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RESUMO

ISAAC, F. Sistema de microscopia especular com varias magnificagdes para
banco de olhos. 2004, 150 p. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo,

Ribeirao Preto.

Foi desenvolvido um sistema de microscopia especular para Banco de
Olhos, para analise de corneas “in vitro”, com varias magnificagdes: 20x, 30x,
63x, 136x e 204x.

O sistema foi projetado num software comercial ZEMAX-XE, da ZEMAX
Developmen Corporation.

O sistema de iluminagao projetado apresentou aproximadamente 60um de
aberracdo cromatica, 0.8 unidades de onda (waves) de aberragdo esférica e
nenhum astigmatismo.

O sistema de magnificagdo apresentou para as magnificacdes de 20x,
30x, 63x, 136x e 205x, as respectivas aberragcdes cromaticas: +250um, +200um,
+200um, +300um e £25um; as respectivas aberragbes esféricas: -0.6 unidades
de onda, -0.6 unidades de onda, -0.5 unidades de onda, 0.025 unidades de onda,
e 0.001 unidades de onda, e nenhum astigmatismo para qualquer das
magnificagoes.

O sistema otico montado em bancada, segundo o projeto desenvolvido
apresentou as reais magnificagoes de 24x, 40x, 64x, 100x e 160x.

As imagens obtidas de corneas humanas “in vitro” e densidades celulares
comparadas a um sistema comercial, estdo em concordancia de 90% para as

contagens interativas das células.

Palavra — chave: Microscopio Especular, Cérnea, Banco de Olhos



SUMMARY/ABSTRACT

ISAAC, F. Specular microscopy system with several magnifications for eye
bank. 2004, 150 p. Master Degree Dissertation — Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo

Preto.

We have developed a specular microscopy system for Eye Banks for “in
vitro“ corneal analysis with several magnifications: 20x, 30x, 63x, 136x and 205x.

The optical design of the system was projected using a commercial
software ZEMAX-XE, from ZEMAX Developmen Corporation.

The projected illumination system has presented approximately a
chromatic aberration of 60um, a spherical aberration of , 0.8 waves and no
astigmatism.

The magnification system has presented for the 20x, 30x, 63x, 136x and
205x magnifications, the respective chromatic aberrations: +250um, +200um,
+200um, £300um and +25um; and the respective spherical aberrations: -0.6wave,
-0.6wave, -0.5wave, 0.025wave, and 0.001wave and no astigmatism for any of
the magnifications.

The optical bench system, according to the projected design has presented
the real magnifications of: 24x, 40x, 64x, 100x and 160x.

The images of human “in vitro” corneas and the cellular density provided by
the system are in good agreement with a commercial system (90% for the

interactive of the cells).

Key-words: specular microspy, cornea, eye bank



1-INTRODUCAO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sistema de

microscopia especular com multiplas magnificagbes para corneas preservadas,

possibilitando ndo sé uma avaliagcdo mais detalhada da camada de células

endoteliais como também uma avaliagdo da camada estromal e epitelial da

cérnea. A multipla magnificagdo deste sistema o diferencia de todos os

microscopios especulares para analise de corneas in vitro disponiveis no

mercado e, também proporciona, através de um sistema automatizado

desenvolvido pelo L.F.O., a determinacdo da densidade de células endoteliais e

seus indices de pleomorfismo e polimegatismo('-2).

Existem atualmente no mercado varios modelos de microscopio especular

para Banco de Olhos®4.5¢6) s3o eles:

Industria Produto Descricao
(fornecida pela Industria)
BIO — Optics® | LSM-2100C | Permite a visualizagdo da imagem do endotélio

Vide Figura 1a

através de um video-monitor onde a imagem é
capturada através de uma cédmera C.C.D.,
permite também que seja acoplado a ele
maquinas fotograficas 35 mm e Polaroids. O
processo de focalizacdo do endotélio é
mecanico e os softwares que possibilitam a
analise endotelial e o armazenamento das
imagens trabalham em ambiente D.O.S. e
Windows.

LSM-2200C/E2
Vide Figura 1b

@) LSM-2200C/E2 Eyebank Specular
Microscope € o microscopio especular para
banco de olhos mais avangado desenvolvido
pela Bio — Optics. Este microscopio oferece
uma melhoria no estado-da-arte em relagcéo ao
equipamento descrito anteriormente. Possibilita
a visualizacdo de corneas preservadas em
frascos ou camaras, tem um mecanismo de

movimentacao XYZ e um software que permite
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a contagem e uma completa avaliagdo das
células endoteliais, pode ainda vir

acompanhado de um paquimetro digital.

Hai Labs, HAI EB-2000xyz | Campo visual 350um x 450um
Inc.® Vide Figura 2a | Movimentagao x-y-z
Paquimetro digital (opcional)
Modelo Padronizado
Interface com o software EB2.00
Céamara de visualizacdo Padronizada
HAI EB-3000xyz | Campo visual: 350um x 450um
Vide Figura 2b |Movimentagao x-y-z
Paquimetro digital (opcional)
Frascos e camaras de visualizagao
Interface com o software EB2.00
Konan® EKA-98 1. Alinhamento da cérnea mais simples e facil
Vide Figura 3 |através de movimentagdo XYZ e balango

giratorio.

2. Método de Multi-andlise: E possivel
selecionar o método mais conveniente para a
analise da camada de células endoteliais da
cérnea doada.

3. Fenda de largura variavel.

4. Paquimetro: Micrometro digital embutido
permite medir a espessura da cérnea.

5. Multi suporte para frascos preservativos.
Permite a utilizacdo de qualquer tipo de frasco
preservativo presente no mercado.

6. Design compacto.

11




Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos

(b)

Figura 1: Microscépio Especular da BIO — OPTICS, (a) modelo LSM-2100C (b) modelo
LSM-2200C/E2.®

(a)
Figura 2: Microscépio Especular da HAI LABS, Inc. (a) modelo HAI EB-2000xyz, (b)
modelo HAI EB-3000xyz .4

(b)
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos

Figura 3: Microscopio Especular da KONAN, modelo EKA-98.%

Todos os microscépios especulares descritos acima tém magnificagao fixa
em torno de 160x. O Projeto Optico destes microscopios possuem a mesma

caracteristica 6tica basica, e pode ser observado na Figura 4.

6

NS

Figura 4: Projeto Optico para um M.E. para banco de olhos.®
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Na Figura 4 observamos um projeto 6ptico de um microscopio especular
para banco de olhos, onde 1 € a fonte luminosa do microscépio, 2 € a lente
condensadora, 3 € um anteparo com uma abertura fixa em forma de fenda, 4
um espelho que desvia o caminho Optico do feixe de luz, e 5 a objetiva do
microscopio especular. Observe que o conjunto formado pela metade
(esquerda de quem olha) da objetiva mais o espelho fazem o papel da lente de
projecdo do sistema de iluminagdo. A fenda € projetada sobre a superficie
endotelial (8) da cdérnea (7), através da metade esquerda da lente obijetiva,
enquanto que a metade direita fica disponivel para visualizar a imagem
iluminada. Esta imagem é magnificada e focalizada sobre um CCD (6), que a
disponibiliza em um monitor de video. Ainda referente a Figura 4, (9) é a
superficie epitelial da cérnea, (10) o recipiente em que se preserva a cornea, e
(11) o liquido preservativo.

Com este microscopio especular é possivel apenas observar e avaliar o
aspecto da camada de células endoteliais; O objetivo deste trabalho foi
desenvolver um equipamento que além de podermos observar a camada
endotelial corneana fosse possivel também avaliar o aspecto do estroma e do
epitélio, dai a necessidade de se desenvolver um microscépio especular com
multiplas magnificagdes.

Para uma melhor compreensao do texto, a seguir serdo detalhados os
aspectos mais relevantes para este trabalho da cérnea humana, principio da
microscopia especular e os métodos de avaliagdo de sistemas Opticos

utilizados no ato da concepgéao do projeto 6ptico do microscopio especular.
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2 - A CORNEA HUMANA E O PRINCIPIO DE
MICROSCOPIA ESPECULAR

2.1 - A CORNEA HUMANA (8. 9.10)

A cérnea, a parte mais externa do olho é formada basicamente por trés
camadas: o epitélio, o estroma e o endotélio.

E a principal superficie refrativa do olho, constituindo-se de uma lente
convergente de poder de refragéo (D) de 40 a 45 dioptrias, definido por:

D=f" (1)
onde, f é a distancia focal em metros. Assim, pode-se dizer que a coérnea
possui um distancia focal de 2,2cm a 2,5¢cm.

A regido central da coérnea (em torno de um diametro de 3mm) °
geralmente se apresenta como uma superficie esférica, com um raio de
curvatura de aproximadamente 7,8mm. A regido mais periférica da cornea é
mais plana e também possui uma espessura maior, de 0,65mm (em média)
contra 0,52mm (em média) da regido central.

A coérnea é constituida por quatro camadas (Figura 5), o epitélio, o
estroma e a membrana de Bowman, a membrana de Descemet, o endotélio e
eventualmente algumas literaturas descrevem o filme lacrimal como uma quinta

camada.

Figura 5: Microscopia de varredura mostrando cérnea humana normal. 1) epitélio; 2)
membrana de bownman; 3) estroma; 4)endotélio. A membrana de descemet nao esta

visivel no corte. Aumento de 160x. (!
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Sendo a cornea transparente, transparéncia essa mantida pela camada
de células endoteliais, ela refrata ondas eletromagnéticas com comprimento de
onda de 310mm a 2500nm e absorve ondas no comprimento do ultravioleta
(270mm)°.

2.2 - O ENDOTELIO CORNEANO ©-14)

O endotélio corneano, Figura 6, € uma camada unicelular, na qual sua
superficie se apresenta como um mosaico regular, em sua maioria com células
hexagonais. Estas células revestem a superficie posterior da cornea criando
uma barreira natural contra o humor aquoso. A principal fungcdo das células
endoteliais € manter a transparéncia da cornea através de uma bomba
metabdlica que drena a agua que o estroma tende a absorver devido as cargas
dos proteoglicanos’.

Os proteoglicanos sdo substancias que contém em sua estrutura uma
parte protéica e outra glicidica, eles estdo presentes entre as fibrilas de
colageno estromais, sua fungdo € manter o espagco uniforme e um tamanho
determinado entre as fibrilas o que garante a transparéncia da cornea.

Quando ha perda de células endoteliais ha um movimento de fluidos e
solutos ocasionando uma passagem de nutrientes incluindo glicose e
aminoacidos do humor aquoso para o estroma. O movimento continuo de agua
para o estroma leva a um edema estromal e a perda de transparéncia da
cérnea.

O endotélio corneano é composto por aproximadamente 400.000 células
com 20um de didmetro e uma espessura de 4 a 6um cada uma, em criangas a
densidade de células endoteliais € de 3.500 a 4.000 células por mm?, ja em
adultos essa densidade cai para algo em torno de 1.400 a 2.500 células por
mmZ2. As corneas transplantadas devem ter ao menos 1.000 células por mm?,
pois o endotélio comecga a perder sua fungdo e a cérnea comecga a apresentar

edemas quando a densidade celular se aproxima de 700 células por mm?Z.
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos

Figura 6: Células Endoteliais da Cérnea Humana (")

Um endotélio normal, ou seja, com densidade celular adequada deve ser
formado por células com forma e tamanhos regulares. Quando ha perda celular
0 mosaico endotelial perde sua homogeneidade quanto ao formato e ao
tamanho das células, a falta de uniformidade quanto ao formato das células é
chamado de pleomorfismo e a falta de uniformidade quanto ao tamanho das
células é chamado de polimegatismo. Tanto pleomorfismo quanto o
polimegatismo sao gerados pela perda celular e pela necessidade que as
células possuem em preencher os espacos vazio deixados pelas que
morreram.

Tanto o pleomorfismo quanto o polimegatismo refletem a perda na
eficiéncia do mecanismo de bomba bioquimico que mantém o conteudo aquoso
constante, com o estroma em um estado relativamente desidratado e bloqueia

as propriedades osmaticas dos proteoglicanos estromais hidrofilicos.

2.3 — A MICROSCOPIA ESPECULAR (3. 12-14)

A principal preocupagao quando se avalia o tecido corneano antes de
uma cirurgia, ou antes, de seu uso em transplante esta em avaliar a qualidade
do endotélio corneano, que é o principalmente responsavel pela manutengao
da transparéncia da coérnea. O endotélio corneano reflete pressbes e tensdes
sofridas pela cérnea gerando mudangas na sua morfologia celular, assim,

qualquer mudanga morfoldgica vista no endotélio é sinal do seu estado atual.
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A Microscopia Especular € um método de avaliagdo que permite a
clinicas e Bancos de Olhos a observacado direta do endotélio corneano. Em
muitos aspectos, as informagdes obtidas com a microscopia especular do
endotélio é semelhante as obtidas por um Microscopio Eletrénico de Varredura,
e por fazer a observacéo do endotélio por reflexdo, tem a vantagem distinta de
permitir a observacdo em cornea in vivo sem infligir qualquer dano a ela,
podendo ainda serem feitas na mesma cdérnea analises consecutivas para
observar as mudangas morfolégicas que ocorrem com o passar do tempo.

A Microscopia Especular utiliza um conjunto de técnicas baseadas na lei
de reflexdo especular da luz para observagéo de objetos com dimensdes muito
reduzidas. Estes principios opticos e a avaliagao do endotélio corneano serao

descritos a sequir.

2.3.1 - AS LEIS DE REFLEXAO E REFRACAOQ (15-17)

Quando um feixe de luz incide sobre a interface plana que separa dois
meios com indices de refracdo diferentes, n1 e n2 respectivamente, uma parte
deste feixe sera refratada e a outra sera refletida, Figura 8.

Uma superficie especular é uma superficie em que qualquer
irregularidade presente nela, por maior que seja, tem uma dimensao menor que
o tamanho do comprimento de onda de um feixe de luz que incide sobre ela.

Ao incidirmos um feixe de luz sobre uma superficie especular, e tendo

este feixe de luz um angulo 6; em relagdo a reta normal a superficie, este feixe
de luz sera refletido com um angulo 6, onde,
0. =0,
Na Figura 7 podemos observar que o feixe de luz refratado faz com a

reta normal um angulo 64, diferente do &ngulo que o feixe de incidéncia faz com

esta mesma reta, porém, podemos observar ainda que o seno do angulo do

feixe de refracéo é diretamente proporcional ao seno do angulo de incidéncia.
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Figura 7: Representagao grafica de um feixe de luz incidindo sobre uma interface que

separa dois meios com indices de refragao diferentes.

