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Resumo

Objetivo: Avaliar o uso do programa AutoCAD 2004 para estudos quantitativos em
microscopia eletronica. Métodos: A demonstragao da utilizacdo do AutoCAD 2004 foi
feita em um modelo experimental de diabetes induzido em ratos, divididos em Grupo
Controle (GC-10 animais) e Grupo Diabético (GD - 10 animais), avaliados 1 més
depois da inducéo do diabetes. Os olhos foram removidos apds o sacrificio dos animais
e preparados para exame em microscopio eletronico, tendo sido feitas fotografias dos
vasos retinianos. Foi utilizado o programa AutoCAD2004 para avaliar a espessura da
membrana basal dos vasos. Os resultados foram avaliados estatisticamente. Resulta-
dos: Usando o método proposto foi possivel realizar medidas quantitativas na membra-
na basal de vasos retinianos de ratos diabéticos. Conclusao: O AutoCAD 2004 se mos-
trou efetivo, seguro e de facil utilizacdo para a quantificacdo de fendmenos biol6gicos,
sendo possivel sugerir este meio para a realizacdo de avaliacdes quantitativas em
experimentos bioldgicos.
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INTRODUCAO

quantificacdo de elementos estruturais nas fo-

tografias de microscopia eletronica de trans-

missao é fundamental nos estudos experimen-
tais e anatomo-patoldgicos. E freqiiente o uso de critéri-
os subjetivos como a classificacdo de determinadas alte-
racdes em “leves, moderadas ou intensas”, o que torna
dificil a comparacédo de resultados e a reproducgéo de
experimentos.

Para solucionar falhas como essa, tem sido usada
com freqiiéncia crescente a estereologia. A quantificagio
de elementos estruturais nas fotografias de microscopia
eletronica é fundamental nos estudos experimentais e
andtomo-patoldgicos. A estereologia, também chamada
por alguns de morfometria ¢ um conjunto de métodos de
quantificagdo de estruturas morfoldgicas que permite
quantificar numericamente as mais variadas estruturas,
macro ou microscopicas’”, constituindo-se em instrumen-
to valioso na avaliagdo de resultados de trabalhos expe-
rimentais®”.

Viérios estudos tém mostrado a utilizagao de pro-
gramas de desenho com ajuda do computador, como o
AutoCAD (Autodesk, Inc), para realizagido de medidas
diversas em animais e humanos""'”. Em oftalmologia,
alguns trabalhos também tém sido feitos utilizando o
AutoCAD como método de medida."*"

O objetivo deste € avaliar o uso do programa
AutoCAD 2004 para estudos quantitativos em
microscopia eletronica de transmissao.

METODOS

A demonstracdo da utilizacdo do recurso quan-
titativo usando o programa AutoCAD 2004 foi feita
em um modelo experimental de diabetes,induzido em
20 ratos albinos, de 3 meses de idade, por administra-
¢do de Aloxana 2% (42mg/kg de peso),segundo proto-

Figura 1: Demonstracio do padrdo quadriculado de medidas da espessura
da membrana basal de vaso retiniano usando o programa)

colo de pesquisa estabelecido na Faculdade de Medici-
na de Botucatu e que foi aprovado pela Comissao de
Etica na Experimentacido Animal — UNESP. Os ani-
mais foram divididos em Grupo Controle (GC-10 ani-
mais) e Grupo Diabético (GD — 10 animais), tendo sido
sacrificados 30 dias apds a inducdo da doenca. Durante
o periodo experimental, foi realizada avaliacdo clini-
co-laboratorial dos animais.

Ap0s o sacrificio dos animais, foi feita a imedi-
ata enucleagdo dos olhos, fixacdo em glutaraldeido
2,5 %, em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3, pds-fixacao
em 4cido ésmico 1% , em tampao fosfato 0,1M, pH 7,3,
desidratacdo em série crescente de acetonas (50, 70,
90 ¢ 100%) e inclusdo dos fragmentos em mistura ace-
tona/Araldite por 12 horas. Foram realizados cortes
ultrafinos (500 Angstrons), para exame em microsco-
pio eletronico de transmissao Philips EM 301. Foram
obtidas, ao eletronico de transmissdo, micrografias de
vasos retinianos.

