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RESUMO

A analise da morfologia celular ¢ um aspecto crucial da neurobiologia, pois a
relacdo entre forma e fun¢do pode definir os processos fisioldogicos na saude e na
doenca. Um dos principais métodos para avaliar a morfologia celular é por meio da
fotooxida¢do de marcadores fluorescentes intracelulares, dentre os quais se tem o
percloreto de 1,1’-dioctadecil-3,3,3°,3’-tetrametil-indocarbocianina (Dil), uma
carbocianina lipofilica que pode marcar células vivas ou fixadas. O Dil foi escolhido
para este trabalho devido, dentre outros fatores, a sua importante utilizagdo para
estudos de morfologia celular. Como modelo para avaliar a qualidade da fotooxidacao
do aparelho construido para essa finalidade, elegeu-se as células horizontais da retina
humana com o intuito de prosseguir com estudo morfométrico posterior dessas
células, tendo em vista a escassez de trabalhos com essa abordagem em retina
humana. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade do método de
fotooxidagao do Dil através de LED e utilizando como modelo células horizontais da
retina humana. O material foi obtido do Banco de Olhos do Hospital Ophir Loyola e,
em sequéncia dissecado, marcado com cristais de Dil e fotooxidado com o aparelho
de LED. As imagens que resultaram do novo método de iluminacao para fotooxidacao
de tracador fluorescente apresentou elevada qualidade de detalhes da morfologia
neuronal, similares aos resultados obtidos em reagdes de fotoconversdao convencional
com microscopio, o que permite concluir que o aparelho mantém a eficiéncia da
fotooxidag¢do por revelar detalhes finos da morfologia celular, inclusive com as
vantagens de processar areas maiores de tecido e consideravel reducdo de custo por
dispensar o emprego de microscOpio para o0 processo.

Palavras chave: fotooxidagao, corantes fluorescentes, células horizontais da retina.



ABSTRACT

The analysis of cell morphology is a crucial aspect of neurobiology, since the
relationship between form and function can define the physiological processes in
health and disease. One of the main methods to evaluate cell morphology is through
photooxidation of intracellular fluorescent markers, among which is the perchlorate of
1,1 '-dioctadecyl-3, 3,3', 3'-tetramethyl-indocarbocianina (Dil) a lipophilic
carbocyanine that can make living or fixed cells. The Dil was chosen for this work
because, among other factors, it is used for important studies of cell morphology. As a
model for evaluating the quality of photooxidation of the apparatus constructed for
this purpose, horizontal cells of human retina were elected in order to proceed with
morphometric study these cells further, in view of the lack of studies with this
approach in human retina. This study evaluated the quality of the Dil method
photooxidation via LED and used the horizontal cells of the human retina as a model.
The material was obtained from the Eye Bank of Ophir Loyola Hospital and sequence
dissected, labeled with Dil crystals and photooxided with the LED device. The
images resulting from the new method of lighting fluorescent tracer showed
photooxidation of high-quality detailed neuronal morphology, similar to the results
obtained in reactions of convencional photoconversion with a microscope, which
indicates that the device maintains the efficiency of the photooxidation for revealing
fine details of cellular morphology, including the advantages of larger areas of tissue
processing and a considerable cost reduction for the use of microscopy dispensed into

the process.

Keywords: photooxidation, fluorescent dyes, retinal horizontal cells.
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1 INTRODUCAO

1.1  FOTOOXIDACAO

A analise da morfologia celular ¢ um aspecto crucial da neurobiologia, pois a relagdo
entre forma e funcdo pode definir os processos fisioldgicos na satide e na doenga. Nesse
sentido, um dos principais métodos para avaliar a morfologia celular ¢ através da utilizagdo de
marcadores fluorescentes intracelulares, tais como os corantes, os fluorocromos marcadores
de anticorpos e as proteinas fluorescentes geneticamente modificadas, como por exemplo, a
proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein - GFP). Esses fluor6foros podem ser
observados diretamente sob microscopia com fluorescéncia, confocal ou multifoton,
permitindo ao investigador observar diretamente a célula alvo e estruturas celulares.

Os marcadores fluorescentes também podem ser usados na microscopia Optica de luz
convencional e microscopia eletronica de transmissdo através de um processo chamado de
fotooxidagdo. Essa técnica, inicialmente proposta por Maranto (1982), baseia-se na
fotoconversdao de marcadores intracelulares para promover a oxidagdo do 3,3 9
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) com elevada acuidade e precisdo espacial
devido ao fato de que a maioria dos fluoréforos organicos libera radicais livres de oxigénio
quando irradiados em comprimento de onda apropriados, pois na presenca da solu¢do de DAB
os radicais livres reativos oxidam esse composto organico formando um polimero marrom,
osmiofilico, opaco e elétron-denso (MARANTO, 1982; MEISSLITZER-RUPPITSCH et al.,
2009).

Devido os radicais livres serem liberados somente onde ha marcadores fluorescentes e,
exclusivamente sob ilumina¢do com um comprimento de luz adequado, o investigador ¢
capaz de controlar os parametros temporais e espaciais da reagdo de fotooxidagdo e,

consequentemente regular a especificidade estrutural e a intensidade da marcagdo. Além



disso, o resultado da marcagdo ndo sofre fotodegradacdo e pode ser aplicada ao microscopio
de luz e eletronico de transmissdao (MARANTO, 1982; MEISSLITZER-RUPPITSCH et al.,
2009).