Desta forma podemos escrever que,

sen 6,
———=const. (3)

send,

esta expressdo é chamada de Lei de Snell’®, e ao utilizarmos os modelos do
principio de Huygens?® ela podera ser reescrita como:

sent, n

send, T @

1

e assim,
n send, =n, send, (5)

Neste ponto, desvia-se a atencao para a reflexao especular e a refracao
em superficies esféricas convexas, uma vez que a superficie endotelial possui
estas caracteristicas.

Para superficies esféricas convexas e espelhadas, como demonstra a
Figura 8, o centro de curvatura C esta do lado oposto a superficie espelhada.
Podemos observar também que saem de um objeto O, a uma dada distancia
do espelho, dois raios de luz: o raio 1 (normal ao espelho), que atinge o vértice
V do espelho e é refletido de volta; e o raio 2, que atinge o espelho num ponto
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P a uma certa altura h do seu centro e é refletido com um angulo 6 igual ao

angulo de incidéncia 0; .

[ 3

Figura 8: Representacao grafica da reflexdo de um feixe de luz incidindo sobre um
espelho esférico convexo.

Pode-se observar que tanto o raio 1 quanto o raio 2 obedecem a lei da
reflexao especular para superficies planas.

A refragdo de um feixe de luz através de um meio n1 para um meio nz,
onde n2 > n1, e, sendo a interface entre estes dois meios uma superficie
esférica convexa, as leis de refragdo sao seguidas como para superficies
planas assim como a reflexdo especular em superficies esféricas também o
sao como para superficies planas.

Serdo demonstradas algumas técnicas utilizadas para explicar o
comportamento do feixe de luz quando este passa de um meio para o outro
através de uma interface esférica convexa (Figura 9).

Na Figura 9 podemos observar uma fonte pontual S, em um meio com
indice de refragdo n1, a uma disténcia S, da interface esférica convexa, do meio

com indice de refragao n2.
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Figura 9: Representagao grafica de um feixe de luz incidindo sobre uma interface

esférica convexa, onde, esta interface separa dois meios com indices de refragao
diferente.

Partem de S dois feixes de luz, R1 e R2. O feixe 1 incide sobre a
interface a uma dada altura h, uma parte deste feixe ira refletir especularmente
e a outra sera refratada e passara por um ponto P a uma distancia s; da
interface esférica. O feixe 2 incide sobre a interface no seu vértice V, uma parte
deste feixe ira refletir especularmente e a outra sera refratada e também
passara pelo ponto P, cruzando com a parte do feixe 1 refratada.

O principio da reversibilidade diz que em um sistema O6ptico, se for
invertido o sentido do feixe de luz, ele percorrera 0 mesmo caminho, ou seja,
se na Figura 10 os dois raios partirem de P, eles obrigatoriamente retornaréo a
S.

Este principio pode ser mais bem estudado através da Figura 10, nela
podemos observar um feixe de luz passando por trés meios com indices de
refragdo diferentes, n1, n2 € n3, onde,

n,<n,<n,,
Quando o feixe de luz incide sobre a interface que separa os meios com

indices de refragdo n1 e n2, com um angulo 6; com a normal, uma parte deste

feixe é refletido com um angulo Or com a normal, e a outra é refratado com um
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angulo 6t com a normal, onde 0; = O:. O feixe refratado incide sobre a interface
que separa os meios com indices de refragdo n2 e n3 com um angulo 6;, uma
parte deste feixe é refletido com um angulo Or e a outra é refratado com um
angulo B¢, onde Oy = Or.

A parte do feixe refletido na interface que separa os meios n2 e ns incide

sobre a interface que separa os meios n2 e n1, novamente uma parte deste é

refletido e a outra refratada, a parte do feixe que € refratada para o meio n1 &

refratada com um angulo O¢~, onde 0i = O; = O¢.

nowon
I B

=
=X}

&

e e g

&

L

e g

ok
=
b ——

ol
2

Figura 10: Principio da reversibilidade.

A parte do feixe refratado na interface, que separa os meios nz e n3

incide sobre a interface que separa os meios n3z € ni. Novamente, uma parte
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deste é refletido e a outra refratada, a parte do feixe que é refratada para o

meio n1 é refratada com um angulo Ot

2.3.2 - REFLEXAO ESPECULAR NA CORNEA (18-24)

A luz projetada sobre uma superficie pode ser refletida, transmitida, ou
absorvida. Geralmente, ocorre um pouco dos trés efeitos, com suas devidas
proporcdes que sio relativas ao comprimento de onda da luz incidente, a
transparéncia relativa do meio abaixo da superficie de incidéncia e do indice de
refracdo em cada lado da superficie. A importancia primaria em microscopia
especular clinica é a luz que é refletida especularmente (como num espelho)
onde o angulo de reflexdo é igual ao angulo de incidéncia.('®

Para uma coérnea transparente normal, a maior parte de um feixe de luz,
com comprimento de onda na faixa do visivel, incidente sobre a superficie
epitelial da coérnea, é transmitida. A medida que a luz passa pelo tecido
corneano, uma parte dela pode ser absorvida pelo tecido e outra pode ser
refletida por fibras nervosas, ceratocitos, e outros objetos refrativos, isto &,
objetos que tém um indice de refracdo diferente do tecido corneano. No
estroma corneano normal, a maioria da luz incidente é transmitida pelo tecido,
embora uma pequena quantidade seja absorvida e/ou difundida (refletida por
angulos arbitrarios) através de organelas celulares. Com o aumento de edemas
corneano, a fracao de luz difundida aumenta e pode se tornar elemento
dominante dando lugar a uma "cérnea turva". No momento em que a luz incide
sobre a superficie corneana posterior ela € quase que totalmente transmitida
ao humor aquoso, por haver uma mudanga no indice de refragdo na interface
humor aquoso-endotélio, apenas aproximadamente 0.022 % de toda a luz
incidente sobre esta superficie é refletida. E esta luz refletida que forma a
imagem endotelial e é capturada pelo microscopio especular clinico.

A Figura 11 ilustra o caminho da luz, de sua fonte no microscopio
especular clinico, até a parte posterior ao sensor de video do mesmo

instrumento.
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Figura 11: Trajetoria do feixe de luz de sua fonte no microscoépio especular, até o plano
de imagem no CCD do microscépio. Embora esteja sendo mostrados o epitélio e o

endotélio no plano da imagem, na pratica s6 uma camada estara focada. ('8

Embora estejam mostrados o epitélio e o endotélio focalizados no
mesmo plano do sensor, na pratica s6 uma das camadas esta focalizada; isto
ocorre devido a restricdo causada pela profundidade de campo do microscopio
especular.

A medida que o feixe de luz do microscépio especular atravessa a
cornea, ele encontra uma série de interfaces entre regibes opticamente
distintas. Em cada uma destas interfaces, uma parte desta luz é refletida para o
microscopio especular e outra é transmitida, se aprofundando pela cornea.
Quanto maior a diferenga no indice de refragdo entre duas regides, maior sera
intensidade de luz refletida. Quanto mais edemaciado estiver o tecido, maior a
intensidade de luz difundida. Uma parte da luz refletida e da luz retro-difundida
€ capturada pela lente objetiva do microscépio especular, que forma no plano
de imagem do microscépio uma imagem da regido da cérnea na qual o

instrumento esta focalizado.
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interface 3

Figura 12: Representacado de uma secao éptica quando uma fenda de luz passa pelas

varias camadas da cérneas e é focalizado na sua superficie posterior. (18

A Figura 12 é a representagdao de uma secgao 6ptica quando uma fenda
de luz estreita (A) ou uma fenda de luz larga (B) passa por varias camadas da
cornea e é focalizada na superficie posterior da cornea. Como esbogado, o
plano do sensor esta posicionado perpendicularmente ao plano do papel. As
zonas sao definidas na Figura como: fl: fronteira luminosa; fe: fronteira escura.

A luz incidente ilumina, o filme lacrimal pré-corneano ou um meio de
juncao entre a lente objetiva e a cornea (como por exemplo lagrimas artificiais,
metil celulose, etc), o epitélio, a membrana de Bowman, o estroma, a
membrana de Descemet, o endotélio e 0 humor aquoso. Dentro de cada uma
destas regidoes, na auséncia de edema corneano, s6 uma pequena quantidade
de luz é difundida para o plano imagem, enquanto que as interfaces oOpticas
principais (rotuladas como 1, 2 e 3) refletirdo especularmente uma quantidade
maior luz para o plano imagem.

Usando como indices refragcdo para a lente objetiva, solugdo salina,

cérnea, e humor aquoso, os respectivos valores 1.517, 1,333, 1,376, e 1.336,
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pode-se calcular a fracdo de luz que é refletida de cada uma destas interfaces.
Assim, temos que 0,36% é refletido entre a interface da lente objetiva e a
solugao salina; 0.025% da interface entre a solugéo salina e o epitélio corneano
e; 0.022% entre a interface do endotélio corneano e o humor aquoso. As
interfaces oOpticas intra-corneanas (como por exemplo, entre o epitélio e a
membrana de Bowman, ou entre o estroma e a membrana de Descemet, etc)
também refletem luz, mas a fracdo de luz refletida ndo pode ser calculada,
porque os indices de refracdo destas camadas da cérnea nunca foram
medidos.

No plano imagem do microscopio especular, a luz proveniente das varias
regides e interfaces da cérnea se sobrepbéem. Sempre que uma regiao
luminosa e uma regido escura se sobrepbe, a regido escura ndo sera
observada, obviamente. Se uma fenda de luz incidente, suficientemente
estreita, € usada, o observador geralmente podera distinguir uma regido
luminosa (Zona 1), parte da regido estromal (Zona 2), a regido endotelial (Zona
3), e parte do humor aquoso (Zona 4). A zona 1 é formada pela luz refletida da
interface entre a lente objetiva e o fluido de jungédo ou, pela interface entre o
fluido de jungéo e o epitélio ou, ambos, dependendo do indice de refragdo do
fluido de jungao usado.

A linha de demarcagao entre as Zonas 3 e 4, que separa a cornea
iluminada das estruturas nao iluminadas localizada mais posteriormente, &
chamado de fronteira escura (vide Figura 12). Um lado da fronteira é escuro,
pois uma parte da luz desprezivel é difundida no humor aquoso. Em contraste,
a linha de demarcacao entre as Zonas 2 e 3 é chamada de fronteira luminosa.
Esta fronteira separa a reflexao endotelial da sobreposicdo da iluminagao do
estroma corneano. Considerando que, uma parte da luz € difundida no
estroma, nenhum lado desta fronteira é escuro.

E de importancia clinica a largura da fenda de luz projetada sobre a
cérnea pelo microscopio especular. Se o angulo de incidéncia da fonte
luminosa é aumentado, uma fenda mais larga pode ser utilizada e um campo
maior de células endoteliais pode ser visto. Porém, o aumento no brilho da
fenda também iluminara mais o tecido corneano anterior ao endotélio, de forma
que a interferéncia estromal aumentara, e mais luz sera difundida para o plano

de imagem do microscopio especular. Isto resultara em uma diminuicdo do
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contraste da imagem endotelial e uma perda da definicdo celular. O uso de
uma fenda larga da um campo maior de células, embora isto seja feito as
custas de uma imagem de baixa qualidade. Esta opgao de troca entre o
contraste da fotografia e o numero de células dentro de um unico quadro de
imagem nao €& devido a uma limitagdo 6ptica do instrumento, mas sim devido
ao espalhamento de luz que se sobrepde a camada endotelial. Para éangulos
grandes de incidéncia, células endoteliais normais aparecem encurtadas,
resultando num padrdao de célula endotelial distorcida, e isto deveria ser
compensado em analises morfométricas. Em microscépios de varredura por
fenda ou por microscopios de varredura confocal, a largura da fenda (ou
didmetro do orificio) feita € muito pequena, pelo menos teoricamente, e um
aumento da qualidade de imagem e o campo grande desejado sao realizados
movendo a fenda de luz (ou spot) sobre o endotélio, nervos estromais, etc.
Usando uma fenda estreita, quatro zonas distintas podem ser
observadas; com uma fenda larga, somente trés zonas sao aparentes. Uma
zona luminosa, zona 1, surge da reflexdao na interface entre a lente objetiva e o
epitélio. Da zona 2 surge uma luz difusa proveniente do estroma corneano, e
somente pode ser observada em sensores ou fotografias quando utilizado uma
fenda estreita. Esta zona é mais escura em corneas transparentes e mais
luminosa em corneas edemaceadas. A zona 3 mostra a camada de células
endoteliais observada pela reflexdo especular da luz, na superficie posterior da
cérnea, enquanto que a zona 4, a zona escura, € observada pela luz difundida
no humor aquoso. Considerando que uma pequena quantidade de luz
normalmente é difundida no humor aquoso, entdo, nenhuma luz vinda desta

regido voltara o microscépio, e portanto, a zona 4 geralmente € escura.

2.3.3 - AVALIACAO DE CORNEAS DOADAS
A microscopia especular da cornea em Banco de Olhos é extremamente

importante para a avaliagdo da densidade de células endoteliais da cérnea
(células/mm?), da homogeneidade dos tamanhos, do formato celular e do
aspecto dos limites celulares que nos da uma avaliagao indireta da vitalidade
do endotélio corneano.

Os critérios utilizados pelo Banco de Olhos do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto para a recusa de corneas doadas sao os seguintes:
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No endotélio:

1.
2.
3.

Densidade de células endoteliais menor que 2000 células/mm?.
Polimegatismo severo.

Pleomorfismo severo.

No epitélio:

4.
5.
6.
7.
8.

Ressecamento e erosao de epitélio.

Pterigio e grau de avango sobre a cérnea (em mm).
Arco senil em extensao (em mm).

Corpos estranhos depositados no epitélio.

Transparéncia.

No estroma:

9.

Transparéncia.

10. Cicatrizes estromais por trauma.

11.Cicatrizes estromais por agentes infecciosos.

