S
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tratamentos estudados, a magnitude da janela de transparéncia centrada a 300 nm nunca
ultrapassa a magnitude obtida para a janela centrada a 230 nm.

Para melhor compreensdo da relacéo entre os valores de OCefr maximos obtidos
para as duas janelas e a concentracdo de sacarose na solucdo de tratamento foi criado o

gréfico apesentado na Figura 4.7.
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Figura 4.7 — Valores de OCess maximos registados para as duas janelas de transparéncia em
fungdo da concentragdo de sacarose em solucao.

Pela representacdo feita na Figura 4.7, observamos que as duas janelas de
transparéncia apresentam valores de OCer maximos proximos entre si para concentracdes
de sacarose baixas e elevadas na solucédo de tratamento. Considerando os dois conjuntos
de dados na Figura 4.7, verificamos que os valores maximos de OCefs obtidos para as duas
janelas se vdo afastando entre si com 0 aumento da concentracédo entre 20 % e 40 %. Em
oposicdo, para concentracdes superiores, tais valores vao-se aproximando entre si até a
concentracdo maxima de 60 %. Verificando que a maior diferenca entre os valores
méaximos de OCes ocorre para a concentracdo de 40 %, podemos dizer que tal solucéo,
que tem 0 mesmo conteldo de agua que a &gua maével no tecido [90], [91], representa um
ponto de transi¢do entre o tipo de ligagdes nas proteinas que sdo quebradas pelas
moléculas de sacarose. De acordo com o0s espectros de absorcdo da fenilalanina, da
tirosina e do triptofano apresentados na literatura [51] , [52], nas proximidades dos 230
nm, a fenilalanina tem uma banda de absor¢do com uma magnitude algo inferior as 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 aminoacidos. Considerando estas

o1



Capitulo 4

relacBes entre as bandas de absorcdo destes aminoacidos aromaticos e 0s resultados
apresentados na Figura 4.7, podemos dizer que para concentracfes de sacarose até 40 %
a ligacdo que a sacarose dissocia nas proteinas de forma dominante é a da fenilalanina.
Para concentracdes superiores, em que mais moléculas de sacarose se concentram nas
proximidades das proteinas, as quebras de ligacGes que passam a dominar sdo as da
tirosina e do triptofano. Para essas concentragdes de sacarose superiores a 40 %, embora
a ligacdo da fenilalanina continue a ser dissociada, a dissociagao das ligagcOes de tirosina
e de triptofano passa a ser dominante devido ao suprimento de um maior nimero de
moléculas de sacarose que € necessario para quebrar tais ligacdes mais fortes.

Para descrever as dependéncias entre os valores maximos de OCerr € a
concentracédo da sacarose na solucdo, que estdo representadas pelas curvas a tracejado na
Figura 4.7, recorreu-se a ferramenta CFTOOL do MATLAB™. Para cada conjunto de
dados, referente a cada janela de transparéncia, foi conseguido um ajuste com um
polinémio de terceiro grau, com valores de R? de 0,9998 nos dois casos. Para o0 conjunto
de dados referentes a janela centrada nos 230 nm, o ajuste foi conseguido com a curva

descrita pela relacao seguinte:

y, = 0,01204x C3 — 1,241 x C2 + 57,73xC — 6532, (Eq. 4.1)

enguanto gue para os dados referentes a janela centrada a 300 nm, o ajuste foi obtido com

a curva descrita por:

y, =0,01130x C3 — 1,016 x C2 + 43,94xC —495,4.  (Eq.4.2)