A fotooxidagdo foi usada inicialmente com o marcador lucifer yellow e tem sido
demonstrada em diversos tipos celulares com outros corantes fluorescentes que podem ser
aplicados para o0 mesmo propoésito, pois sdo expostos a luz com um espectro que corresponde
ao comprimento de onda de excitacdo deles (MEISSLITZER-RUPPITSCH et al., 2009).
Exemplos de fluor6foros que tém sido utilizados para fotooxidagdo fluorescente sao:
percloreto de 1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametil-indocarbocianina (Dil), DiO, Fast Blue e
Fluorogold (BARTHELD, CUNNINGHAM, RUBEL, 1990; SANDELL, MASLAND, 1988;
BENTIVOGLIO, SU, 1990; LUBKE, 1993; PAPADOULOS, DORI, 1993; PRUSKY,
ARJANNNIKOVA, 1999).

Esses corantes tém a vantagem de marcar com boa qualidade os processos neuronais, €
tém sido extensivamente utilizados para estudos de mapeamento dos neuritos (MARANTO,
1982; BARTHELD, CUNNINGHAM, RUBEL, 1990; PAPADOULOS, DORI, 1993;
GHOSH, GRUNERT, 1999; MEZEY, CSILLAG, 2003).

Anticorpos fluorescentes secundérios para imunoistoquimica e marcagdo histoquimica
especifica, como a diamidina fenil indol (DAPI) e o Eosin, também podem ser utilizados para
fotooxidagdo alvo de proteinas especificas e estruturas celulares (SANDELL, MASLAND,
1988; CAPANI et al., 2001; DEERINCK et al., 1994).

A fotooxidacdo também foi aplicada por Grabenbauer et al. (2005) para realcar a GFP,
que pode ser utilizada para observar proteinas e organelas especificas com uma elevada
relagdo sinal-ruido. Recentemente, Shu et al. (2011) desenvolveram um marcador

denominado “MiniSOG”, que ¢ modificado geneticamente e especifico para fotooxidacao,



sendo desenvolvido para uma 6tima fotooxidagdo de um alvo compativel com microscopia de
luz e eletronica.

No entanto, todas as técnicas de fotooxidagdo desenvolvidas até o momento sdo
dependentes do microscopio confocal ou com fluorescéncia para a fotoconversdo de alvos
fluor6foros, no qual o protocolo de fotooxidagdo requer que o investigador irradie uma regido
especifica da amostra conforme definido pela lente objetiva do microscopio, e o tempo
necessario de iluminacdo varia de poucos minutos a varias horas dependendo do fluoréforo
utilizado, do substrato celular a ser analisado e do objetivo do estudo (MEISSLITZER-
RUPPITSCH et al., 2009; BARTHELD, CUNNINGHAM, RUBEL, 1990; SINGLETON,
CASAGRANDE, 1996).

Esse processo desperdica consideravelmente a vida util da lampada de mercurio e
ocupa tempo considerdvel no microscopio. Sendo assim, esta dissertacdo de mestrado
descreve o processo e a qualidade da fotooxidacdo realizada com um aparelho desenvolvido
pelo Laboratorio de Biofisica Celular (LBC) da Universidade Federal do Para. Trata-se de um
aparelho de baixo custo que utiliza um diodo emissor de luz (LED) de alta poténcia para

produzir fotooxidacdo controlada do DAB em marcadores fluorescentes.

1.2 MARCADOR FLUORESCENTE Dil

O Dil ¢ uma carbocianina lipofilica que pode marcar células vivas, pelo transporte
axonal, e células fixadas, por meio da difusdo lateral através das membranas fosfolipidicas.
Ele produz uma fluorescéncia de cor laranja e se difunde cerca de seis milimetros por dia in-
vivo, e de forma mais lenta no tecido fixado quando armazenado em temperatura ambiente,
atingindo cerca de dois milimetros de migragdo por més (HOLMQVIST, OSTHOLM,

EKSTROM, 1992) (Figura 1).



Figura 1 - Exemplos de células marcadas com Dil em tecido fixado. A) Neurdnio piramidal
da camada  2/3 do cortex visual de rato em corte tangencial (20x). B) Células horizontais de
retina humana (10x). Fonte: acervo do LBC.

Na busca pela introdu¢do de métodos que permitissem a marcagdo de processos
neuronais em tecido previamente fixado, as carbocianinas foram caracterizadas como
tracadores promissores, especialmente durante a fase de desenvolvimento do sistema nervoso
e na neuroanatomia (FRIEDMAN et al., 1991). E dentre as carbocianinas, o Dil, introduzido
por Godement et al. (1987) como marcador neuronal em tecido fixado, tornou-se bastante
utilizado como tragador na neurobiologia.

Além de nao ser téxico, o Dil apresenta algumas vantagens para os estudos de
caracterizagdo morfoldgica como: ser utilizado para marcagdo neuronal no tecido vivo ou
fixado; marcar os corpos e os processos de diversos tipos celulares; permitir a investigacao da
ultraestrutura das células marcadas; ser compativel com técnicas imunocitoquimicas e
persistir por varios meses apds a marcagdo celular (GODEMENT, 1987; HONIG, HUME,
1989; PRUSKY, ARJANNIKOVA, 1999).