Dos critérios listados acima o mais objetivo € o da determinagdo do

numero de células endoteliais que existem por mm?2, uma vez que a célula

endotelial € a responsavel pela transparéncia da cornea. Sabe-se que o0s seres

humanos apresentam uma perda natural de células endoteliais desde o seu

nascimento até a sua morte, sendo as fases: do nascimento até o final da

adolescéncia, e a partir dos 60 anos, as fases em que se mais perdem células

endoteliais.

podem acelerar este processo, sao eles:

1.

2B

Extracao extracapsular da catarata com implante de lente intra-ocular

Transplante de cérnea
Rejeicbes

Uveites

Glaucoma

Traumas

Além da perda natural de células endoteliais, existem outros fatores que

Uma avaliagao incorreta do aspecto da camada de células endoteliais da

cornea pode levar a perda cérnea e até mesmo a perda de visdo do paciente,

por isso, o Banco de Olhos de Ribeirdo Preto classifica como ideal, corneas

com uma densidade celular acima de 2500 células/mm?.
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3 - SISTEMA OPTICO - MICROSCOPIO ESPECULAR

(6,11, 12,18, 25)

Atualmente no mercado existem dois tipos de aparato éptico que realiza
a microscopia especular da cornea: os microscopios especulares de contato e
os de nao contato.

No Microscépio especular de contato faz-se necessario o contato fisico
entre sua objetiva e a cornea do paciente examinado, permitindo um maior
controle por parte do examinador sobre a regi&do da cornea que se deseja
examinar, porém nao € possivel a realizacdo de exames em cérneas doadas,
uma vez que estas sdo armazenadas em recipiente de vidro ou acrilico
contendo liquido preservativo.

Microscopio Especular de Ndo—Contato ndo € necessario o contato
fisico entre a objetiva do microscopio e a cérnea do paciente e também é
permitido o exame de corneas doadas, porém este tipo de microscopio permite
apenas um exame da regido central da cérnea, que para os Banco de Olhos
nao apresenta nenhum problema ja que € justamente essa a regido de
interesse ao se examinar uma cornea doada e indica-la ao transplante. Vale a
pena mencionar, que apenas o chamado “botdo central” (regido de 3mm de
diametro) € que ira ser utilizado no transplante.

Como o objetivo deste trabalho é desenvolver um microscopio especular
para banco de olhos, sera detalhado apenas o sistema 6tico do microscépio
especular de ndo—contato existente no mercado.

Os microscopios especulares de ndo—contato existentes subdividem-se
em duas categorias: o utilizado na clinica médica, que permite o exame da
camada endotelial tanto em coérneas in vivo quanto em coérneas in vitro; e o
especifico para Banco de Olhos, que somente realizam os exames da camada
endotelial em cérneas in vitro. A Figura 13 ilustra o diagrama esquematico de
um microscopio especular de ndo-contato utilizado pela clinica médica e a
Figura 14, o diagrama esquematico de um microscépio especular de nao—

contato especifico para Banco de Olhos.
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Figura 13: Diagrama esquematico de um microscépio especular de ndao — contato
utilizado em clinica médica, US Patent 4597650 (25,

A Figura 13 mostra o sistema Optico do microscopio especular de nao
contato utilizado na clinica médica, que esta subdividido em trés partes. A
primeira parte (1) € um “ponto alvo”, ou seja, uma pequena lampada para que o
paciente possa fixar o olhar durante o exame. Quando o paciente fixa o olho
neste ponto alvo pode-se imaginar um eixo que passa pelo seu centro e pelo
centro da cérnea, denominado “O”; a parte 2 é o sistema de iluminacdo do
microscopio especular, no qual todos seus componentes Opticos estao
alinhados em um eixo “OS”; e na parte 3 tem-se o sistema Optico de
observagédo e captura da imagem no qual todos seus componentes Opticos
estdo alinhados em um eixo, denominado “OL”.

O sistema de iluminacédo (2) é constituido por uma lampada (4), uma
lente condensadora (5), um anteparo com uma abertura variavel em forma de
fenda retangular em seu centro (6) e uma lente de projecao (7). O filamento da
ldampada esta localizado no ponto focal da lente condensadora, para que seja
aproveitada a maior quantidade possivel de luz. Posterior a lente condensadora
tem-se o0 anteparo que é iluminado por uma frente de onda plana, que produz
no lado oposto do anteparo uma nova fonte de luz, mas agora em forma de
uma fenda retangular iluminada. A lente de projecédo projeta a imagem desta

fenda na superficie da camada endotelial da cérnea (C).
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O sistema O6ptico de observacdo e captura da imagem (3) é constituido
por uma lente objetiva (8), um anteparo com abertura variavel (9), uma lente
retransmissora (10), um sistema com poder de magnificagao variado (11), um
divisor de feixes (12), uma lente formadora de imagem (13), um prisma inversor
(14), um plano focal (15) e uma lente ocular (16). O feixe de luz que passa pelo
divisor de feixes (12) chega ao CCD (19) que captura a imagem e a
disponibiliza em um monitor de video. A imagem da fenda retangular que esta
projetada na cornea, estd também localizada no ponto focal paraxial da
primeira lente da objetiva, isto permite que se aproveite o0 maximo de
luminosidade do objeto. A segunda lente da objetiva projeta a imagem sobre
um anteparo que controla a quantidade luz que passa pelo sistema. A imagem
que se forma sobre o anteparo esta no ponto focal paraxial da lente
retransmissora, permitindo que um telescopio galileano magnifique a imagem.

O sistema de magnificagao deste microscépio € variavel. Ele € composto
por dois telescopios Galileanos, que oferece quatro tipos de magnificagdes
diferentes. O telescopio Galileano possibilita a compactagao do sistema, evita
aberragdes e tem um melhor aproveitamento da luminosidade que passa pelo
sistema.

O feixe de luz paralela que sai do telescépio Galileano passa por um
divisor de feixe, onde uma parte do feixe segue seu caminho natural e através
de uma lente formadora de imagem, um prisma inversor e uma ocular pode-se
visualizar a imagem. A outra parte do feixe é desviada e, com o auxilio de uma
lente para se formar a imagem e de um CCD, pode-se visualizar a imagem em
um monitor de video.

O eixo oOptico OS do sistema de iluminagao (2) e o eixo 6ptico (OL) do
sistema de observacdo estdo dispostos de tal forma a fazerem o mesmo

angulo com o eixo optico (O) do olho do paciente.
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Figura 14: Diagrama esquematico de um microscépio especular de ndo — contato
especifico para Banco de Olhos, US Patent 5956123 ©),

A Figura 14 ilustra o sistema Optico do microscépio especular de nao—
contato especifico para Banco de Olhos. Em (1) tem-se uma lampada
incandescente, em (2) uma lente condensadora, em (3) um anteparo com uma
abertura fixa em forma de fenda, em (4) um espelho e, em (5) a objetiva do
microscopio especular. Note que o conjunto formado pela metade (esquerda)
da objetiva juntamente com o espelho fazem o papel da lente de projecédo do
sistema de iluminagdo da Figura 13. A fenda é projetada sobre a superficie
endotelial (8) da cornea através da metade esquerda da lente obijetiva,
enquanto que a metade direita fica disponivel para visualizar a imagem
iluminada, esta imagem é magnificada e focalizada sobre um CCD (6), que a
disponibiliza em um monitor de video.

Os dois microscépios especulares mencionados cumprem muito bem

seus objetivos, porém, o microscépio apresentado na Figura 13, além de
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possuir magnificagdo variada, ele também tem a vantagem de poder ser usado
tanto na clinica médica quanto em Banco de Olhos.

Previamente a apresentacéo do sistema desenvolvido nesta dissertagao,
que sera descrita no capitulo 4, vale a pena remeter-se ao Apéndice Il, para
uma leitura sobre nogdes de avaliagbes oticas, para facilitar o entendimento do
desenvolvimento da oética de nosso sistema, que foi projetado utilizando-se um

software comercial ZEMAX-XE da ZEMAX Development Corporation.
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4 - SISTEMA DESENVOLVIDO

O trabalho como um todo, teve como objetivo projetar e montar um

Microscépio Especular para Banco de Olhos com multiplas magnificagdes, sem
perder qualidade de imagem. Um software dedicado®®, desenvolvido no nosso
grupo, foi incorporado. Ele realiza o reconhecimento e a contagem das células
endoteliais da coérnea para a realizacdo das analises necessarias, que
possibilitardo a indicacdo da cornea para o transplante.
Os Materiais utilizados para a elaboragao deste projeto foram:
» Software Comercial de desenho 6ptico: ZEMAX Optical Design Program
da ZEMAX Development Corporation.
» Microcomputador (PC) Pentium I, 166MHZ, 16 MB de RAM

» Camera CCD WATEC-902-HS de 1/2", que possui uma sensibilidade de
0,00015lux, resolucdo de 570 linhas de TV, 380K pixels e relagao
sinal/ruido maior do que 50dB

» Placa de captura de video Meteor | da Matrox.

» Lentes de diversos poderes didptricos

» Suportes para lente

» Diafragmas

» Laser Vermelho para alinhamento 6tico

» Lampadas diversas

> Bancada Otica de Granito

» Microscoépio Especular Konan EKA-98, para comparagdes de medidas

» Corneas

Em trabalhos anteriores'2), foi desenvolvido por mim e pela equipe do
Laboratério de Fisica Oftalmica, uma otica para Lampada de Fenda, onde
objetivo era torna-la um microscépio especular “in vitro”. Uma das lentes de
magnificagdo do sistema desenvolvida naquele sistema, foi premiada(®3-34), Tal
experimento serviu para direcionar o desenvolvimento do atual sistema.

A metodologia do desenvolvimento deste equipamento fica subdividida
em 3 partes: sistema Optico (projeto e montagem), sistema de captura de
imagem (disponibilizagcdo da imagem em um monitor de video) e sistema
computacional (software de determinagdo da densidade celular e dos indices

de pleomorfismo e polimegatismo).
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4.1 PROJETO OPTICO

O sistema o6ptico ¢ dividido em duas partes:

1. Sistema de lluminagédo que projeta um feixe de luz em forma de fenda
sobre a cornea a ser avaliada.

2. Sistema de magnificacdo que amplia a regido da cérnea iluminada pelo
sistema de iluminagcdo e disponibiliza esta imagem ampliada para o
sistema de Captura de Imagem.

Todo o sistema 6ptico foi projetado com a ajuda do software dedicado de
desenho optico ZEMAX Optical Design Program. Foram realizados 6 (seis)
projetos opticos, sendo 1 para o sistema de iluminagao e 5 para o sistema de
magnificagcdo, (um projeto para cada magnificagdo diferente do microscopio
especular, onde as magnificagdes sao: 20x, 30x, 63x, 136x e 205x).

A Figura 15 ilustra o diagrama de blocos do sistema projetado como um
todo. Em (1) tem-se a fonte de luz do sistema de iluminag&o, que consiste de
uma lampada incandescente, em (2) tem-se a lente que condensa o feixe de
luz e o projeta sobre a superficie do diafragma; em (3) tem-se o diafragma em
forma de fenda, com regulagem de largura de abertura, e o diafragma circular
com regulagem do diametro de abertura; em (4) tem-se a lente de projegao
onde, sua fungao é projetar sobre a superficie da cérnea uma fenda retangular
de luz; (5) é a coérnea observada; em (6) tem-se a objetiva do microscopio
especular (M.E.); O plano de imagem da fenda de luz, que é projetado na
cornea coincide com o plano focal da objetiva do M.E.; em (7) tem-se o sistema
de multi-magnificagdo do M.E., onde este sistema é composto por dois
telescopio Galileanos; (8) € um diafragma com abertura circular variavel que
controla a quantidade de luz que entra no sistema; em (9) tem-se o sistema de
magnificagao definitivo do M.E., que também pode ser chamada de “ocular”, e;
em (10) tem-se o sensor C.C.D. que, com a ajuda de uma placa de captura de

video, permite visualizar a imagem em um monitor de computador.
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Figura 15: Diagrama esquematico do microscépio especular projetado.

A seguir serdo apresentados os 6 (seis) projetos Opticos para o
microscopio especular, um para o sistema de iluminagdo e um para cada
sistema de magnificagao diferente (05 magnificagdes).

Cada projeto 6ptico é formado por:

» Descricao de dados

» Desenho esquematico do sistema optico
Para projetar um sistema o6ptico no ZEMAX Optical Design Program o
usuario deve entrar com os principais parametros para a proje¢cao do
sistema, Figura 1.10, (Apéndice I), que ilustra a tabela apresentada para

o usuario do software. Séo eles:

» Raio de curvatura de cada superficie da lente;
» Espessura da lente;

» Diametro das lentes;
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Distancia entre as lentes;

Distancia entre o plano do objeto e a 12 superficie do sistema.
Tamanho do objeto.

Superficie de Stop

indice de refracdo do material a compor a lente;

Diametro da pupila de entrada do sistema,;

YV V. V V V V V

Onda primaria: comprimento de onda principal que o sistema estara

trabalhando;

4.1.1 - SISTEMA DE ILUMINACAO

Como ja comentado, o sistema foi projetado em partes. A primeira delas,
foi o sistema de iluminagdo da cornea, em forma de fenda e em angulo, cujo
angulo ideal de iluminagao foi de 60°.

A tabela 1 traz os dados gerais do projeto sistema de iluminacéao, que é
composto por: 01 lampada, 01 lente condensadora, 01 lente de projecao, 01
diafragma, 01 fenda retangular com largura variavel e 01 fenda circular com

didmetro variavel.

Tabela 1: Dados gerais do sistema de iluminagao.

Numero de Superficies 16

Superficie de Stop 1

Abertura do Sistema 10

Catalago de Vidros Schott, schottv, schott 2000
Comprimento Focal Efetivo 41.147
Comprimento Focal Posterior |-27.62242
Magnificagcao Paraxial -4.704349
Diametro da pupila de entrada |10

Onda Primaria 0.5875618 microns
Unidade de Medida Milimetros
Magnificagdo Angular 1.97471

A tabela 2 traz os dados das superficies de cada lente do sistema de

iluminacéao inseridos através do editor de dados de lentes do software.
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Tabela 2: Dados das superficies de cada lente do sistema de iluminagao.