Um altimo resultado que se pode retirar da Figura 4.7 é que para o tratamento com
a solucdo que contém 60 % de sacarose, se verifica que os valores méaximos de OCes Sa0
quase iguais. Isto significa que devido a elevada concentracdo de moléculas que se
difundiu para o interior dos tecidos musculares, a dissociagéo dos dois tipos de ligacdes
passa a ocorrer quase na mesma proporcao. A quase igualdade dos valores de OCefs para
as duas janelas leva-nos a concluir que caso ndo existissem as bandas de absorcdo do
ADN/ARN a 260 nm e da hemoglobina do sangue a 274 nm, as duas janelas que séo
criadas no UV seriam uma s6, com 0 seu maximo de eficiéncia a ocorrer proximo dos
270 nm.
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Representando agora na Figura 4.8 a dependéncia da propor¢édo entre valores
maximos de OCesr € a concentracdo de sacarose na solugdo, como representado na Ultima
coluna da Tabela 4.1, verificamos que estes parametros apresentam uma dependéncia

linear.
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Figura 4.8 — Proporcéo entre os maximos de OCe.s em fungdo da concentracéo de sacarose em

solucéo.

Para as concentracdes de sacarose usadas em solucdo verifica-se uma proporcao
minima de 67,5 % entre os valores maximos de OCetr Observados a 300 e a 230 nm para
o tratamento com 20 % de sacarose. O valor maximo de 97,7 % obtido para a
concentracdo de 60 % de sacarose mostra que 0s maximos de OCes obtidos nas duas
janelas tem quase a mesma magnitude para este tratamento. A curva apresentada na

Figura 4.8 é descrita pela seguinte relacéo,

y3 = 0,7573x C + 51,94 (Eq. 4.3)

que mais uma vez foi obtida usando o CFTOOL do MATLAB™. O valor de R? obtido
neste ajuste foi de 0,9949. Fazendo um pequeno célculo com a equagdo 4.3 podemos
verificar que a magnitude da janela de transparéncia centrada a 300 nm podera assumir
valores iguais ou mais elevados aos obtidos para a janela centrada a 230 nm, quando a
concentracéo de sacarose na solugéo for igual ou superior a 63,5 %.

Tendo terminado o presente trabalho, vamos agora apresentar as conclusdes que
sdo consequéncia dos resultados obtidos e apresentar algumas perspetivas para futuros

trabalhos de investigagéo.
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Conclusdo

5. Conclusao

O presente trabalho consistiu em realizar medicdes de espectros de tecidos
musculares durante a sua imersdo em solugdes aquosas que continham diferentes
osmolaridades de sacarose, no sentido de identificar e caracterizar as janelas de
transparéncia que ocorrem nos tecidos na zona do UV em resultado dos tratamentos
aplicados. Pretendia-se também estabelecer uma relacdo entre a magnitude das janelas de
transparéncias criadas e a concentracdo de sacarose usada nas solucgdes de tratamento.

Dado que os tratamentos de transparéncia que s&o aplicados a tecidos bioldgicos
sdo processos dinamicos, a representacdo da evolugdo temporal do espectro de T¢ do
tecido durante o tratamento permitiu de imediato identificar que é criada uma janela de
transparéncia na zona do espectro correspondente ao visivel e ao infravermelho, para
comprimentos de onda acima de 415 nm. Tais representacdes permitiram também
identificar uma outra janela de transparéncia localizada entre sensivelmente 280 e 415
nm, uma zona do espectro onde se desconhecem bandas de absor¢éo significativas para
os tecidos biolégicos. Dado que a comprimentos de onda abaixo dos 280 nm os tecidos
apresentam forte espalhamento da luz que é combinado com um conjunto consideravel
de bandas de absorcdo, tal zona do espectro ndo apresentou variacdes significativas
durante os tratamentos estudados. No entanto, para comprimentos de onda entre 0s 200 e
0s 230 nm, tal representacdo dinamica dos espectros medidos durante os tratamentos
aparentava mostrar um pequeno crescimento.