Quanto as formas de aplicag@o, esse marcador pode ser aplicado no material a ser
estudado: na forma de suspensdo em solucdo aquosa; na forma cristalina; dissolvido em

etanol, dimetil sulféxido ou dimetil formamida; ou em preparagdes com outros corantes



aplicados no tecido por meio do dispositivo gene gun, que consiste em uma arma com sistema
biobalistico de inser¢do de particulas (HONIG, HUME, 1989; GAN et al., 2000).

Em um estudo que comparou a eficicia entre varios marcadores neuronais
fluorescentes, foi observado que o Dil era um dos que produzia marcagdo de melhor
qualidade em termo de nimero de células e de intensidade quando comparado com os demais
tracadores apos o tempo de quatro semanas em temperatura ambiente a partir do momento da
aplicagdo (CHOI, RAISMAN, 2002). Além disso, a fluorescéncia do Dil ¢ capaz de persistir
por até nove meses ap0s ser aplicado no tecido (VIDAL-SANZ et al., 1988).

No entanto, assim como outros marcadores fluorescentes, o Dil apresenta uma
tendéncia a perder a fluorescéncia quando exposto a iluminagdo, e possui limitagdes quanto a
microscopia eletronica devido a auséncia de densidade eletronica (VON BARTHELD,
CUNNINGHAM, RUBEL, 1990), que se torna apropriada para microscopia eletronica apos o
processo de fotooxidacdo. Assim, esse marcador foi escolhido para este trabalho devido as

vantagens supracitadas e importante utilizagdo para estudos de detalhes da morfologia celular.

1.3 CELULAS HORIZONTAIS DA RETINA HUMANA

As células horizontais sdo interneuronios inibitorios GABAérgicos localizados na
camada nuclear interna da retina (Figura 2), que recebem essa denominagao pelo fato dos seus
contatos serem predominantemente em extensdo horizontal. Quanto a fungdo, elas sdo
responsaveis pelo antagonismo em volta do campo receptivo da célula bipolar, pois modulam
a sinalizacdo entre os fotorreceptores e as células bipolares dentro da camada plexiforme

externa (SQUIRE et al., 2008).
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Figura 2 — Desenho esquematico da organiza¢ao laminar dos neurdnios da retina.

A seta amarela indica a trajetdria dos raios luminosos.

Essas células foram inicialmente caracterizadas por Ramén y Cajal (1893) e,
recentemente, t€ém mostrado propriedades biologicas singulares quando comparadas com
outras células nervosas como, por exemplo, o comportamento migratdrio incomum, a
plasticidade morfoldgica e uma propensao para se dividir em um estagio relativamente tardio
do desenvolvimento, o que desafia suposi¢des de longa data nos campos do desenvolvimento
neural e da biologia do cancer (POCHE, REESE, 2009).

Nesse aspecto, estudos demonstraram que o padrdo dendritico da célula horizontal ¢é
imensamente plastico e se orienta conforme a inervagao aferente (RAVEN et al., 2007) e, que
elas tém propensdo para reiniciar o ciclo celular, o que pode originar um retinoblastoma
(AJIOKA et al., 2007).

A maioria dos vertebrados possui dois ou trés tipos de células horizontais, sendo que
camundongos contém apenas um (PEICHL, GONZALES-SORIANO, 1994). Em relagdo a

classificacdo de subtipos, foram necessarias algumas décadas até que fossem descritos trés



tipos morfologicamente distintos de células horizontais. A principio, para Ramon y Cajal
(1909) existiam pelo menos duas classes dessas células na retina de mamiferos, mas Polyak
(1941) contradisse esse ponto de vista sendo o primeiro a argumentar a favor da existéncia de
apenas uma classe, e ainda estendeu para todos os mamiferos essa afirmagdo que foi
concluida baseada apenas na retina de antropoides (DOS REIS et al., 2002).

Posteriormente, Boycott e Dowling (1969) descreveram duas classes de horizontais na
retina de macacos e acrescentaram que uma delas era especifica para cones e a outra para
bastonetes (DOS REIS et al., 2002). Contudo, somente com a invencdo da microscopia
eletronica foi possivel revelar que os dendritos de todas as células horizontais de primatas
fazem sinapses com cones, o que favoreceu novamente a proposta da existéncia de apenas
uma classe de horizontais (BOYCOTT, KOLB, 1973).

Todas essas divergéncias estavam centradas nas células horizontais que,
posteriormente, foram distinguidas e classificadas como H1 e H3 (KOLB et al., 1994).
Entretanto, mais uma vez essa distin¢do entre elas foi rejeitada por meio de um estudo de
registro e injecdo intracelular que revelou que esses dois tipos formavam um tinico mosaico
acoplado por jungdes gap, o que as tornaria uma Unica classe de células (DACEY et al.,
1996).

Além do conflito entre esses dois tipos celulares, foi demonstrado ainda outro tipo de
horizontal, que hoje corresponde a que ¢ descrita por alguns estudos como H2. Este tipo esta
presente na retina de primatas e faz sinapses com pediculos de cones sensiveis a ondas de
curto comprimento (cone azul) (KOLB et al., 1980), achado que foi respaldado
posteriormente por Goodchild et al. (1996).