Superficie Tipo Comentarios Raio Espessura Vidro Diametro
oBJ STANDARD Infinity 90 1.110728
STO STANDARD 60 8.603477 BK7 10.0259

2 STANDARD --60 1 10.21957
3 STANDARD | DIAFCIRC Infinity 1 10.15534
VARIAV
4 STANDARD | DIAF RETA Infinity 13 10.10261
VARIAV
5 STANDARD Infinity 37 9.41712
6 COORDBRK 0 - 0
7 STANDARD Infinity 0 MIRROR 25
8 COORDBRK -39.3 - 0
9 STANDARD -85 -5 Bk7 25.64017
10 STANDARD 25 -4 F2 25.51495
11 STANDARD -50 -25.64358 25.47408
12 STANDARD Infinity -40 4.901665
13 COORDBRK 0 - 0
14 STANDARD Infinity 0 MIRROR 25
15 COORDBRK 90 - 0
IMA STANDARD Infinity 5.296677

A tabela 3 traz os pontos cardinais (pontos principais do eixo de um
sistema Optico) do sistema de iluminagdo. Estes pontos sdo calculados pelo

software. Na tabela 3 a posi¢cao do objeto € medida em relagéo a superficie 1e

a posic¢ao da Imagem é medida com relagao a superficie da imagem

Tabela 3: Dados referentes aos pontos cardinais do sistema de iluminagao.

Objeto (mm) Imagem (mm)
Ponto focal -41.147004 41.147004
Plano Focal -81.253412 -183.266002
Plano Principal -40.106408 -224.413006
Plano Anti-Principal -122.400416 -142.118998
Plano Nodal -40.106408 -224.413006
Plano Anti-Nodal -122.400416 -142.118998

Para um maior detalhamento das superficies do sistema de iluminacao

vide apéndice 2, tabela Il-1.
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A seguir sdo apresentados os desenhos de cada lente que compde o
sistema de iluminagado, Figuras 16 e 17, e o desenho do projeto optico do
sistema de iluminagao desenvolvido, Figura 18.

A Figura 16 é o projeto da lente condensadora do sistema de iluminagao
do microscopio especular desenvolvido, e ilustra a tela apresentada no
software de desenho 6tico ZEMAX-XE.

A Figura 17 é o projeto da lente de projecéao do sistema de iluminagao do
microscopio especular desenvolvido e ilustra a tela apresentada no software de
desenho otico ZEMAX-XE .

RAOIUS RAO TOL IRE TOL C.A. OIA
EDCGE DIA MATERIAL
a0, @R@ER CX 0.0000 a.a 18, 8252
16,2198 BK?
-40 . 0888 Cx B.06a0 a.a 18,2126
1. ALL DIMEWSIONS IM MILLIMETERS
Z. MATERIAL PER MIL-G-174
3. PITCH POLISH TO TEST FLATE WITHIMN POWER

AMNO IRREGULARITY IMOICATED.

MANUFACTURE FERE MIL-0-13B30

. BEVEL EDGE: AT 45 DEG TO 1 MM
MAX FACE WIOTH

[

Figura 16: Desenho esquematico da lente condensadora do Sistema de lluminagao do
M.E
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AMD TREEGULARITY IMOICATED.
MAMUFACTURE PERE MIL-0-13B3@
HEVEL EOGEZ AT 45 OEG TO 1 MM
MAX FHCE WIOTH

EAOTUS EAD TOL IRE TOL C.A. OIA
EOGE DIA MATERIRL
-50 . @a@a CC B.000a @a.a 1@. 1553
25,5149 F2
25, BEad B .000a @.0 18, 2194
25,6482 BKT
-85 . 8800 CX @, 0088 A.a 18,8259
1. ALL DIMEMSIONS IW MILLIMETERS
2. MATERIRL PERE MIL-G-17H
3. PITCH POLISH TO TEST PLATE WITHIM POWER

Figura 17: Desenho esquematico da lente de proje¢ao do Sistema de lluminagdo do M.E.

4

Figura 18: Desenho esquematico do Sistema de lluminagéao do M.E.
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4.1.2 - MICROSCOPIO ESPECULAR DESENVOLVIDO
4.1.2.1 — MAGNIFICAGAO DE 20X

Para a magnificacdo de 20x da imagem obtida pelo sistema de
iluminagao e refletida especularmente pela cornea, foi projetado o sistema otico
composto por 1 lente objetiva, 1 telecépio galileano formado por 2 dubletos
(lente composta por dois indices de refragao diferentes e 3 raios de curvatura),
1 diafragma, 1 telescépio de lentes eretoras formado por 1 lente, 6 dubletos, 1

tripleto (lente composta por trés indices de refragédo e 4 raios de curvatura), e 1

prisma.

Os dados inseridos no software do ZEMAX-XE estdo apresentados nas

Tabelas 4 e 5.
Tabela 4: Dados gerais do sistema de magnificagdao de 20x.
Numero de Superficies 41
Superficie de Stop 1
Abertura do Sistema 15
Catalago de Vidros Schott, schottv, schott 2000
Comprimento Focal Efetivo 11.88341
Comprimento Focal Posterior 373.8807
Magnificagdo Paraxial -19.860510
Diametro da pupila de entrada 15
Onda Primaria 0.5875618 micron
Unidade de Medida Milimetros
Magnificagdo Angular -9.743827

Tabela 5: Dados das superficies de cada lente do sistema de magnificagao de 20x.

Superficie Tipo Comentario Raio Espessura Vidro Diametro
OoBJ STANDARD Infinity 116.3882 0.0004062715
STO STANDARD Infinity 5 BK7 37

2 STANDARD -62.22269 30 37
3 STANDARD -60.2 3 BASF2 9
4 STANDARD 81.343 6 FK3 9
5 STANDARD 160 126.8805 9
6 STANDARD 120 5 LAF22A 15
7 STANDARD 75 5 FK5 15
8 STANDARD -186.7249 30 15
9 STANDARD | DIAFRAGMA | Infinity 5 20
10 STANDARD Infinity 6 K10 20
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11 STANDARD -27.98414 3 F1 20
12 STANDARD 34.38204 4 F6 20
13 STANDARD -66.82272 | 118.7771 20
14 STANDARD -160 6 FK3 9
15 STANDARD -81.343 3 BASF2

16 STANDARD 60.2 10 9
17 STANDARD Infinity 6 K10 20
18 STANDARD -27.98414 3 F1 20
19 STANDARD 34.38204 4 F6 20
20 STANDARD -66.82271 | 118.7771 20
21 STANDARD -160 6 FK3 9
22 STANDARD -81.343 3 BASF2 9
23 STANDARD 60.2 20 9
24 COORDBRK 0 - 0
25 STANDARD Infinity 0 MIRROR 20
26 COORDBRK -20 - 0
27 STANDARD -130 -5 FK3 20
28 STANDARD 38.12157 -4 F6 20
29 STANDARD 83.47474 | -59.05749 20
30 STANDARD 150 -5 FK3 20
31 STANDARD -20.30485 -4 F6 20
32 STANDARD -36.3726 -10 20
33 STANDARD Infinity -5 BK7 20
34 STANDARD 62.22269 -27 20
35 STANDARD -120 -2 K10 20
36 STANDARD -110 -4 LAF22A 20
37 STANDARD -60 110 20
38 STANDARD 60 -4 LAF22A 20
39 STANDARD 110 -2 K10 20
40 STANDARD 120 -137.8702 20
IMA STANDARD Infinity 171.1484

A tabela 6 traz os pontos cardinais do sistema de magnificagdo de 20x.

Os pontos cardinais referente a posicdo do objeto € medida em relagdo a

superficie 1 e a posicdo da Imagem é medida com relacdo a superficie da

imagem.
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Tabela 6: Dados referentes aos pontos cardinais do sistema de magnificagao 20x.

Objeto (mm) Imagem (mm)
Ponto Focal -11.883409 -11.883409
Plano Focal -115.789876 236.010565
Plano Principal -103.906468 247.893974
Pano Anti-Principal -127.673285 224127156
Plano Nodal -127.673285 224127156
Plano Anti-Nodal -103.906468 247.893974

Para um maior detalhamento das superficies do sistema de
magnificagao de 20x vide apéndice 2, tabela II-2.

A seguir sao apresentados os desenhos do sistema objetiva/telescopio
galileano (Figura 19), do sistema responsavel pela magnificagdo definitiva do
microscopio especular (Figura 20) e o desenho do projeto éptico do sistema de
magnificagao de 20x, Figura 21.

O sistema O6ptico apresentado na Figura 20 € o mesmo para todos os
sistemas de magnificagdo do microscopio especular e possui um poder de
magnificacdo de —63.0x. O que varia de um sistema para outro € o poder de
magnificagcado do sistema objetiva/telescédpio galileano que para o sistema com

aumento de 20x possui um poder de magnificagao de —0.31x.

Figura 19: Sistema objetival/telescopio galileano do Microscépio Especular para

maghnificagao de 20x.
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Figura 20: Sistema Optico para aumento definitivo do Microscépio Especular.

Figura 21: Sistema Optico completo para o Microscépio Especular com magnificagio de
20x.
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4.1.2.2 - MAGNIFICAGAO DE 30X

Para a magnificacdo de 30x da imagem obtida pela reflexdo especular,

na cornea, da luz vinda do sistema iluminagéo, foi projetado o sistema oético

composto por 1 lente objetiva, 1 telecépio galileano formado por 2 dubletos, 1

diafragma, 1 telescopio de lentes eretoras formado por 1 lente, 6 dubletos, 1

tripleto, e 1 prisma.

Os dados inseridos no software do ZEMAX-XE estdo apresentados nas

Tabelas 7 e 8.

Tabela 7: Dados gerais do sistema de magnificagdo de 30x.

Numero de Superficies 41

Superficie de Stop 1

Abertura do Sistema 20

Catalago de Vidros Schott, schottv, schott 2000
Comprimento Focal Efetivo 7.942981
Comprimento Focal Posterior |373.9252
Magnificagao Paraxial -29.73294
Diametro da pupila de entrada |20

Onda Primaria 0.5875618 micron
Unidade de Medida Milimetros
Magnificagdo Angular -14.6693

Tabela 8: Dados das superficies de cada lente do sistema de magnificagao de 30x.

Superficie Tipo Comentario Raio Espessura Vidro Diametro
OoBJ STANDARD Infinity 116.7851 0.0004076569
STO STANDARD Infinity 5 BK7 37

2 STANDARD -62.22269 30 37
3 STANDARD -101.1092 3 BASF2 15
4 STANDARD 110 6 FK3 15
5 STANDARD 180 97.23625 15
6 STANDARD 120 5 LAF22A 12
7 STANDARD 75 5 FK5 12
8 STANDARD -186.7249 10 12
9 STANDARD | DIAFRAGMA | Infinity 20
10 STANDARD Infinity 6 K10 20
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11 STANDARD -27.98414 3 F1 20
12 STANDARD 34.38204 4 F6 20
13 STANDARD -66.82272 | 118.7771 20
14 STANDARD -160 6 FK3 9
15 STANDARD -81.343 3 BASF2

16 STANDARD 60.2 10 9
17 STANDARD Infinity 6 K10 20
18 STANDARD -27.98414 3 F1 20
19 STANDARD 34.38204 4 F6 20
20 STANDARD -66.82271 | 118.7771 20
21 STANDARD -160 6 FK3 9
22 STANDARD -81.343 3 BASF2 9
23 STANDARD 60.2 20 9
24 COORDBRK 0 - 0
25 STANDARD Infinity 0 MIRROR 20
26 COORDBRK -20 - 0
27 STANDARD -130 -5 FK3 20
28 STANDARD 38.12157 -4 F6 20
29 STANDARD 83.47474 | -59.05749 20
30 STANDARD 150 -5 FK3 20
31 STANDARD -20.30485 -4 F6 20
32 STANDARD -36.3726 -10 20
33 STANDARD Infinity -5 BK7 20
34 STANDARD 62.22269 -27 20
35 STANDARD -120 -2 K10 20
36 STANDARD -110 -4 LAF22A 20
37 STANDARD -60 -110 20
38 STANDARD 60 -4 LAF22A 20
39 STANDARD 110 -2 K10 20
40 STANDARD 120 -137.7571 20
IMA STANDARD Infinity 171.1484

A tabela 9 traz os pontos cardinais do sistema de magnificagao de 30x.

Tabela 9: Dados referentes aos pontos cardinais do sistema de magnificagao de 30x.

Objeto (mm)

Imagem (mm)

Ponto Focal

-7.942981

-7.942981

Plano Focal

-116.517956

236.168164
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Plano Principal -108.574975 244 111145
Plano Anti-Principal -124.460937 228.225183
Plano Nodal -124.460937 228.225183
Plano Anti-Nodal -108.574975 244111145

Para um maior detalhamento das superficies do sistema de
magnificacao de 30x vide apéndice 2, tabela |I-3.

A seguir sao apresentados os desenhos do sistema objetiva/telescopio
galileano (Figura 22) que possui um poder de magnificagcdo de —0.47x e do

projeto optico do sistema de magnificagdo de 30x, Figura 23.

=
i

=
E

Figura 22: Objetiva do Microscépio Especular para magnificagao de 30x.
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Figura 23: Sistema Optico completo para o Microscépio Especular com magnificagao de
30x.

4.1.2.3 - MAGNIFICAGAO DE 63X

Para a magnificacdo de 63x da imagem obtida pela reflexdo especular,
na cornea, da luz proveniente do sistema iluminagéao, foi projetado o sistema
otico composto por 1 lente objetiva, 1 diafragma, 1 telescopio de lentes
eretoras formado por 1 lente, 6 dubletos, 1 tripleto, e 1 prisma.

Os dados inseridos no software do ZEMAX-XE estao apresentados nas
Tabelas 10 e 11.

Tabela 10: Dados gerais do sistema de magnificagao de 63x.

Numero de Superficies 35
Superficie de Stop 11
Abertura do Sistema 20
Catalago de Vidros Schott

Comprimento Focal Efetivo 3.724131

Comprimento Focal Posterior |371.1635

Magnificacao Paraxial -63.08986

Diametro da pupila de entrada |20
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Onda Primaria

0.5875618 micron

Unidade de Medida

Milimetros

Magnificagao Angular

5.933926

Tabela 11: Dados das superficies de cada lente do sistema de magnificagao de 63x.