Para melhor perceber se ocorre realmente um crescimento da transparéncia do
tecido nessa zona de baixos comprimentos de onda, os espectros médios dos varios
tratamentos foram processados de forma a obter as suas variagdes relativas, tendo por
referéncia o espectro de T¢ do tecido no seu estado natural. Com o célculo da chamada
eficiéncia de tratamento, foi possivel verificar que na realidade ocorrem trés janelas de
transparéncia entre 200 e 1000 nm. Tais janelas estdo limitadas entre si pelas bandas de
absorcdo 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
transparéncia observada nesta nova representacdo encontra-se centrada a 230 nm e a
segunda encontra-se centrada a 300 nm. A terceira janela de transparéncia, que apresenta
magnitude decrescente com o crescimento do comprimento de onda, apresenta 0 seu

maximo nas proximidades de 420 nm.
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Foi feita uma andlise da magnitude das duas janelas localizadas no UV,
verificando-se que a sua dependéncia na concentracdo de sacarose na solugdo de
tratamento ndo é linear. Observou-se que para concentragdes de sacarose inferiores a 40
%, tal magnitude maxima ocorria a instantes de tempo intermédios do tratamento,
enguanto que para concentracdes acima de 40 % tal maximo de magnitude apenas ocorria
no final do tratamento. Um outro resultado obtido desta anélise foi que a janela centrada
a 230 nm apresentava sempre magnitudes superiores a da janela centrada a 300 nm,
embora para concentracdes mais elevadas, esta ultima janela apresentasse magnitudes
muito proximas das observadas para a janela centrada a 230 nm. Foi estabelecida uma
relacdo de proporcao entre as magnitudes das duas janelas, que permitiu concluir que para
uma concentragéo de sacarose igual a 63,5 %, as duas janelas teriam a mesma magnitude.
Da relacdo estimada, conclui-se que para concentracdes superiores, a magnitude da janela
centrada a 300 nm superard a magnitude da janela centrada a 230 nm, o que foi
interpretado como resultado de uma dissociacao de proteinas pela ligacéo da tirosina e do
triptofano mais acentuada do que a dissociacdo da fenilalanina. Retirou-se também da
analise feita que, para concentracdes inferiores a 40 %, a ligacdo da fenilalanina nas
proteinas é que sofre uma dissocia¢do mais intensa por parte das moléculas de sacarose.
Para solucdes com concentracdes de sacarose superiores a 40 %, como ocorre uma
difusdo de moléculas deste agticar em maior nimero para o interior do tecido, tal conjunto
de moléculas consegue dissociar as ligacdes da tirosina e do triptofano, que apresentam
bandas de absorcdo mais fortes a 280 nm.

Os resultados que foram obtidos no presente trabalho permitem compreender
melhor o mecanismo de transparéncia designado por dissociacdo de proteinas, uma vez
que foi possivel identificar que ligacBes dos diferentes aminoacidos sdo dissociadas em
funcdo da concentracdo da sacarose na solucdo. Por outro lado, com a dissociacdo das
proteinas 0 mecanismo de adaptacdo de IRs sai também beneficiado, permitindo obter
magnitudes mais elevadas para 0s picos centrais das janelas criadas.

Em consequéncia dos resultados obtidos no presente trabalho, serd de interesse
realizar 0 mesmo tipo de estudo com outros tecidos e com outros OCAs, no sentido de
caracterizar as magnitudes das janelas de transparéncia criadas no UV em funcdo da
osmolaridade do OCA em solucao e identificar as solugdes 6timas para se poder combinar
os efeitos de transparéncia no UV com procedimentos clinicos de diagnostico ou de
tratamento. Um exemplo de particular interesse consiste em repetir este estudo com

versdes saudaveis e com cancro do mesmo tipo de tecido. Isto porque se sabe que 0s
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tecidos com cancro apresentam maior contedo de proteinas e os resultados de tal estudo
poderéo ser diferenciados entre as duas versdes dos tecidos. Por outro lado, sabe-se que
as células cancerigenas consomem acUcar para se multiplicarem e os resultados a obter
em tal estudo poderdo permitir avaliar a taxa de consumo de sacarose em tecidos com
cancro. A realizacdo de estudos deste tipo com outros tipos de tecido permitira, por
exemplo, identificar a ocorréncia de maximos das janelas de transparéncia para outros
comprimentos de onda distintos. Adicionalmente, com a utilizagdo 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 transparéncia.
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