Tendo em vista que a maioria desses estudos morfologicos de células horizontais
demonstram existir diferencas quanto ao nimero de subtipos morfoldgicos de células

horizontais presentes na retina de primatas conforme a presenga ou nao dos trés tipos de cones



de acordo com os hébitos do animal (diurno ou noturno), e que sdo escassos os trabalhos com
essa abordagem em material humano, este trabalho elegeu a populagao de células horizontais
da retina humana como modelo para avaliar a qualidade da fotooxidacdo do aparelho
construido visando prosseguir posteriormente com estudos destinados a analise morfométrica
dessas células com finalidade de comparar os dados com os da literatura sobre essa

abordagem e fornecer informagdes mais abrangentes acerca dessas células em humanos.



2 OBJETIVOS

2.1  GERAL
Avaliar a qualidade do método de fotooxidagdo do marcador fluorescente Dil através

do aparelho desenvolvido, utilizando como modelo as células horizontais da retina humana.

2.2 ESPECIFICOS

- Comparar a qualidade da marcagdo das células reveladas pelo método de fotooxidacdo com
o novo aparelho com as células reveladas pela técnica convencional de fotoconversdo ao
microscopio de fluorescéncia;

- Descrever as vantagens e/ou desvantagens da técnica realizada com o fotooxidador em
relagdo a técnica convencional;

- Descrever o grau de detalhamento morfolégico das células horizontais reveladas pelo

método de fotooxidacao do Dil.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 DECLARACAO DE ETICA

Globos oculares humanos foram obtidos a partir do Banco de Olhos do Hospital Ophir
Loyola (HOL), subsequente a declaragdes escritas de familiares dos individuos falecidos que
¢ um pré-requisito para o armazenamento de tecido neste banco. Os procedimentos com o
tecido humano post-mortem foram aprovados pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal do Para (protocolo n° 2012/20468) e autorizados pela Dire¢do do HOL

(ANEXO).

3.2 DISSECCAO DA RETINA E INSERCAO DO Dil

Durante o periodo da coleta de material, foram utilizados 30 globos oculares que, apds
um periodo maximo de 48 horas depois da enucleagdo, foram imersos em paraformaldeido a
4% em tampao fosfato a 0,1 M e pH 7,4. Em seguida a captacdo de cada globo, retirava-se a
iris e a lente para auxiliar na remocdo do excesso de humor vitreo, e a retina era retirada com
auxilio de microtesoura, pinga e pincel.

Os fragmentos da camada pigmentar, que por ventura continuassem agregados a
retina, foram removidos com auxilio de um pincel. Uma vez limpa, a retina era aplanada
inteira através de quatro cortes radiais a partir das bordas em direcdo a parte central,
inicialmente sobre uma placa de Petri, formando quadrantes definidos pelos planos
anatomicos — regides superior, inferior, nasal e temporal.

Ap0s a retina ser aplanada, o restante de humor vitreo era delicadamente retirado com
uma microtesoura e pingas, sob um estereomicroscopio (BX41, Olympus, Japao) se procedeu
a introducdo de pequenos cristais de Dil, os quais foram inseridos no tecido por meio de uma

agulha hipodérmica (Figura 3). A colocagdo dos cristais seguiu uma ordem centro-periferia

N



para cobrir os padrdes de excentricidade da retina. Depois a retina era mantida em
paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato a 0,1 M e pH 7,4 em 37°C, na auséncia de luz por

duas a trés semanas, para acelerar a migra¢do do Dil.

-
i

¥

Figura 3 — Desenho ilustrativo do implante do cristal de Dil e sua difusdo no plano

hidrofébico da membrana celular.

A maioria dos globos eram fixados cerca de 48 horas apés a enucleagdo, que por
conseguinte ocorria aproximadamente 10 horas ap6s o 6bito. Devido a esse longo periodo
entre enucleacdo e fixacdo,, grande parte das retinas usadas (n=22) ndo apresentaram
marcagdo satisfatoria por contarem com poucas células marcadas, ou mesmo sem marcagao
de células integras. Portanto, apenas em oito delas foi possivel marcar células em grande parte

da area circunjacente ao implante do cristal.
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3.3  FOTOOXIDACAO DO Dil

Ap6s o periodo de uma semana a dez dias de migracdo, o tecido era observado sob
microscopia com fluorescéncia (801, Nikon, Japao) para confirmar a difusdo apropriada do
Dil. Isso foi necessario, pois em alguns casos o corante se difundia de maneira inespecifica,
possivelmente pela baixa qualidade de preservagdo do tecido, em funcdo do tempo entre 6bito
e enucleagdo e/ou fixacao.

Antes de iniciar a fotooxida¢do, a retina que se encontrava aplanada era
completamente cortada em quadrantes pré-determinados (Figura 4) devido o tamanho da area
capaz de ser fotooxidada pelo aparelho. Cada corte do tecido era lavado trés vezes, por 10
minutos cada, em solucdo de Tris/HCI 0,1 M, pH 8,2 que era substituida a cada lavagem. Em
seguida, o tecido era posicionado em uma cuba de acrilico, que recebeu uma laminula
redonda de vidro como fundo. E para evitar o deslocamento do tecido, um anel de ago
inoxidavel foi construido e nele foi fixado uma tela de Nylon® para equalizar a pressdo sobre

o tecido.

