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INTRODUCAO

RESUMO

O objectivo da fluorometria ocular é medir os fluoréforos exégenos e endégenos nos tecidos ocula-
res, quer no individuo normal quer em situagdes de doenga oftdlmica ou sistémica, utilizando as carac-
teristicas Gpticas tinicas do olho. A incidéncia de cegueira estd a aumentar rapidamente devido ao maior
nimero de casos de diabetes, glaucoma, catarata e degenerescéncia macular senil devido a uma maior
longevidade da populagdo. A medi¢io das alteragdes de fluoréforos especificos no olho pode ajudar a
identificagdo dos grupos de alto risco nestas doengas. Novos avangos na instrumentagdo necessaria
incluem a fluorometria diferencial e a introdugdo da 6ptica confocal. A fluorometria diferencial registou
ja progresso significativo no estudo da autofluorescéncia do cristalino e da coérnea e nas medi¢Ges no
humor aquoso. O aumento da resolugio espacial conseguida com Opticas mais desenvolvidas abre pos-
sibilidades interessantes por exemplo na medigdo da permeabilidade do endotélio corneano ¢ da per-
meabilidade vascular das barreiras oculares, nomeadamente hemato-retiniana ¢ hemato-aquosa. Sio
referidos os resultados com particular incidéncia para as medigSes da autofluorescéncia do cristalino.

SUMMARY
Futures of Instrumentation Developments in Ocular Fluorophotometry

The scope of ocular fluorometry is to monitor exogenous and endogenous fluorophores in ocular
tissues, in relation with ophthalmic and systemic diseases using the unique optical prospectives of the
eye. The elderly population and the incidence of blindness are increasing rapidly due to more cases of
diabetes, glaucoma, cataract and age-related macular degeneration. Monitoring changes in specific fluo-
rophores in the eye may help identify the high risk groups in these diseases. New developments in
instrumentation include differencial fluorometry and introduction of confocal optics. Differencial fluo-
rometry has already achieved significant progress for the study of the autofluorescence of the lens and
cornea and measurements in the aqueous. Improved spatial resolution obtained with improved optics
opens interesting possibilities like measurement of corneal endothelial permeability and retinal vascular
permeability. The results already obtained will be presented with particular incidence on measurements
of lens fluorescence (normals — 336.2+ 56.3; diabetes — 659.91 123.9; age group — 40-50 y) and
corneal endothelial permeability (normals — 3.14%60.10~' cm ).

Fluorometria Ocular

O olho humano apresenta uma configuragdo esférica,
ligeiramente achatado no sentido anteroposterior € a manu-
teng¢do desta forma deve-se entre outros factores ao seu pre-
enchimento por fluidos, humor aquoso e vitreo, a uma
pressdo constante. Os fluidos intraoculares encontram-se
separados do sangue por barreiras hemato-oculares, nomea-
damente, a barreira hemato-aquosa e a hemato-retiniana. A
primeira, barreira hemato-aquosa (BHA) controla as trocas
entre 0 plasma ¢ o humor aquoso, através de processos de
ultrafiltragdo ¢ secre¢do. A segunda, barreira hemato-
-retiniana (BHR) é responsavel pela manutengdo das trocas
entre o plasma e o vitreo através de mecanismos de difusdo e
transporte activo'.

Devido a este complexo sistema de trocas continuas entre
o plasma e os fluidos intraoculares, qualquer patologia que
afecte as estruturas oculares, fluxo ou composicio sanguinea
provocara altera¢Ses nas barreiras hemato-oculares e conse-
quentemente na composicdo dos fluidos intraoculares.

* Comunicagiio apresentada no Il Encontro Nacional de Investigagiio em
Saide, Faculdade de Medicina de Lisboa, 8 a 11 de Maio de 1991,
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A fluorometria ocular permite quantificar a fluorescéncia
das estruturas e fluidos oculares.

Em espectroscopia, a medigdo de fluorescéncia é efectuada
na maioria aos casos em solu¢es contidas em cuveltes.
Comparativamente, em fluorofotometria ocular, o olho pode
ser considerado esquematicamente uma cuverte miltipla com
trés compartimentos contendo fluidos ¢ separados por pare-
des tissulares.

O primeiro compartimento considerado é preenchido pelo
filme lacrimal, o segundo por humor aquoso € o terceiro e
ultimo pelo vitreo. A separar estes compartimentos temos
sucessivamente, cornea, cristalino e retina (Fig. 1).