Superficie Tipo Comentario Raio Espessura Vidro Diametro
OoBJ STANDARD Infinity 116.7851 0.0004076569
1 STANDARD Infinity 5 BK7 37
2 STANDARD -62.22269 30 37
3 STANDARD | DIAFRAGMA | Infinity 5 20
4 STANDARD Infinity 6 K10 20
5 STANDARD -27.98414 3 F1 20
6 STANDARD 34.38204 4 F6 20
7 STANDARD -66.82272 | 118.7771 20
8 STANDARD -160 6 FK3 9
9 STANDARD -81.343 3 BASF2

10 STANDARD 60.2 10 9
STO STANDARD Infinity 6 K10 20
12 STANDARD -27.98414 3 F1 20
13 STANDARD 34.38204 4 F6 20
14 STANDARD -66.82271 | 118.7771 20
15 STANDARD -160 6 FK3 9
16 STANDARD -81.343 3 BASF2 9
17 STANDARD 60.2 20 9
18 COORDBRK 0 - 0
19 STANDARD Infinity 0 MIRROR 20
20 COORDBRK -20 - 0
21 STANDARD -130 -5 FK3 20
22 STANDARD 38.12157 -4 F6 20
23 STANDARD 83.47474 | -59.05749 20
24 STANDARD 150 -5 FK3 20
25 STANDARD -20.30485 -4 F6 20
26 STANDARD -36.3726 -10 20
27 STANDARD Infinity -5 BK7 20
28 STANDARD 62.22269 -27 20
29 STANDARD -120 -2 K10 20
30 STANDARD -110 -4 LAF22A 20
31 STANDARD -60 -110 20

49




32 STANDARD 60 -4 LAF22A 20
33 STANDARD 110 -2 K10 20
34 STANDARD 120 -137.7571 20
IMA STANDARD Infinity 171.1484

A tabela 12 traz os pontos cardinais do sistema de magnificacdo de 63x.

Tabela 12: Dados referentes aos pontos cardinais do sistema de magnificagao de 63x.

Objeto (mm) Imagem (mm)
Ponto Focal -3.724131 -3.724131
Plano Focal -117.044871 234.954897
Plano Principal -113.320740 238.679028
Plano Anti-Principal -120.769002 231.230766
Plano Nodal -120.769002 231.230766
Plano Anti-Nodal -113.320740 238.679028

Para um maior detalhamento das superficies do sistema de
magnificagao de 63x vide apéndice 2, tabela 1l-4.

A seguir sdo apresentados o desenho da objetiva (Figura 24) que possui
um poder de magnificagdo de 1.0x e o desenho do projeto 6ptico do sistema de

magnificagao de 63x, Figura 25.

Figura 24: Objetiva do Microscopio Especular para magnificagao de 63x.
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Figura 25: Sistema Optico completo para o Microscépio Especular com magnificagdo de
63x.

4.1.2.4 - MAGNIFICAGAO DE 136X

Para a magnificagdo de 136x da imagem obtida pela reflexdo especular,
na cornea, da luz vinda do sistema iluminagéo, foi projetado o sistema oético
composto por 1 lente objetiva, 1 telecépio galileano formado por 2 dubletos, 1
diafragma, 1 telescopio de lentes eretoras formado por 1 lente, 6 dubletos, 1
tripleto, e 1 prisma.

Os dados inseridos no software do ZEMAX-XE estdo apresentados nas
Tabelas 13 e 14.

Tabela 13: Dados gerais do sistema de magnificagado de 136x.

Numero de Superficies 41
Superficie de Stop 1
Abertura do Sistema 20
Catalogo de Vidros Schott

Comprimento Focal Efetivo 1.740502

Comprimento Focal Posterior |374.798
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Magnificagao Paraxial -136.0041
Diadmetro da pupila de entrada |20

Onda Primaria 0.5875618 micron
Unidade de Medida Milimetros
Magnificagao Angular -67.23406

Tabela 14: Dados das superficies de cada lente do sistema de magnificagao de 136x.

Superficie Tipo Comentario Raio Espessura Vidro Diametro
OoBJ STANDARD Infinity 117.0338 0.000408525
STO STANDARD Infinity 5 BK7 37

2 STANDARD -62.22269 30 37
3 STANDARD 186.7249 5 FK5 15
4 STANDARD -75 5 LAF22A 15
5 STANDARD -120 97.23625 15
6 STANDARD -180 6 FK3 12
7 STANDARD -110 3 BASF2 12
8 STANDARD 101.1092 30 12
9 STANDARD |DIAFRAGMA | Infinity 5 20
10 STANDARD Infinity 6 K10 20
11 STANDARD -27.98414 3 F1 20
12 STANDARD 34.38204 4 F6 20
13 STANDARD -66.82272 | 118.7771 20
14 STANDARD -160 6 FK3 9

15 STANDARD -81.343 3 BASF2

16 STANDARD 60.2 10

17 STANDARD Infinity 6 K10 20
18 STANDARD -27.98414 3 F1 20
19 STANDARD 34.38204 4 F6 20
20 STANDARD -66.82271 | 118.7771 20
21 STANDARD -160 6 FK3 9

22 STANDARD -81.343 3 BASF2 9

23 STANDARD 60.2 20 9

24 COORDBRK 0 - 0

25 STANDARD Infinity 0 MIRROR 20
26 COORDBRK -20 - 0

27 STANDARD -130 -5 FK3 20
28 STANDARD 38.12157 -4 F6 20
29 STANDARD 83.47474 | -59.05749 20
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30 STANDARD 150 -5 FK3 20
31 STANDARD -20.30485 -4 F6 20
32 STANDARD -36.3726 -10 20
33 STANDARD Infinity -5 BK7 20
34 STANDARD 62.22269 -27 20
35 STANDARD -120 -2 K10 20
36 STANDARD -110 -4 LAF22A 20
37 STANDARD -60 -110 20
38 STANDARD 60 -4 LAF22A 20
39 STANDARD 110 -2 K10 20
40 STANDARD 120 -137.7571 20
IMA STANDARD Infinity 171.1484

A tabela 15 traz os pontos cardinais do sistema de magnificacdo de 63x.

Tabela 15: Dados referentes aos pontos cardinais do sistema de magnificagido de 136x.

Objeto (mm)

Imagem (mm)

Ponto Focal -1.740502 -1.740502

Plano Focal -117.021003 236.715364
Plano Principal -115.280501 238.455865
Plano Anti-Principal -118.761504 234.974862
Plano Nodal -118.761504 234.974862
Plano Anti-Nodal -115.280501 238.455865

Para um maior

magnificacado de 136x vide apéndice 2, tabela II-5.

detalhamento das superficies do sistema de

A seguir sdo apresentados o desenho do sistema objetiva/telescépio

galileano (Figura 26), que possui um poder de magnificagcdo de 2.16x e o

desenho do projeto 6ptico do sistema de magnificagao de 136x, Figura 27.
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Figura 26: Objetiva do Microscépio Especular para magnificagao de 136x.

Figura 27: Sistema Optico completo para o Microscépio Especular com magnificagio de
136x.
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4.1.2.5 - MAGNIFICAGAO DE 205X

Para a magnificacdo de 205x da imagem obtida pela reflexdo especular,

na cornea, da luz vinda do sistema iluminagéo, foi projetado o sistema oético

composto por 1 lente objetiva, 1 telecépio galileano formado por 2 dubletos, 1

diafragma, 1 telescopio de lentes eretoras formado por 1 lente, 6 dubletos, 1

tripleto, e 1 prisma.

Os dados inseridos no software do ZEMAX-XE estdo apresentados nas

Tabelas 16 e 17.

Tabela 16: Dados gerais do sistema de magnificagao de 205x.

Numero de Superficies 41
Superficie de Stop 1

Abertura do Sistema 20
Catalogo de Vidros Schott
Comprimento Focal Efetivo 1.16035
Comprimento Focal Posterior |376.1903
Magnificagao Paraxial --204.6047
Diadmetro da pupila de entrada |20

Onda Primaria 0.5875618 micron
Unidade de Medida Milimetros
Magnificagao Angular -100.8559

Tabela 17: Dados das superficies de cada lente do sistema de magnificagdo de 205x.

Superficie Tipo Comentario Raio Espessura | Vidro | Diametro
OBJ STANDARD Infinity 117.0338 0.000408525
STO STANDARD Infinity 5 BK7 37

2 STANDARD -62.22269 30 37
3 STANDARD 186.7249 5 FK5 15
4 STANDARD -75 5 LAF22A 15
5 STANDARD -120 126.8805 15
6 STANDARD -160 6 FK3 9
7 STANDARD -81.343 3 BASF2 9
8 STANDARD 60.2 30 9
9 STANDARD diafragma Infinity 5 20
10 STANDARD Infinity 6 K10 20
11 STANDARD -27.98414 3 F1 20
12 STANDARD 34.38204 4 F6 20
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13 STANDARD -66.82272 118.7771 20
14 STANDARD -160 6 FK3
15 STANDARD -81.343 3 BASF2
16 STANDARD 60.2 10
17 STANDARD Infinity 6 K10 20
18 STANDARD -27.98414 3 F1 20
19 STANDARD 34.38204 4 F6 20
20 STANDARD -66.82271 118.7771 20
21 STANDARD -160 6 FK3 9
22 STANDARD -81.343 3 BASF2 9
23 STANDARD 60.2 20 9
24 COORDBRK - 0 -
25 STANDARD Infinity 0 MIRROR 20
26 COORDBRK - -20 -
27 STANDARD -130 -5 FK3 20
28 STANDARD 38.12157 -4 F6 20
29 STANDARD 83.47474 -59.05749 20
30 STANDARD 150 -5 FK3 20
31 STANDARD -20.30485 -4 F6 20
32 STANDARD -36.3726 -10 20
33 STANDARD Infinity -5 BK7 20
34 STANDARD 62.22269 -27 20
35 STANDARD -120 -2 K10 20
36 STANDARD -110 -4 LAF22A 20
37 STANDARD -60 -110 20
38 STANDARD 60 -4 LAF22A 20
39 STANDARD 110 -2 K10 20
40 STANDARD 120 -138.7771 20
IMA STANDARD Infinity 15.01365

A tabela 18 traz

205x.

os pontos cardinais do sistema de magnificacédo de

Tabela 18: Dados referentes aos pontos cardinais do sistema de magnificagao de 205.

Objeto (mm)

Imagem (mm)

Ponto Focal

-1.160350

-1.160350

Plano Focal

-117.028129

237.413127
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Plano Principal -115.867779 238.573477
Plano Anti-Principal -118.188479 236.252777
Plano Nodal -118.188479 236.252777
Plano Anti-Nodal -115.867779 238.573477

Para um maior detalhamento das superficies do sistema de
magnificagao de 204x vide apéndice 2, tabela |I-6.

A seguir sdo apresentados o desenho do sistema objetiva/telescépio
galileano (Figura 28), que possui um poder de magnificagcdo de 3.2x e o

desenho do projeto dptico do sistema de magnificagao de 205x, Figura 29.

T

Figura 28: Objetiva do Microscopio Especular para magnificagao de 205x.
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Figura 29: Sistema Optico completo para o Microscépio Especular com magnificagio de
205x.

4.2 MONTAGEM DO SISTEMA OTICO

A confecgao do sistema O6ptico foi feito a partir de lentes existentes no
L.F.O., de sucatas de Lampadas de Fenda adquiridas no depésito do HC-
FMRP/USP e de pecas confeccionadas em oficina de precisdo. Para a
elaboragdo dos projetos opticos foi levado em consideragcédo, quando possivel,
o material 6ptico disponivel no LFO.

O sistema de captura de imagem é composto por uma camera CCD da
WATEC-902-HS (Figura 30), de area de sensor de 1/2", que possui uma
sensibilidade de 0,00015lux, resolucdo de 570 linhas de tv, 380K Pixels e
relagao sinal/ruido maior do que 50dB e por uma placa de captura de video
Meteor | da Matrox.

A imagem disponibilizada pelo sistema de magnificagao é detectada pelo
CCD e transmitida para a placa de captura de video que disponibiliza a imagem

num monitor de um micro computador do tipo PC em tempo real.
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos
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Figura 30: (a) foto do CCD utilizado; (b) curva caracteristica de resposta do CCD para os

varios comprimentos de onda, onde o sistema RGB é mostrado (red, green, blue).

Figura 31: Foto do Microscépio Especular montado em Bancada Optica

4.3 SOFTWARE DE MICROSCOPIA ESPECULAR UTILIZADO
4.3.1 DENSIDADE CELULAR

Parte do sistema computacional € composto por um software de
contagem de células endoteliais in vifro em Lampada de Fenda e com banco
de dados.

Este software possui um algoritmo para a determinagdo automatica ou
interativa da densidade celular. Para a contagem interativa o usuario desenha
em uma determinada area da imagem da camada endotelial uma janela
envolvendo algumas células (da ordem de 30 células), vide Figura 32, e marca

com o0 mouse as células que estdo contidas naquela janela. Entéo, seleciona a
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos

opgdo CALCULAR e o programa estima o numero de células/mm? existentes

naquela cornea. Para a contagem automatica basta que o usuario desenhe

numa determinada area da imagem da camada endotelial, uma janela

envolvendo algumas células (da ordem de 30 células), e a seguir, seleciona a

opgdo CONTAR e o programa estima o numero de células/mm? existentes

naquela cornea, vide Figura 33.

4F Tela de Contagem Interativa

Diznsidads ;0 Células/mm?

bl

Carregar Imagem

Selecionar Regido

Salvar Imagem

L A |

Sair

Figura 32: Tela do sistema de contagem interativo utilizando o método de sele¢ao de

area por retangulo.
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Figura 33: Tela do Sistema Automatico de Calculo de Densidade de Células Endoteliais.
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O sistema permite ainda que o usuario possa, ao invés de desenhar uma
janela envolvendo as células, desenhar livremente um contorno que envolva as
células sem que este contorno delimite algumas delas pela metade, como é o

caso da janela, tornando ainda melhor a precisdo das medidas®.

4.3.2 INDICES DE PLEOMORFISMO E POLIMEGATISMO®)
Utilizando os resultados disponibilizados pelo sistema de calculo de

densidade celular, foram desenvolvidos, em projetos anteriores do grupo (' -2),
dois programas (em Delphi) para calcular a variagdo no tamanho
(Polimegatismo) e no formato (Pleomorfismo) nas imagens da camada
endotelial da cornea, obtidas pela La&mpada de Fenda (LF).

Estes programas foram fundidos ao programa para calculo da densidade
de células da coérnea, na tela do programa principal foram acrescentados os
icones de “Pleomorfismo” e “Polimegatismo”, vide Figura 34. Estas fungbes so
podem ser utilizadas apds o programa principal detectar e identificar as células,

pois elas utilizam estes resultados como parametros de entrada para executar

a analise.