Figura 4. Vista anterior de uma retina humana esquerda aplanada. N: nasal; S:
superior; T: temporal e I: inferior.

Para o processo de fotooxidagdo em si, a retina era posicionada na cuba de acrilico

com a face do vitreo voltada para baixo, a fim de receber o feixe de luz diretamente, e ao
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conjunto era adicionada uma solucdo DAB a 0,15% em Tris/HCI1 0,1 M, pH 8,2. A reagdo de
fotooxidag¢do ocorreu submetendo-se o Dil ao seu comprimento de onda de excitagdo (549
nm) na presenca da solu¢do de DAB, que ao longo do processo era trocada a cada 30 minutos.

O progresso da fotooxidacdo era observado sob microscépio Optico (Labophot 2,
Nikon, Japao) apos 90 a 120 minutos de inicio da reag@o para estimar o tempo necessario para
o término do processo que, em geral, durava aproximadamente trés horas para cada area
irradiada e cerca seis a sete horas para um dos quatro cortes de uma retina.

Apods a fotooxidacdo, o tecido era lavado seguindo os critérios anteriores, € as
impurezas presentes no tecido decorrentes da rea¢do eram removidas com auxilio de um
pincel e sob estereomicroscopia, para posterior montagem em ldmina-laminula com
Mowiol®.

As retinas montadas foram observadas sob microscopia Optica de campo claro para
selecionar e fotografar as células horizontais com melhor qualidade de marcagao, assim como
registrar a posi¢do XY de cada célula para posterior relagdo entre morfologia e
excentricidade. As células foram fotomicrografadas em passos de 10 wm no eixo Z para
realizar, em seguida, a sobreposi¢do de imagens com o programa Helicon Focus. Para a
captura das imagens foi usado um programa especifico para esse fim que permitiu a corre¢ao
automatica de cor com melhora substancial da qualidade das imagens (NIF Elements F3.2,

Nikon, Japao).

34  APARELHO PARA FOTOOXIDACAO

O aparelho foi desenhado para substituir a microscopia COM fluorescéncia para esse
processo. Nele, a lampada de merctrio usada para irradiar luz no tecido, empregada na
microscopia com fluorescéncia convencional, foi substituida por um LED de alta poténcia

(XR7090GRN, Cree) alimentado por um microchip regulador de tensdo (LM 317, Texas
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Instruments) configurado para trabalhar como fonte de corrente constante. A corrente nominal
para esse LED ¢ de 350 mA em 3,6 V, mas se optou por uma corrente de 320 mA, ajustada
pela fonte de corrente do regulador. Essa diferenga aumentou substancialmente a vida ttil do
LED e ndo comprometeu o processo de fotooxidacao.

O circuito completo foi montado em uma placa de circuito impresso circular (Figura
5). O espectro de emissdo do LED foi medido com um spectroradidometro (SpectraScan 705,
PhotoResearch, EUA). O LED de alta poténcia foi fixado dentro de uma camara cilindrica de
aluminio e isolado eletricamente da cAmara por um anel de Teflon®. Um dissipador de calor
foi aparafusado a parte inferior da cdmara do LED e uma pasta térmica foi adicionada para

aumentar a eficiéncia na transferéncia de calor.

Circuito regulador de
corrente

Chave
liga/desliga

Conector de entrada
de alimentag@o

N

LED indicador de estado
em repouso

Figura 5 — Desenho da disposicdo dos componentes eletronicos que compdem o
circuito da fonte de corrente constante. Notar que o regulador de tensdo foi
posicionado ao centro do circuito para aproveitar a maior area possivel do dissipador
de calor.

O conjunto, LED mais placa de circuito impresso (PCI), foi fixado dentro de um

cilindro de acrilico transparente, desenhada e construida no LBC. Esse cilindro foi equipada

com um conector de alimentacdo externa (NIM-CAMAC 00,250 séries, Lemo, Suica) e uma
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chave liga/desliga (Spst micromini interruptor, RadioShack, EUA), que controla o estado do
LED de alta poténcia. Na parte inferior do cilindro foi adicionado um dissipador de calor de
aluminio necessario para a dissipagdo de 1,8 W de poténcia gerado pelo circuito regulador

(Figura 6).

Figura 6 - Aparelho Fotooxidador. A) Em repouso, indicado pelo LED vermelho.
B) Em estado ativo, LED verde ligado.

A fim de assegurar que o calor gerado pelo LED ndo sobreaquecesse o tecido,
adicionou-se um dissipador de calor ao LED. Para confirmar a eficacia do desenho, a cuba
onde a fotooxidacdo ¢ processada foi preenchida com agua deionizada (resisténcia de 18,6
MQ) e se mediu a variacdo da temperatura na cuba durante quatro episodios de 30 minutos de
iluminacdo continua, ou seja, a duragdo similar a dos episddios de ilumina¢do utilizada para
reacdes de fotooxidagdo controladas. As medi¢des de temperatura foram realizadas com um
termOometro digital (Fluke 51 K/J, Fluke Corporation, EUA).