A medicio da fluorescéncia dos tecidos e fluidos oculares
ao longo do eixo visual pode ser efectuada através de um
método ndo invasivo € com um instrumento capaz de efec-
tuar medi¢des sucessivas (scanning), o fluorofotémetro
ocular.

Presentemente, o fluorofotometro ocular comercializado
com melhores indices de reproducibilidade, é o Fluorotron
Master TM 2. Posteriomente foram introduzidas alteragoes
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com a finalidade de melhorar a reselu¢do dos instrumento,
nomcadamente no segmento anterior do olho .

Neste aparelho modificado a fenda (Standard slit) foi
estreitada de 203.2 para 58.4 microns, resultando uma zona
de leitura (projected slit width) com o adaptador de seg-
mento anterior de 14 microns em vez dos anteriores 50,8, a
que corresponde uma zona de focagem de 0.585 nm (contra-
riamente aos 21 anteriores). As possibilidades destes dois ins-
trumentos ¢ a sua utilidade tem sido objecto de miltiplas
publicagdes *!1,

Contudo. ¢ fundamental ndo esquecer o contributo dado
por um marcador exdgeno, a fluoresceina no desenvolvi-
mento inicial deste tipo de instrumentagdo. A fluoresceina é
uma molécula ndo toxica, com um raio de 5.5A e quando
injectada uma percentagem elevada (20%) permanece na
forma livre. A fluoresceina tem a particularidade de ser
detectada nos fluidos intraoculares através da medigdo da
sua fluorescéncia em concentragbes muito baixas
(10 “griml) apés esta ter atravessado as barreiras hemato-
-oculares. A quantificagdo das concentragdes de fluorescén-
cia no plasma ¢ nos diferentes fluidos intraoculares, humor
aguoso ¢ vitreo, vai permitir quantificar a permeabilidade
das diferentes barreiras., nomeadamente a hemato-aquosa
(BHA)" ¢ a hemato-retiniana (BHR)®".

Finalmente, apos a concentragio de fluoresceina ter atin-
gido um méximo, a sua eliminag¢do faz-se basicamente atra-
vés das vias de drenagem normais do olho € de mecanismos
de transporte activo. Este indice de eliminagido de fluores-
ceina vai-nos fornecer informagdes sobre o fluxo de saida
(outflow) do humor aquoso. Outra via de elimina¢io da
fluoresceina intraocular é por transporte activo através da
barreira hemato-retiniana ¢ o célculo deste indice de elimina-
¢do ¢, por sua vez, um bom sinal da funcionalidade celular
do transporte de anides orgdnicos através da BHR 12

Para além dec quantificar a permeabilidade da BHA ¢
BHR ¢ do transporte activo da BHR. a fluorofotometria
ocular permite, através de diferentes métodos de administra-
¢do de fluoresceina, quantificar a permeabilidade ¢ fungiio
do cpitélio® ¢ endotélio corneano® assim como fluxo
lacrimal ',

Todas estas metodologias se baseiam no uso de um fluoré-
foro. a fluoresceina. Contudo. a possibilidade de utilizagio
de outros fluoréforos exdgenos vai permitir aumentar as
hipéteses de trabalho ¢ consequentes possibilidades de apli-
cacdo clinica. Estes outros fluoréforos fluorescem a diferen-
tes comprimentos de onda ¢ podem oferecer melhores
perspectivas de diferenciagdo que os fluoréforos oculares
naturais.

O desenvolvimento de instrumenta¢do na fluorometria
ocular tem sido outra drea de pesquisa muito activa, ¢
perspectivam-se  progressos num futuro proximo.

Como objectivo no desenvolvimento deste tipo de instru-
mentagdo refira-se:

l. Aumento do grau de resolugdo espacial:

2. Aumento do indice de sensibilidade;

3. Aumento do grau de resolugdo temporal.

O primeiro objectivo. resolugdio espacial, pode ser obtido
através da optimizagio do desenho optico dos fluorofotéme-
tros ja comercializados. Resultados preliminares obtidos em
fluorofotémetros ja modificados com esta finalidade sdo
prometedores .

Contudo, as maiores perspectivas de desenvolvimento
colocam-se na utilizagdo dos lasers como fonte de excitagdo
de fluorescéncia, obviando assim os limites impostos pelos
sistemas presentemente utilizados com fontes de excitagiio de
luz incocrente com comprimentos de onda fixos.