Tela de Contagem Automatica E

Carregar Imagem

Selecionar Regido

Remover Célula

Inzerir Célula

Palimegatismo

N

Fleomorfisma

Tamanho Elemento
Estruturante

2

[Earitar

Salvar

Diznzidads o 12701 Celulas/mm? Sair

Figura 34: icones para calculo de Polimegatismo e Pleomorfismo acrescentados a tela

principal
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4.3.2.1 POLIMEGATISMO

Apés o programa principal realizar a identificagdo das células, ele gera
uma imagem final resultante, Figura 35, onde todas as células estédo
identificadas como regides continuas com tonalidades em cinza, diferentes.

A partir deste momento a fungao para analise de Polimegatismo percorre
a imagem procurando o numero total de pixels rotulados, que existe para cada
cor de identificacdo. Entdo, valores multiplica-se o valor de calibragéo de area
por eles e obtém-se o valor da area que cada célula tem®), permitindo assim,
tracar um grafico, Figura 36, onde observa-se a distribuicdo de area entre as

células presentes na imagem.

Figura 35: Imagem das células identificadas.?
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Figura 36: Grafico da distribuicdo de area (Polimegatismo) entre as células presentes na

imagem.®
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4.3.2.2 PLEOMORFISMO

Utilizando o resultado obtido pelo programa principal, Figura 34, o
programa para analise de Pleomorfismo executa uma sequéncia de calculos,
descritos na tese de doutorado de Cesar A. Cardoso Caetano, para obter o
valor do raio do maior circulo inscrito na imagem da célula e o valor do raio do
menor circulo circunscrito a mesma célula. Entdo, calcula-se a razéo entre o
raio menor e o raio maior e constréi-se um grafico, onde é possivel observar o
comportamento morfolégico das células examinadas na imagem.

Tanto o indice de Pleomorfismo como o de Polimegatismo indicam ao
clinico que pode ter ocorrido uma grande morte de células na regido analisada
e isso pode ser um forte indicio sobre a qualidade da cérnea examinada. Estes
valores agregam ao valor de densidade celular, valores quantitativos que
possibilitam ao examinador estabelecer um laudo mais preciso e confiavel ja
que, este dispde de informacgdes de distribuicdo (densidade), forma e tamanho.

O processo citado é realizado para todas as imagens rotuladas, das
células encontradas na imagem analisada. Apos concluir a analise, um vetor
com os valores do indice de pleomorfismo esta criado e seus valores sao
utilizados para gerar um grafico, onde é possivel observar as variagbes de

formato no conjunto de células analisadas, (Figura 33).

Pleomoilizmo f

Pleomorfismo

0 5§ 10 15 20 2B I I w0 45 W 55
Célula

5.,

Figura 37: Grafico da distribuicao de variagdo de formato (Pleomorfismo) entre as

células presentes na imagem.?
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5 - RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados os resultados do sistema dético

projetado, que contém as analises das aberra¢des, dos diagramas de spot, e
da distribuicdo de energia na imagem dos 6 projetos oticos do microscopio
especular; os resultados da montagem do sistema em bancada 6tica, as
imagens obtidas pelo sistema desenvolvido de reticulos de calibragcdo e de

corneas humanas.

5.1 — AVALIACAO DO SISTEMA PROJETADO
5.1.1 SISTEMA DE ILUMINAGAO
Nesta parte do projeto séo feitas as avaliagdes do sistema de iluminagao

projetado para o M.E. (consulte o Apéndice | para maiores esclarecimentos
referente as avaliagdes opticas). Sdo elas:
» Ray Fan (Demonstra a aberracéo de raio como fungcéo das coordenadas
da pupila);
» OPD Fan (Demonstra a diferenga de caminho éptico como fungéo das
coordenadas da pupila);
» Pupil Aberration Fan (Demonstra as distor¢des que ocorrem como
funcdo das coordenadas da pupila de entrada);
» Spot Diagram (Demonstra através de um diagrama de spot as
aberragdes do sistema);
» Through Focus Spot Diagram (Demonstra a variagdo do diagrama de
spot com a variagao do plano focal da imagem);
» FFT PSF Cross Section (Demonstra uma segao transversal do solido de
distribuicdo da energia calculado a partir de um algoritmo FFT);

» Image Diagram (Simula uma imagem produzida pelo sistema 6ptico);

5.1.1.1 — AVALIAGAO DE ABERRAGOES

Podem ser observadas na Figura 38 as aberragdes de raio que ocorrem
em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de iluminagdo. Como
ilustrado pelo grafico esta aberragao possui um valor aproximado de 64um,
este valor indica a distancia entre o ponto focal referente aos raios da borda e o
ponto focal referente aos raios paraxiais da lente (o ideal seria que fosse zero).
Na Figura 39 observa-se a diferenga de caminho 6ptico que ocorre em fungéo
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das coordenadas x e y da pupila do sistema de iluminagdo. Como ilustrado pelo

grafico, a diferenga de caminho 6ptico possui um valor aproximado de -0.64

unidade de onda (waves). Na Figura 40 observam-se as distorgbes que

ocorrem na imagem como fungdo das coordenadas da pupila de entrada do

sistema de iluminacdo. Estas distorgcbes possuem um valor aproximado de

0.22%

=
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Figura 38: Aberragao de Raio do Sistema de lluminagao do M.E., em X ele atinge uma

escala maxima de 20 microns.
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Figura 39: OPD Fan do Sistema de lluminagido do M.E.
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Figura 40: Aberragao de Pupila de Entrada do Sistema de lluminagédo do M.E.

5.1.1.2 — AVALIAGAO POR DIAGRAMAS DE SPOTS
Nas Figuras 41 e 42 podem-se avaliar as aberragbes do sistema de

iluminagao pelo diagrama de spot. Na Figura 41 observam-se dois diagramas

de spot: em a tem-se a fenda retangular, com abertura maxima e; em b, com

abertura minima. Em a o diagrama apresenta um raio de 63.685um e, em b,

apresenta um raio de 63.186um (esta diminuicao no didmetro do spot ocorre

devido a diminuicdo de raios no sistema, diminuindo, conseqlientemente, as

aberragdes). Nota-se em a o aspecto circular do diagrama do sistema,

indicando que ele esta livre de astigmatismo. Na Figura 42 pode-se observar

que a variacao entre o didmetro do spot e a do plano focal é inexistente, pois o

raio do spot se mantém a 63.685um.
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Figura 41: Diagrama de Spot do Sistema de lluminag¢ao do M.E. (a) Diagrama de Spot
com a abertura maxima da fenda retangular (5mm de largura). (b) Diagrama de spot com

a abertura minima da fenda retangular (0.5mm de largura).
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Figura 42: Variagdo do Diagrama de Spot com a variagao do plano focal da imagem do

Sistema de lluminagao do M.E.

5.1.1.3 — AVALIAGAO DA DISTRIBUIGAO DE ENERGIA NA IMAGEM

Na Figura 43 temos uma secéao transversal do sélido de distribuicdo da
energia calculado a partir de um algoritmo FFT. Pode-se observar que a maior
parte da energia se concentra no pico central, o que leva a afirmar que o
sistema possui um 6timo padréao de difragdo, uma vez que um sistema 6timo

possui em torno de 84% de energia no pico central (vide apéndice Il).
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Figura 43: Secéao Transversal da FFT-PSF do Sistema de lluminagao do M.E.
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5.1.1.4 — AVALIAGAO DA IMAGEM

Na Figura 44 tem-se a simulagdo da imagem de uma letra que seria

produzida pelo sistema de iluminacdo do M.E., se fosse observada através

dele. Por esta Figura pode-se verificar o quanto a imagem esta nitida e livre de

aberracdes.

Figura 44: Simulagao da imagem produzida pelo Sistema de lluminag¢ao do M.E., quando

a letra “F” é o objeto de observagao.

Analogamente, para os sistemas de magnificacbes, as analises sao

realizadas e estio mostradas sucintamente na tabela 19.

As Figuras detalhadas destas analises dos sistemas de magnificagdo

estdo no Apéndice IV.

Tabela 19: Dados relativos as aberragées apresentadas pelo Zemax para os sistemas

opticos de magnificagao do Microscoépio Especular.

20x 30x 63x 136x 204x
Aberragio de Raio (um) 260 200 190 300 25
Diferenga de Caminho Optico -0.056 | -0.032 | -0.05 | 0.025 | 0.0005
(unidade de onda)
Aberragio de Pupila (%) 0 0.06 0 0
Diametro do Diagrama de Spot (um) 0 0 106.776
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5.2 AVALIACAO DO SISTEMA DE MICROSCOPIA ESPECULAR

Nesta parte do projeto é feita a apresentagdo do sistema de microscopia
especular montado na bancada oOptica e sao feitas também as avaliagbes das
imagens de reticulos de calibragdo e de cérneas humanas doadas (cedidas ao
L.F.O. pelo Banco de Olhos do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto),

imagens estas capturadas através do sistema montado em bancada otica.

5.2.1 SISTEMA DE MICROSCOPIA ESPECULAR MONTADO EM BANCADA OPTICA
O sistema montado em bancada, a partir do projeto de desenho &tico

descrito no capitulo 4, e avaliado nos itens anteriores deste capitulo esta
ilustrado através da foto da Figura 45, onde a numeragédo correspondente é
descrita por:

1 é o sistema de iluminagéo;

2 € o suporte para frasco preservativo de cornea;

3 é o frasco preservativo de cornea,;

4 é o sistema objetiva/telescopio Galileano;

5 é o telescopio de lentes eretoras;

6 € a camara C.C.D;

7 € o monitor do computador, que contém a placa de captura de video e

o software para tratamento e visualizagao das imagens capturadas

Figura 45: Foto do Sistema de Microscépio Especular montado em Bancada Optica
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A Figura 46 traz em destaque os principais componentes do sistema de
iluminagdo do microscopio especular. O sistema de iluminacdo esta
representado por 1, o suporte para frasco preservativo de coérnea, por 2, o

frasco preservativo de cérnea, por 3, e por 4, a objetiva do M.E.

f; I‘
-
8 ; R -

Figura 46: Foto do Sistema de Microscépio Especular montado em Bancada Optica,

destacando o sistema de iluminagao, o suporte para o frasco preservativo, e a objetiva.

Na Figura 47, temos a foto em destaque do sistema objetiva/telescédpio

galileano do M.E.

Figura 47: Foto do Sistema Objetiva/Telescopio Galileano do M.E.
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O botdo branco na Figura 47 serve para girar os dois telescopios
Galileano e proporcionar as cinco magnificagbes oferecidas pelo M.E.. O
sistema de microscopia especular montado em bancada Optica possui
magnificagdes reais de 24x, 40x, 64x, 100x e 160x.

As varias magnificagcbes foram mensuradas, com precisdo, através de
comparagao da imagem obtida por um sistema padrao calibrado em 25X.

Estas magnificacbes reais diferentes da projetada ocorreram devido ao
fato das lentes confeccionadas ndo estarem com a exatiddo de foco, como é
em um projeto, e, portanto, as distdncias entre os componentes 6ticos foram
ligeiramente alteradas, ndo fugindo de forma relevante do projeto original. A
propagacao destas imprecisdes leva a alteracbes na magnificagdo final do
sistema, principalmente por se tratar de um sistema de aumento. Como a
magnificacdo maior do sistema ficou sendo exatamente a magnificagdo
adotada comercialmente, 160X, resolveu-se que a montagem em bancada
prosseguiria desta forma.

Na Figura 48 temos um desenho esquematico de como estao dispostos
os telescopios Galileanos Quando se deseja mudar a magnificagdo do M.E.,
basta girar o botdo, cada telescopio Galileano possui dois aumentos:

» O telescoépio 1: proporciona magnificagao final de 24x e 160x.
» O telescoépio 2: proporciona magnificagao final de 40x e 100x
Para o aumento de 64x nao se tem o telescopio Galileano, dai o

motivo do sistema 6ptico do M.E. possuir o mesmo aumento duas vezes.
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Figura 48:Desenho esquematico do Sistema Objetiva/Telescépio galileano do M.E.
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A Figura 49 mostra em destaque o sistema de magnificagdo do sistema
de microscopia especular e de obtengdo das imagens no CCD. Nesta foto
pode-se observar em 1 o sistema Obijetiva/telescopio Galileano, que
proporciona as multi-magnificacbes do sistema; em 2 o sistema de
magnificagcado definitiva de 64x, que é formado por um telescépio de lentes
eretoras; e em 3 a cdmara C.C.D.

Figura 49: Foto em destaque do Sistema de magnificagdo do M.E.

52.2 AVALIACAO DE IMAGENS CAPTADAS PELO SISTEMA DE MICROSCOPIA
ESPECULAR MONTADO EM BANCADA OPTICA

Uma vez montado o microscopio especular em bancada O6ptica, foi
realizada a calibragao do sistema. O método utilizado para realizar a calibragao
do M.E. foi capturar imagens de reticulos de precisdo, para realizagdo dos
devidos ajustes. O primeiro reticulo utilizado foi um da Edmunds Scientific, com
graduagdo de 0.1mm, fixado sobre a superficie de um vidro plano e
transparente

Nas Figuras 50 e 51 podem-se observar as fotos capturadas pelo
sistema de microscopia especular. A Figura 50 apresenta duas fotos: em a

tem-se a imagem do reticulo com magnificagdo de 40x e, em b, com
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magnificacdo de 64x. Na Figura 51 tem-se em a a imagem do reticulo com
magnificagado de 100x e, em b, com magnificacdo de 160x.
E possivel observar que tanto na Figura 50 quanto na Figura 51 as fotos

sao nitidas e livres de aberracoes.

P T

(a) S (b)
Figura 50: Reticulo calibrador plano com graduagcao de 0.1mm, da Edmunds Scientific.
(a) Foto capturada pelo M.E., com magnificagdao de 40x. (b) Foto capturada pelo M.E.,

com magnificagdo de 64x.