Percebeu-se que a partir de uma temperatura média de 25,55+0,24 °C, sob iluminagao
continua o LED causou apenas um aumento de 3,52+0,17 °C no interior da cuba, com a
temperatura maxima ndo superior a 29,3 °C. Esse nivel de aumento da temperatura nio afetou
claramente a integridade do tecido, assim como, a qualidade da fotooxida¢do nos
experimentos, confirmando que o sistema de dissipagdo de calor ¢ funcional e adequado para
os fins desejados. O desenho completo do dispositivo para fotooxidagdo a LED pode ser

encontrado em Da Silva Filho, Santos e Costa (2013).
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4 RESULTADOS

As imagens usando o novo método de iluminagdo para fotooxidagdo do tragador
fluorescente apresentou elevada qualidade de detalhes da morfologia neuronal nos tecidos
processados, pois o Dil marcou corpos celulares, arvores dendriticas e projecdes axonais,

além de tufos (clusters) dendriticos, uma caracteristica tipica de células horizontais (Figura 7).

Figura 7 — Exemplo dos detalhes da morfologia de células horizontais de tecido que

foi fotooxidado com o novo aparelho. A) Célula observada em objetiva com aumento

de 20x, seta branca identificando o axd6nio. B) Célula fotografada em objetiva de 100x,
seta amarela identifica o corpo celular, setas azuis apontam dendritos e as vermelhas
os tufos (clusters) dendriticos.

Assim, foi possivel observar inclusive diferencas qualitativas na disposicdo dos
neuritos e no tamanho das células de acordo com a excentricidade da retina (Figura 8), o que ¢
importante para estudos quantitativos e mais detalhados acerca da classificacdo dos subtipos
morfoldgicos e do mosaico das células horizontais na retina humana.

Resultados similares foram obtidos em reacdes de fotoconversdo realizadas com
microscopio Eclipse 80i, confirmando a qualidade da fotooxidag¢do do novo aparelho (Figuras
9 e 10), e permitindo identificar, apenas pela observacao, algumas caracteristicas descritas por
Kolb (1973) para células horizontais de retina humana (Figura 11). Do mesmo modo, o tempo
total de iluminagdo necessario para obter fotooxidagdes de boa qualidade foi proximo para
ambos os métodos, 2 a 3 horas, e foi possivel notar que as células pré e pos-fotooxidacdo ndo
apresentaram perda evidente da qualidade da marcagao.
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Figura 8§ — Exemplos de células horizontais conforme a excentricidade linear na retina a partir

da fovea como referéncia.
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Figura 9 — Comparagdo entre os tecidos fotooxidados por meio das duas técnicas. A) Células
horizontais fotooxidadas no microscopio, objetiva de 20x. B) Células horizontais
fotooxidadas no aparelho de LED, objetiva de 20x.

Figura 10 — Comparacao da qualidade da fotooxidagcdo por meio das duas técnicas. A)
Célula horizontal fotooxidada no microscopio, objetiva de 100x. B) Célula horizontal
fotooxidada no aparelho, objetiva de 100x.
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Figura 11 — Exemplos de células horizontais com caracteristicas descritas por Kolb ef
al. (1994) para a classificagdo em H1, H2 e H3, objetiva de 100x. A) HI: tamanho
inferior ao de H3, area da arvore dendritica menor e disposta em forma radial. B) H2:
processos celulares mais finos em comparagdo com H1 e H3, arvore dendritica mais
difusa e axdnio com conformacdo menos linear que o dos outros tipos. C) H3: maior
que H1, arvore dendritica assimétrica e com dois ou trés dendritos principais
semelhantes ao ax6nio em espessura.
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Figura 12 — Exemplos de células horizontais similares as H1 descritas por Kolb et al. (1994).
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Figura 13 — Exemplos de células horizontais similares as H2 descritas por Kolb ef al. (1994).
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Figura 14 — Exemplos de células horizontais similares as H3 descritas por Kolb et al. (1994).
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5 DISCUSSAO

Além das vantagens conhecidas da fotooxidacdo, como o realce do contraste e
auséncia de fotodegradacdo, o método empregado neste estudo tornou desnecessario o uso de
microscopio com fluorescéncia e permitiu a fotooxidagcdo simultanea de diversas regides
marcadas com Dil em amostras grandes de tecidos, diferentemente do que ocorre quando a
fotooxidagdo ¢ feita no microscopio, em que a area submetida a fotooxidagcdo depende do
foco da area da lente objetiva.

Essas vantagens tornam esse método mais eficiente com relagdo ao custo e ao tempo
quando comparado com protocolos convencionais de fotooxidacdo, especialmente para
amostras grandes de tecido como a retina humana. Tem-se ainda a auséncia de necessidade da
microscopia com fluorescéncia e, consequentemente de lampadas de merctrio para essa
reacdo, o que torna o aparelho deste estudo uma eficiente ferramenta alternativa para os atuais
protocolos.