Para além das vantagens da utilizagio dos lasers como
fonte de excitag¢dio. o recurso a técnicas como a da tinte-
-resolved fluorescence spectroscopy tem outras vantagens
comparativamente as técnicas classicas B, De entre estas
destaque-se a possiblidade de monitorizar o decaimento de
fluorescéncia por componentes ¢ o também permitir a identi-
ficacdo dos fluordforos ¢ a sua discriminacdo da fluorescén-
cia natural, ndo s6 sob a perspectiva espectral como
temporal 4.

Estes desenvolvimentos técnicos parecem particularmente
prometedores na area da quantificagdo dos fluordforos
endégenos.

APLICACOES CLINICAS

Algumas das aplicagdes clinicas destas metodologias ¢ ins-
trumentacdo sdo aqui referidas de um modo sumirio.

Estudos no dominio da caracterizagdo espectral dos fluo-
roforos do cristalino, informagao essencial para a compreen-
sdo dos fendmenos agregativos ¢ caractogénicos,
demostraram que a catarata contém vérios croméforos com
espectros fluorescentes complexos ¢ que a sua acumulagio
parece correlaciondvel com o metabolismo ¢ aparentemente
influencidvel por ac¢do terap@utica 10,

A fluorofotometria ocular, utilizando fluor6foros end 6ge-
nos. tem também outras aplicag¢des clinicas, nomeadamente
o estudo da fluorescéncia natural em doentes diabéticos .

Os doentes diabéticos apresentam uma forte correlagio
entre a fluorescéncia natural e os niveis de hemoglobina gli-
cosilada '6. Este facto sugere que a acumulagiio que produtos
terminais fluorescentes glicosilados pode desempenhar um
papel importante na formagio de cataratas, pelo menos nos
doentes diabéticos. A quantificacio da autofluorescéncia do
cristalino parece ser um bom processo para monitorizar o
processo de envelhecimento ou o controle metabélico do dia-
bético. De referir que, recorrendo-se a fluoréforos endége-
nos, a metodologia utilizada é ndo-invasiva e facilmente
executavel.

Outra drea de aplicagdo é a avaliagio da qualidade de
microcirurgia da catarata. Assim, estudos recentes permiti-
ram demonstrar, em doentes submetidos a este tipo de cirur-
gia com implantagdo de lentes intraoculares (PMMA) de
cidmara posterior, que a técnica cirlirgica utilizada (can-
-opener ou endocapsular) ou a duracdo da intervencio cirtr-
gica induzem altera¢des na permeabilidade da barreira
hemato-aquosa's e do endotélio corneano, De um modo
sumario refira-se que as alteragSes da permeabilidade do
endotélio corneano sdo menores com técnica endocapsular
(Quadro 1) e que a duragio da cirurgia parece ser uma varia-
vel importante na avaliagiio da qualidade da microcirurgia,
pois a cirurgias com maior duragfio correspondem maiores
alteragBes da permeabilidade do endotélio corneano (Quadro
1) ¢ da barreira hemato-aquosa (Quadro 2 e 3).
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QUADRO | — Permeabilidade do endotélio corneano

Técnica Can-Opener vs Endocapsular

Técnica Pré-cirurgia Pés-cirurgia
Endocapsular 3,4610.75 4,05+ 0,90
“Can-Opener” 2,98+0.57 3.9930.50

Diferenca Duragdo
0,60+ 0.41 232
1.011+0.45 238

Duragio vs Coeficiente de Permeabilidade Endotelial

Duragéo Pré-cirurgia
<20’ (10) 3.65+0.81
>20" (10) 3,01+0.61

Pés-cirurgia
4,00t 1,04
4,05+ 0.57

QUADRO 2 - Coeficiente de permeabilidade da B.A.B.
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QUADRO 3—MDP 30’ vs duragio da cirurgia
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Mas as aplicagdes clinicas da fluorofotometria ocular com
utilizacio de fluoréforos exdgenos nio se confinam 2 avalia-
¢fio da cirurgia da catarata. Assim citemos a titulo de exem-
plo, avaliagio de firmacos de diferentes patologias, como
diabetes*7 ¢ glaucoma .

Outros fluoréforos podem ser estudados e quantificados
através de técnicas de fluorometria ocular, nomeadamente,
lipofuscina, pigmento retiniano localizado essencialmente a
macula ¢ que parece desempenhar um importante papel em
patologias extremamente frequentes, como a degenerescéncia
macular senil.

CONCLUSAO

Estes sdo alguns dos objectivos futuros nas dreas de desen-
volvimento de instrumentagio e das metodologias da fluoro-
metria ocular, alguns dos quais exequiveis a curto prazo ou
ja mesmo objecto de publicagdo >
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