(a) (1)
Figura 51: Reticulo calibrador plano com graduagdo de 0.1mm, da Edmunds Scientific.
(a) Foto capturada pelo M.E. com magnificagao de 100x. (b) Foto capturada pelo M.E.

com magnificagao de 160x.
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O reticulo utilizado para capturar as imagens apresentadas nas Figuras
50 e 51 foi colocado dentro do suporte para frasco preservativo de cérnea, e
com a face do reticulo voltada para a objetiva do M.E.. Este processo
colaborou para a captura de uma imagem nitida, ja que entre a face anterior da
objetiva e face do reticulo existe apenas o meio ambiente.

O passo seguinte foi utilizar um reticulo padrédo, utilizado em
microscopios especulares comerciais, com uma grade reticular com dimenséao
tdo pequena quanto a de uma célula endotelial. Tendo em vista que uma célula
endotelial mede em torno de 16um, utilizamos um reticulo com 50 um de
graduacéo.

Este segundo reticulo, da Bioptics, além de sua graduagdo adequada,
possui uma peculiaridade: ele € depositado sobre uma calota-esférica de vidro,
com raio de curvatura em torno de 7,8mm (raio de curvatura aproximado da
cérnea humana), o que permitiu fazer uma simulagdo bem proxima da coérnea.
O reticulo foi colocado dentro de um frasco com o liquido rosado, preservativo
OPTISOL para preservacao de coérneas, cedido pelo Banco de Olhos do
HCRP. As imagens capturadas podem ser observadas na Figura 52.

Observando as imagens da Figura 52, pode-se observar que estas
também sao imagens nitidas e livres de aberragbes, porém vale lembrar que
mesmo simulando todas as condi¢des em que a imagem da camada de células
endoteliais é capturada, a reflexdo na superficie do reticulo calibrador ainda é
bem maior (10%) do que a reflexdo proporcionada pela camada de células

endoteliais da cornea (0.022%).
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(c) ." (d)

Figura 52: Reticulo calibrador semi-esférico com graduagao de 50 um, da Bioptics. Foto
capturada pelo M.E. com magnificagao de: (a) 24x, (b) 40x, (c) 64x, (d) 100x, (e) 160x.

Uma vez ajustado o sistema de microscopia especular para a
visualizagdo do reticulo semi esférico, passou-se a visualizagdo de cdérneas
doadas, gentilmente cedidas pelo Banco de Olhos do Hospital das Clinicas de
Ribeirao Preto. As coérneas fornecidas pelo Banco de Olhos foram as

preservadas, que sao aprovadas num pré-processo de avaliacdo de cérneas
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doadas. As corneas liberadas para preservacado sao colocadas em frasco com
liquido rosado preservativo (OPTISOL) e mantidas refrigeradas.

Como o processo de retirada de uma cérnea é bastante caro para o
Banco de Olhos, o processo de retirada de coérneas que seriam desprezadas,
devido a causa da morte, nao foi adotado por este motivo.

O tempo de uso também é limitado, pois a cérnea deve retornar a
refrigeracdo em 20 minutos, evitando desta forma a perda do tecido. Dentro
destes 20 minutos é preciso esperar de 7 a 10 minutos para que a cérnea atinja
a temperatura ambiente e restabelega as condigdes para visualizagdo do
endotélio.

A visualizagdo das células endoteliais da cornea podem ser guiadas
através dos clardes observados em magnificagdes inferiores a 100X. Desta
forma o usuario percorre a cornea até encontrar este clarao (vide Figura 53) e a
partir dai, escolhe uma magnificagdo maior para observar o endotélio.

A Figura 54 mostra as imagens da camada de células endoteliais da

cérnea para uma magnificagdo de 100x e 160X.

Figura 53:Camada de células endoteliais da céornea. Magnificagao de 64x. Cérnea cedida
pelo Banco de Olhos do HCRP em 03/02/2004.
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(a)

(b)
Figura 54:Camada de células endoteliais da cornea. Cornea cedida pelo Banco de Olhos
do HCRP em 03/02/2004. (a) Magnificagao de 100x; (b) Magnificagdo de 160x.

Na Figura 55 tem-se uma outra sequéncia de imagens, capturadas pelo
microscopio especular, de uma cornea doada e cedida pelo Banco de Olhos do
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HCRP ao L.F.O.. Em (a) temos a imagem com magnificagdo de 64x, em (b)
com magnificagdo de 100x e em (c) com magnificagao de 160x.

sy L. (c)

Figura 55: Camada de células endoteliais da cérnea humana. (a) Magnificagao de 64x; (b)

Magnificagao de 100x; (c) Magnificagao de 160x.
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Foi utilizado o software desenvolvido previamente no LFO® que faz a
avaliacao da camada de células endoteliais. Uma avaliacdo do software nao foi
feita nesta dissertagao, pois ele ja foi amplamente validado em outros trabalhos
e teses do grupo.

O que nos interessa no momento € a qualidade de visualizagdo do
endotélio e estar corroborando a real magnificagdo do sistema.

Como a avaliagdo da magnificagdo do sistema foi previamente analisada
e seus valores obtidos, a contagem interativa de células endoteliais e
comparagdo do resultado com a contagem interativa de um microscopio
comercial servem para orientar se o sistema além de proporcionar avaliagoes
subjetivas (imagens de boa qualidade) ele também esta calibrado para fornecer
laudos objetivos.

Para a cérnea apresentada na Figura 55, a densidade celular obtida pela
contagem interativa das células foi de 2.276 cel/mm? em nosso sistema,
enquanto que para a contagem feita pelo microscépio especular, (da KONAN,
modelo EKA-98), do Banco de Olhos do HCRP foi de 2700 cel/mm?. Esta
diferenca ocorre devido a diferentes regides de uma mesma cornea observada.

Desta forma, o sistema foi validado, pois a imagem pode ser observada
com boa distingao, as varias magnificagdes foram mensuradas com precisao e
a densidade celular obtida através do método por contagem interativa em
nosso sistema possui um bom fator de correlacdo como o sistema comercial,
ou seja, 90% de concordéncia de resultados (em torno de 40 corneas foram

medidas).
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6 - DISCUSSOES E CONCLUSOES

O intuito deste projeto foi desenvolver um sistema de microscopia
especular para Banco de Olhos que oferecesse, além da tradicional imagem do
endotélio corneano magnificada de 160X, como os dos microscépios
especulares existentes, varias magnificagcbes do endotélio corneano “in vitro”.
Esta propriedade adicional traz varios beneficios para analise do tecido endotelial,
principalmente para a observacao prévia, como um todo, desta camada, para se
poder observar pregas no tecido retirado, snail tracks, vitalidade do tecido, etc.
Alias, através desta observagdo em menor magnificagdo, o pessoal do Banco de
Olhos do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto pode constatar a existéncia
de células endoteliais vivas no snail track, até entao acreditadas como mortas.

O projeto foi algo que veio amadurecendo seu desenvolvimento ha 08
anos, com construgdes de sistemas para Lampada de Fenda, com projetos de
lentes de magnificagdo até chegar ao estagio atual de um microscopio de
varias magnificagdes para banco de olhos.

Através dos projetos o6ticos desenvolvidos e do prototipo montado em
bancada, pbéde-se constatar a qualidade dos resultados obtidos no que se
refere as analises de aberragdes do projeto 6tico e das imagens obtidas das
cérneas analisadas.

Apesar do pouco numero de corneas que foram avaliadas em nosso
sistema e comparadas ao sistema comercial, € um indicador de sucesso para
ser retirado da bancada e tornar-se um sistema de uso diario em Banco de
Olhos, uma vez que os resultados estdo em boa concordancia com o sistema
comercial.

A qualidade da imagem ainda é inferior ao do sistema comercial, mas a
propriedade das variadas magnificacbes € um diferencial compensador para o
sistema.

Desta forma a continuidade do sistema sera em torna-lo portatil, e
miniaturiza-lo, utilizando, por exemplo, um monitor pequeno, software gravado em
EPROM, etc.
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APENDICE I: AVALIACAO DE SISTEMAS OPTICOS(517)

Um sistema o6ptico livre de aberragdes permite que para cada ponto de

um objeto exista um unico ponto equivalente na imagem, isto €, se o objeto for
um plano normal ao eixo Optico sua imagem sera outro plano normal ao eixo
optico e estara formada no plano focal paraxial.

Todos os calculos da 6ptica geométrica, utilizados para projetar sistemas
opticos, estdo baseados no principio da teoria paraxial. Ao se calcular uma
lente, leva-se em consideragdo apenas sua regido paraxial, ou seja, a regido
central muito préxima do eixo optico.

Na maioria das vezes, quando ao montar um sistema Optico, baseado
apenas na teoria paraxial, deparar-se com imagens desfocadas e/ou
distorcidas, estes defeitos sdo chamados de aberragcdes e elas acontecem
quase sempre devido a diferenga que existe entre a espessura da regido
central da lente e de sua borda.

A avaliagdo da qualidade dos sistemas Opticos é feita através da
avaliagdo das aberragdes apresentadas por este. Estas aberragcbes sao
classificadas em duas categorias, aberragbes primarias (ou aberragbes de
Seidel) e aberragcbes cromaticas. As aberragbes cromaticas sdo atribuidas aos
defeitos na imagem causados pela relagdo que existe entre o indice de
refracdo da lente e a frequéncia de cada cor do feixe de luz branca. As
aberragdes de Seidel sdo atribuidas aos defeitos causados na imagem devido
ao uso de luz altamente monocromatica, estas aberracbes estdo ainda
subdivididas em:

» Aberracéao esférica
Coma
Astigmatismo

Curvatura de Campo

YV V V V

Distorcao

[.1 - ABERRACAO CROMATICA
As lampadas incandescentes emitem radiacdo térmica a partir do
superaquecimento do seu filamento metalico causado pela passagem de

corrente elétrica. Esta radiacdo térmica € uma fonte de luz branca, que é a
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porcao visivel do espectro da radiagdo eletromagnética. O comprimento de
onda da luz branca varia do 390nm ao 780nm.

O indice de refracido de um dado elemento 6ptico é dado por:

C
n=-= (-1
, ()
onde c é a velocidade da luz no vacuo e v é a velocidade da luz no meio, sendo
yol
A

onde f é a freqiéncia da luz e A seu comprimento de onda, podemos entdo

(I-2)

escrever o indice de refragdo como sendo,

cA
n=— (3)

f

Através da equacdo acima nota-se que, o indice de refracdo de um
elemento optico varia com o comprimento de onda da luz.

Dado que a equagao das lentes delgadas € dada por,

1 1 1
R

e substituindo a equacéo (I-3) na equacéo (I-4) verifica-se que, o comprimento
focal também ira variar com o comprimento de onda. Como o indice de
refracdo decresce com o comprimento de onda da regiao do visivel, entdo, o
comprimento focal da lente aumenta com o comprimento de onda, como pode

ser observado na Figura |-1.

ald =
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Figura I-1: Diagrama esquematico exemplificando a aberragao cromatica.
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A este tipo de comportamento da luz policromatica da-se o nome de
aberragdo cromatica. Uma lente com aberragdo cromatica produz um conjunto
de imagens distribuidas ao longo do eixo 6ptico que variam em tamanho e em

cor, dando ao observador a sensacgao de vista borrada.

|.2 — VARIAGAO ABERRACIONAL COM O DIAMETRO DE ABERTURA E O CAMPO

Em todo sistema Optico ha aberturas (também chamadas de Stops) que
limitam a passagem de luz pelo sistema. Estas aberturas podem ser tanto os
didmetros das lentes quanto os diafragmas existentes no sistema. Uma destas
aberturas, ou stops, determina o didmetro do cone de luz axial que o sistema
aceitara de um ponto qualquer no objeto. Esta abertura é chamada de stop de
abertura e seu didmetro determina a luminosidade da imagem. Outro stop
importante no sistema é o que limita o tamanho da imagem, denominado stop
de campo.

Tanto a aberracao esférica quanto o coma sédo aberragdes em que deve
ser considerado o didmetro de abertura de cada lente, afinal, a Aberracéo
Esférica de uma lente é definida como sendo a variacdo do seu foco com sua
abertura e o Coma € definido como sendo a variagdo da magnificagdo
produzida pela lente com sua abertura. Nas Figuras |-2 e |-3 temos uma

demonstracdo de como funcionam estes dois tipos de aberracgdes.

— i

eixo optico |

e gxe-.wd 020]

Figura I-2: Diagrama esquematico exemplificando a aberragdo esférica em termos de

raios de luz, para um feixe monocromatico (as cores sao para distinguir os raios).
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Na Figura |-2 & possivel observar que os raios de luz de um feixe
monocromatico, que passam pela periferia de uma lente tendem a formar a
imagem em um ponto focal anterior ao ponto focal paraxial formando, assim, a
aberragado esférica. J& na Figura |-3 é possivel observar que, a imagem
produzida pelos raios que passam pela periferia da lente tende a ter um
tamanho diferente da imagem formada pelos raios paraxiais, neste exemplo é
demonstrado um coma positivo, pois os raios marginais formam uma imagem
maior que a imagem paraxial, porém existem também lentes que apresentam
um coma negativo, isto é, apresentam uma imagem formada pelos raios

marginais menor que a imagem formada pelos raios paraxiais.

Ted mwaSewn

[eIxeIe

flj

Figura I-3: Diagrama esquematico exemplificando o coma em termos de raios de luz.

Para se eliminar as aberracbes esféricas e comaticas de um sistema
optico é preciso levar em consideragdo n&o s6 o diametro de abertura de cada
uma das lentes que compde o sistema, mas também a posicdo de cada uma

dentro do sistema e a posigao de cada diafragma.

|.3 — DIFERENGA DE CAMINHO OPTICO

As aberragcbes também podem ser descritas em termos da natureza da
onda eletromagnética. Pela teoria da Optica geométrica, as ondas
eletromagnéticas que convergem para formar uma imagem perfeita possuem
uma forma esférica. Assim, em um sistema Optico com aberragdes, as ondas
que convergem em um ponto da imagem estdo deformadas da forma ideal, ou
seja, ndo possuem a forma esférica.

Na presenca de aberracdo esférica, a frente de onda possui suas

extremidades mais curvadas, Figura |-4. Isto pode ser melhor entendido se nés
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lembrarmos que um raio é o caminho de um ponto na frente de onda e também
€ normal a onda. Assim, se 0 raio cruzar o eixo optico anteriormente ao foco
paraxial, a secao da frente de onda associada ao raio deve ser mais curvada

que o restante da onda.