Portanto, a area de campo iluminada no microscopio de fluorescéncia convencional
(= 5,5 mm?) e no fotooxidador (= 42 mm?), a vida 1til da lampada de arco em vapor de
mercurio (2.500 horas) e do LED (100.000 horas), e o fato de que o sucesso da reacdo de
fotooxidagdo dura cerca de trés horas, permitem estimar que a area maxima possivel de ser
fotooxidada com uma ldmpada de merctrio durante o tempo de vida 1util dela ¢ de
aproximadamente 4.583 mm®, enquanto a area maxima de tecido possivel de ser fotooxidada
no aparelho utilizado neste estudo durante o tempo de vida do LED ¢é de 1.400.000 mm®.

Desse modo, combinando os beneficios do LED com o da area do campo de
iluminacdo, acredita-se que a expressiva diminuicdo de custo sem perda da qualidade do
material representa uma importante vantagem para a pesquisa voltada para estudos detalhados

da morfologia celular, bem como o mapeamento de estruturas cerebrais.
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O método de fotooxidagao realizado neste estudo utilizou o Dil, no entanto, a estrutura
do aparelho fotooxidador permite um amplo grau de customizag¢do pois o LED pode ser
trocado por outro com espectro de emissdo diferente para realizar a reacdo de fotooxidagao
com qualquer outro marcador fluorescente, como corantes e proteinas fluorescentes
modificadas geneticamente, uma vez que os LEDs tém um espectro de emissao relativamente
amplo.

A técnica de fotooxidacdo tem sido amplamente empregada em trabalhos com
tracadores neuronais para estudo da morfologia de neuritos (MARANTO, 1982;
BARTHELD, CUNNINGHAM, RUBEL, 1990; PRUSKY, ARJANNIKOVA, 1999;
MEZEY, CSILLAG, 2003, DOS SANTOS et al., 2005). E a utilizagdo de fluorocromos
retrogrados e anterogrados para marcar neuritos ¢ uma abordagem classica para estudo da
morfologia celular em tecido nervoso. Assim, a fotooxidacao fluorescente com DAB melhora
esse método por eliminar o risco de perda do material marcado por fotodegradacao e por
fornecer imagens com melhor contraste visual para reconstru¢do manual ou em computador
(MARANTO, 1982; BARTHELD, CUNNINGHAM, RUBEL, 1990; MEZEY, CSILLAG,
2003, DOS SANTOS et al., 2005).

Outra importante vantagem dos produtos gerados pela fotooxidagdo fluorescente com
DAB ¢ que eles sao eletron-densos e osmiofilicos, o que permite a visualizagdo sob
microscopia eletronica (MEISSLITZER-RUPPITSCH et al., 2009; BARTHELD,
CUNNINGHAM, RUBEL, 1990; PAPADOPOULOS, DORI, 1993; GRABENBAUER et al.,
2005; SHU et al., 2011; DANTUMA et al., 1998). Nesse contexto, a abordagem utilizada
neste estudo tem um amplo alcance de aplicagdes, desde o estudo de reconstrucdo de
processos neuronais € mapeamento de projegdes de longo alcance até a analise da

ultraestrutura celular e molecular sob microscopia eletronica.
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Desse modo, os resultados produzidos estdo dentro da qualidade necessaria para a
reconstru¢do morfoldgica para estudo de neuritos (BARTHELD, CUNNINGHAM, RUBEL,
1990; SINGLETON, CASAGRANDE, 1996; SANTOS et al., 2012). Além disso, a qualidade
das imagens obtidas com o método de iluminacdo empregado neste estudo apresentou o
mesmo nivel das imagens obtidas no microscopio com lampada de mercurio. Logo, ambos os
métodos exibiram marcagdes altamente detalhadas das células e dos processos celulares.

Quanto a técnica de inser¢do do Dil no tecido, pode ocorrer vazamento do cristal para
fora das células, o que geralmente se deve a um dano causado pelo proprio material utilizado
para colocar o corante, ponta da pipeta ou agulha por exemplo, ou devido a inadequada
fixagdo do tecido, sendo que quando ocorre em virtude deste Gltimo fator o vazamento ¢ mais
difuso (PRUSKY, ARJANNIKOVA, 1999). Essa marcagao difusa foi encontrada em
consideravel quantidade de material, provavelmente devido ao longo intervalo de tempo que
ocorreu entre o Obito e a preservagdo do globo ocular em solucdo fixadora para a maior parte
do material obtido, o qual era dificil de controlar diretamente por interferir em procedimentos
internos do hospital.

Apesar desse viés, foi satisfatoria a quantidade de material aproveitada, pois foi
possivel preservar e dissecar algumas retinas em periodo inferior a 24 horas apo6s o dbito, as
quais apresentaram a melhor qualidade e quantidade de células marcadas. Nessa situacdo, o
mais indicado, portanto, ¢ controlar com cuidado o preparo das solugdes e dissecar o mais
breve possivel a retina para garantir melhores condi¢des do tecido para as marcagdes.

O marcador fluorescente Dil pode ser usado para converter DAB em uma marcagao
opaca e eletron densa (MARANTO, 1982; REAVES et al., 1982; SANDELL, MASLAND,
1988; BUHL, LUBKE, 1989). E, esta bem estabelecido que o DAB oxida na presencga de
oxigénio reativo produzido por iluminacdo (KACZA,1997). Devido a fotooxida¢cdo necessitar

de iluminagdo intensa de uma regido pequena do tecido, as células situadas na periferia ou na
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area fora da iluminagdo sdo convertidas de forma incompleta, limitando o ntimero de células
que podem ser recuperadas (PACE, TIEMAN, TIEMAN, 2002).