As fotografias foram digitalizadas, em local esco-
lhido de forma aleatdria, usando o programa AutoCAD
2004, com a utilizacdo de um padrao quadriculado,com
medidas padronizadas pelo aumento das fotos (figura
1). Convencionou-se realizar as medidas nos locais de

Tabela 1

Medidas da membrana basal nos grupos controle e diabético

Medida Membrana Basal

(em mm)
Grupo Média Variancia
GC 2,1009 2,3089
GD 2,6645 2,1165
ANOVA
Fonte da variacdo SQ el MQ F valor-P F critico
Entre grupos 2,16900489 1 2,169005 0,991413 0,328238 4,210008
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cruzamento completo das linhas com a espessura da
membrana basal capilar. O niimero de medidas foi vari-
avel de acordo com a quantidade de cruzamentos do
quadriculado com a membrana basal. Cada fotografia
foi analisada em posi¢do horizontal e vertical para
minimizar a variabilidade das medidas devidas a inci-
déncia do corte do material.

Os resultados foram avaliados estatisticamente,
analisando-se a média e a andlise de variancia.

RESULTADOS

As medidas obtidas estdo apresentadas na tabela
1.No grupo diabético, os valores apresentaram-se supe-
riores as do grupo controle. Porém, as diferencas néo
foram estatisticamente significativas.

DiscussAo

Os resultados deste estudo sugerem aumento na
espessura da membrana basal em animais diabéticos.
Entretanto, a tendéncia de espessamento da membrana
basal ndo foi suficiente para que tivéssemos resultado,
estatisticamente significativo. Provavelmente, as alte-
ragdes que se observa na membrana basal de diabéticos
existem com tempo de observacao mais prolongado do
que o que foi usado no presente estudo"*"”.

A utilizacdo do programa AutoCAD mostrou-se
de fécil realizagdo e confiabilidade. Mais importante que
os resultados referentes aos animais utilizados para tes-
tar o método quantitativo € a constatacao de que € possi-
vel utilizar este sistema de medida para avaliagdo quan-
titativa de varidveis bioldgicas.

Para que exista confiabilidade no método, as ava-
liagdes devem seguir rigorosamente um padrao e serem
feitas sempre pelo mesmo observador, além de se consi-
derar as fotomicrografias de forma a ndo se conhecer a
que grupos pertencem os sujeitos da pesquisa.

Desta forma, este método ajudara muito nas futu-
ras anélises morfométricas de fotografias de microscopia
eletronica, reduzindo a subjetividade dos exames quali-
tativos.

CoONCLUSAO

O programa AutoCAD 2004 se mostrou um mé-
todo de medida de alta precisdo, desde que utilizado com
um padrao pré-definido aplicado sobre as imagens, evi-
tando medidas aleatdrias, além de ser de facil utilizacao

para a quantificacdo de fendmenos bioldgicos, sendo
possivel sugerir este meio para a realizacdo de avalia-
¢Oes quantitativas em experimentos biol6gicos.

ABSTRACT

Objective: To determine if the AutoCAD 2004 program
is available to be used in quantitative research on electron
microscopy. Methods: A demonstrative of the
AutoCAD2004 was done in an experimental model of
diabetes induced in rats. The animals were divided by lot
in control group animals (GC-10 animals) and diabetic
group (GD - 10 animals), evaluated 1 month after the
diabetes induction. The eyes were removed after sacrifice
and prepared to electron microscopy. The retina was
photographed and the AutoCAD2004 program was used
to measure the basal membrane of retina vessels. The
results were submitted to statistical analysis. Results: The
AutoCAD2004 was effective to obtain quantitative
measures from the basal membrane of retina vessels and
there were no difference between the studied groups.
Conclusion: The AutoCAD2004 was effective, safe and
easy to apply to quantify biological parameters, which
allowed suggest it to quantitative research.

Keywords: Microscopy, electron/methods; Retinal
vessels; Software
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