Essa foi uma dificuldade também encontrada neste estudo que, no entanto foi revertida
pelo deslocamento da area irradiada ao longo da reagdo. Além desse fator, era comum marcar
células muito proximas, o que pode dificultar uma anélise posterior individual dos neurdnios,
mas como o Dil marca uma quantidade consideravel de células, foi possivel compensar essa
dificuldade pelo aumento do nimero de neurdnios isolados que foram marcados.

E importante destacar, inclusive, que algumas das medidas seguidas como protocolo
foram importantes para a obtengdo da qualidade obtida na marcacdo celular, como: a
filtragem da solucdo de DAB antes de ser utilizada, feito preferencialmente com filtros com
porosidade de 40 micrometros de didmetro ou menos; a troca periddica da solu¢do de DAB
durante o processo de fotooxidagdo, sendo que neste trabalho foi obtido melhor resultado
quando essa troca ocorria a cada 30 minutos; a lavagem regular dos materiais usados nos
experimentos, mantendo-os livres de contaminantes quimicos ou biologicos; e o
posicionamento da area principal de interesse no centro do feixe de luz do LED durante a
reacao.

Além dessas medidas, foram realizadas adapta¢des do protocolo para fotooxidagdo de
marcadores fluorescentes descrito por Masland (1988) como: manutencdo do tecido em
temperatura de 37° C para acelerar a difusdo do Dil, e ajuste do tempo de troca do DAB
conforme a necessidade do processo para o tecido em estudo.

Tais modificagdes associadas ao emprego do novo aparelho melhoraram
substancialmente o procedimento de fotooxidagdo, pois reduziram o tempo entre inser¢ao do
Dil e a fotooxidagdo, dispensaram o uso de microscopia para fotooxidar, aumentaram a area
e, consequentemente o numero de células, apresentando boa qualidade dos detalhes das

células marcadas.
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O principal beneficio de utilizar corantes fluorescentes para injecdo intracelular ¢ a
capacidade de monitorar visualmente o procedimento (PACE, TIEMAN, TIEMAN, 2002).
Dessa forma, ¢ possivel prosseguir com a reagdo até obter a qualidade desejada, e neste
estudo a qualidade obtida permite realizar estudos morfolégicos detalhados de andlise do
tamanho do corpo celular e do campo dendritco, disposi¢do da arvore dendritica, dos tufos
(clusters) dendriticos e axonios, bem como permitir andlise quantitativa das alteragdes que
ocorrem conforme a excentricidade e as regides da retina.

Assim, o fluorescente Dil pode ser usado para marcac¢do anterograda e retrogada de
vias neuronais como uma ferramenta util no campo da neurobiologia por permitir o estudo de
redes neurais (HONIG, HUME, 1989; MURAOKA et al., 2007) e, quando seguido do
processo de fotooxidagdo com o aparelho descrito neste estudo, além de prevenir a perda de
material por fotodegradagdo, torna o processo mais rapido, menos oneroso e sem perda
evidente de qualidade.

Além de permitir a identificagdo de circuitos neurais devido a boa marcacdo de
axonios ¢ possivel classificar tipos celulares e, mais especificamente, quanto as células
horizontais nota-se a necessidade de desenvolver mais estudos morfologicos, pois ndo se
encontram dados morfométricos muito bem estabelecidos para essa populacdo de células na
espécie humana da mesma forma que se encontra descrito para outros primatas.

Além disso, os poucos trabalhos com esse propdsito em material humano ndo sdo
recentes e utilizam outras técnicas de marcagdo, principalmente a de impregnacdo pela prata
(técnica de Golgi). Pode-se, inclusive, tentar classifica-las com base na morfologia axonal
tendo em vista a diversidade encontrada durante a observagdo das células para avaliar a

qualidade do aparelho deste estudo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos pelo processo de fotooxidagdo empregando a luz produzida em
dispositivo de estado solido, o LED, foram promissores. O processo foi capaz de revelar
detalhes finos da morfologia celular, um indicativo a mais da eficiéncia da técnica utilizada,
que demostrou ser capaz de induzir reagdes de fotooxidacdo com seguranga por resultar em
marcagdo de alta qualidade das células no tecido nervoso com eficiéncia superior & dos
métodos disponiveis anteriormente.

Além disso, o dispositivo permitiu a reducdo consideravel do custo dessa técnica, que
originalmente acontece em microscopio com fluorescéncia, convencional ou confocal. Um
outro ponto a ser considerado ¢ que o novo método permitiu ao investigador processar areas
maiores de tecido, reduzindo substancialmente o tempo de fotooxidagdo e sem perda de

qualidade.
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Apreseniamos  os  pesquisadores  Alexandre  Marques Rosa  {pesquisador
responsdvel), os professores Doutores{as): Carolina Beltrame Del Debbio, Cristiano Neiva
Pesszia, Diania Emi Hamassaki, Dora Selma Fix Ventura, Manoel da Silva Filho, Silene
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Augnsto Rabelo Paixfio e Priscila Sayami Akamine, os mesmos cstiio autorizados a realizar
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