Frente de onda esférica ot .
i = x . oistema Uptico
vinda de um ponto no objeto

————— e N
~. i q £ ———Frente de onda com aberragio

N X

M - B—
1

Foco Paraxial

Frents de onda sem aberragio

Figura I-4: Diagrama esquematico exemplificando a aberragao esférica, em termos de

frentes de ondas e de raios de luz.

Na Figura I-4 pode-se observar que os raios 1 e 3 provenientes das
regides periférica e paraxial, respectivamente, da frente de onda sem
aberragéo, irdo formar uma imagem perfeita no ponto focal paraxial, ja os raios
2 e 4 provenientes das regides periférica e paraxial, respectivamente, da frente
de onda com aberracdo, formar-se-ao em pontos diferentes do eixo 6ptico; o
raio 4 formara a imagem no ponto focal paraxial e o raio 2 formara a imagem
em um ponto anterior ao ponto focal paraxial, caracterizando desta forma uma
aberragao esfeérica.

A porcao periférica da frente de onda com aberragdo mostrada na Figura
I-4 esta a frente da porcao periférica da frente de onda sem aberragado, a
distancia entre estas duas regides € chamada de diferenga de caminho 6ptico
ou O.P.D. (Optical Path Difference), e €& expressa em unidades de
comprimentos de onda.

Sao dois os tipos de aberragbes que envolvem o O.P.D., sdo elas as
aberragdes axiais que produzem Figuras simétricas de rotagdo, como é o caso
das aberragdes esféricas, e as aberracbes ndo axiais como € o caso do coma e

do astigmatismo que nao produzem Figuras simétricas de rotagao.
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Para entendermos como ocorre o astigmatismo devemos observar a

Figura I-5.

Plano sagjtal II |

c)

Figura I-5: Diagrama esquematico exemplificando o astigmatismo, em termos de raios de

luz. a) visdo frontal da lente com o segmento de reta AB que indica o corte meridional da

lente e 0 segmento de reta CD que indica o corte sagital da lente. b) corte lateral da lente
onde se observa o plano meridional. c) corte lateral da lente onde se observa o plano

sagital.

Na Figura I-5 podemos observar que os raios de luz pertencentes ao
plano meridional (b) formardo a imagem em um ponto diferente dos raios que
compde o plano sagital (c). Tendo estas duas disténcias focais diferentes, o
que obtém-se € uma imagem deformada. Esta deformac&o € denominada
astigmatismo. Na presenga do astigmatismo, a imagem de uma fonte pontual
nao é um ponto, mas sim um borrao eliptico ou circular.

O astigmatismo de uma lente esta em fungdo de seu formato e da sua
distdncia as aberturas ou diafragmas que limitam a quantidade de luz que a

atravessa.
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|.4 — TOLERANCIA ABERRACIONAL

Por menor que seja a aberragdo em um sistema Optico, sempre existe
uma degradagdo da qualidade da imagem, e por melhor que tenha sido
projetado e desenvolvido este sistema, ele sempre apresentara um nivel
minimo de aberragdo. O que faremos aqui € estabelecer um nivel toleravel de
aberragao, para isso, € necessario, antes, estabelecer um limite minimo de
desempenho que o sistema deve ter.

O limite minimo de desempenho que um sistema Optico possui é
estabelecido por um padrao de difragao, resultado do diametro de abertura do
sistema. Considere um sistema 6ptico que produz as imagens de duas fontes
pontuais de luz e de intensidades iguais. A imagem de cada ponto € um disco
circular de luz, se os pontos forem muito proximos os padrées de difracdo irdo
se sobrepor. Quando ha uma separacgao consideravel entre estes padroes, de
forma a permitir a determinacao da existéncia dos dois pontos, dizemos que os
pontos sdo solucionaveis. Na Figura I-6 pode-se verificar, através dos padrdes

de difragao, quando os pontos s&o solucionaveis ou nao.

o #T O

(a) ndto solucionével ~  L-onma
(b) pouco solucionévasl

q
F [}

cmays peenn? ‘pe .y Smemmy

b 6n/NA

(c) solucionével (d) ciaramente
solucicnével

Figura I-6: Representagcao esquematica de dois padrées de difragao referentes as

imagens de dois pontos luminosos.

Quando as imagens dos dois pontos luminosos distam menos do que

0.51/N.4. (onde N.A. é a abertura numérica do sistema e N.4.= N'senU',

sendo N’ e U’ indicados na Figura I-7), os maximos centrais de ambos os
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padroes de difracdo misturam-se, formando um padrdo combinado que
aparenta ser devido a uma unica fonte - Figura I-6 (a). Quando a separagao
das imagens atinge 0.611/N.4., Figura 1-6 (c), ocorre uma indicagéo clara de
dois maximos separados, este valor permite dizer que os dois pontos sio
solucionaveis e é chamado de critério de Lord Rayleigh('®, sendo este valor
amplamente utilizado para achar o limite minimo de desempenho de um

sistema optico.

L\_
] I J
[ |

Figura I-7: Representagao esquematica de um sistema 6ptico produzindo uma imagem

devido a uma unica fonte pontual.

Assim podemos dizer que o limite de resolugdo de um sistema é
proporcional ao comprimento de onda e inversamente proporcional a abertura
do sistema, ou seja, o limite de resolugdo melhora ao reduzirmos o
comprimento de onda ou ao aumentarmos a abertura do sistema.

Para se obter uma imagem perfeita, o Critério de Rayleigh ndo permite
mais que um quarto de comprimento de onda de O.P.D., em uma frente de
onda, quando relacionada com uma referéncia esférica. Por conveniéncia, sera
usado o termo Rayleigh Limit, que significa um quarto de comprimento de onda
de O.P.D.

A imagem formada por uma lente 6tima produz um padrao de difragao,
Figura I-8, que contém 84% de sua energia concentrada em um disco central,

os 16% restantes estio distribuido nos anéis restantes.
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos

OBI: 0.0000, B.0000 DEG

15@. 08
JrT s
+ *

IMAR: B.000, P.2@B IN
(a) (b)

Figura 1-8: (a) Padrao de difragdo produzido por uma lente 6tima, (b) Distribuicdo de

energia no disco central e anéis subsequentes.

A seguir temos as quantidades de aberragdes que correspondem a um
Rayleigh Limit (O.P.D. = A/4).

Fora de Foco = i#z (I-5)
2Nsin“U,,

Aberracao Esférica Marginal = +

Aberracao Esférica Zonal = + ——— (I-7)

A
Nsin’U
A

0SC.=ft— (I-9)
2NHsinU

Coma Sagital = +

(I-8)

Aberracdo Cromatica Axial = i+ (1-10)
Nsin“U,,

Onde A é o comprimento de onda de luz utilizada no sistema o6ptico, N é

o indice do meio no qual a imagem €& formada, Um é 0 angulo entre o raio

marginal e o raio axial que forma a imagem, H é a altura da imagem.
[.5 — DISTRIBUIGAO GEOMETRICA DE ENERGIA NA IMAGEM

Quando as aberragbes excedem o Limite de Rayleigh por varias vezes,

pode-se utilizar os resultados do método “Geometrical Ray Tracing”, para
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prever o aspecto de uma imagem pontual com um alto grau de precisdo. Isto &
feito dividindo a pupila de entrada do sistema 6ptico em um grande numero de
pequenas regides de areas iguais e, passando um raio que vem de um mesmo
ponto do objeto pelo centro de cada uma destas pequenas regides. A Figura I-9
indica os dois métodos utilizados para localizar os pontos na pupila de entrada
por onde 0s raios irdo passar.

XX
Secccsessed
0000000000000
0000000000000
(A X AR RN N NN ]
000000000
00O POOPSPSIOIOSIOIOOES
0000000000000 0000
(I EEE R RN RSN RN RN NN N ]
eecccesvessccece
se0eevescsnene
eesesscsseee

(b)

Figura I-9: Representagao de como é feita a divisdo em areas iguais de uma pupila, onde
cada ponto nas Figuras indica o local em que cada raio proveninete do mesmo ponto no

objeto devera passar. (a) Distribui¢do Polar. (b) Distribui¢ao retangular.

A intersecdo de cada raio, que atravessa a pupila de entrada, com o
plano da imagem é mapeado, sendo cada ponto no mapa uma representagao
de uma fragdo da energia total na imagem onde os pontos possuem o mesmo
valor fracionado de energia, a densidade dos pontos no mapa é uma medida
da densidade de energia na imagem. Obviamente, quanto mais raios sao
tracados, mais precisa € a representacdo geométrica da imagem. Este tipo de
mapa € chamado de diagrama de spot.

Todos diagramas de spot utilizados aqui para avaliagdo do microscopio
especular foram preparados pelo soffware de desenhe o6ptico “ZEMAX-XE:
optical design Program”. A Figura |-10 demonstra os diagramas de spot de um

exemplo de projeto 6ptico (Figura I-11) do software em questao.
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos
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Figura I-10: Diagrama de Spot do projeto éptico de um Dubleto Gaussianico do “ZEMAX-
XE: optical design Program”.
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Back Focal Length
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0OBJ STANDARD
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4 STANDARD
5 STANDARD
STO STANDARD
7 STANDARD
8 STANDARD
9 STANDARD
10 STANDARD
11 STANDARD
IMA STANDARD

Comment

GENERAL LENS DATA:
12
B

Entrance Pupil Diameter = 33.33

schott
Off

Uniform, factor = 0.00000E+000
99.50068 (in air at system temperature and pressure)

99.50068 (in image space)
57.49797

132.9884

2.985319

2.985319

2.978283

0.1651855

1.6665e-009

9.996598

24.80831

0

33.33

58.93976

J6.25844

-108.0596

Angle in degrees

14

0.5876

Millimeters

0.9192343

SURFACE DATA SUMMARY:
Radius Thickness
Infinity Infinity
54.15325  B8.746658
152.5219 0.5
35.95062 14
Infinity 3.776966
22.26992  14.25306
Infinity 12.42813
-25.68503 3.776966
Infinity 10.83393
-36.98022 0.5
196.4173  6.858175
67.14755 57.31454
Infinity

Glass

SK2

SK16

F5

F5

SK16

SK16

Diameter
0
58.4506
56.28191
48.59162
42.59438
29.83871
2045767
26.37552
32.93624
37.85914
42.62153
43.29252
49 14107

Figura I-11: Projeto 6ptico de um Dubleto Gaussianico do “ZEMAX-XE: optical design

Program”.
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Sistema de microscopia especular com varias magnificagées para banco de olhos
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Figura I-12: Desenho esquematico do Projeto optico de um Dubleto Gaussianico do
“ZEMAX-XE: optical design Program”.

O diagrama de spot de uma imagem também pode ser visualizado tri-
dimensionalmente e seu aspecto € o de uma montanha de energia, como pode

ser observado na Figura |-13.
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Figura I-13: Projeto 6ptico de um Dubleto Gaussianico do “ZEMAX-XE: optical design

Program”. Distribuicao de energia em uma imagem de um ponto do objeto.
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Na Figura |-13 observa-se a distribuicdo de energia na imagem de um
objeto pontual, a partir desta distribuicdo de energia, pode-se subtrair a fungao
de espalhamento pontual da imagem. A funcdo de espalhamento é obtida
através de uma secgao transversal do solido de distribuicdo da energia, seu

aspecto pode ser observado na Figura I-14.

B.B l I 1 el L 1
=2xiY 8.8 20
FOSITION IN MICEONS

Figura I-14: Projeto 6ptico de um Dubleto Gaussianico do “ZEMAX-XE: optical design

Program”. Funcdo de espalhamento pontual da imagem (PSF).

.6 — AVALIACOES FEITAS PELO ZEMAX OPTICAL DESIGN PROGRAM (32)

Quando se projeta um sistema 6tico no software ZEMAX, varias analises
sdo apresentadas por ele, que sdo avaliagdes do projeto concebido. S&o elas:
Ray Fan - Demonstra as aberracbes de raio que ocorrem em funcido das
coordenadas x e y da pupila do sistema.

OPD Fan - Demonstra a diferenga de caminho o6ptico como uma fungao das
coordenadas x e y da Pupila.

Pupil Aberration Fan - Demonstra a distorcdo causada pela pupila de entrada
como uma fungao de suas coordenadas x e y.

Spot Diagram - Demonstra o diagrama do Spot, através dele & possivel avaliar
as aberragbes da imagem, principalmente a aberragédo esférica que € avaliada
pelo tamanho do spot, e o astigmatismo que é avaliado pelo aspecto circular do

diagrama.
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Through Focus Spot Diagram - Demonstra como os spots mudam com a variagao

de posicao dos planos focais.

FFT PSF — Calcula a fungao de espalhamento pontual usando o método FFT,

permitindo observar a distribuicado de energia da imagem.

Geometric Image Analysis — Simula uma imagem produzida pelo sistema optico.
Baseado nestas informagdes obtidas, o usuario tem nog¢do dos

componentes a serem aprimorados em seu projeto.
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APENDICE II: DETALHAMENTO DOS PROJETOS
OPTICOS DO MICROSCOPIO ESPECULAR

Estes apéndice traz as tabelas do dados dos componentes 6ticos, que

compuseram o sistema de microscopia especular desta dissertacdo (vide
capitulo 4).

O sistema de iluminagdo € formado pelos seguintes componentes
opticos: 01 lédmpada, 01 lente condensadora, 01 lente de projegao, 01
diafragma, 01 fenda retangular com largura variavel e 01 fenda circular com

didmetro variavel.

Tabela Il.1: Detalhamento dos dados das superficies de cada lente do sistema de

iluminagao.
SUPERFICIE CARACTERISTICAS
OBJ PADRAO
STO PADRAO
2 PADRAO
PADRAO - DIAFRAGMA CIRCULAR VARIAVEL
Abertura Abertura circular
3 Raio Minimo 0
Raio Maximo 5
PADRAO - DIAFRAGMA RETANGULAR VARIAVEL
Abertura Rectangular Abertura
4 Largura médiaem X [0.5
LarguramediaemyY |5

5 PADRAO
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
6 Inclinagdo em 'Y 0
Inclinagédo em Z 0
PADRAO
7 Abertura Abertura fixa
Raio Méaximo 12.5
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
Inclinagdo em Y 0
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8 Inclinagdo em Z 0
PADRAO
9 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 12.82008
PADRAO
10 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 12.75747
PADRAO
11 Abertura Abertura fixa
Raio Méaximo 12.73704
12 PADRAO
COORDBRK
Inclinagdo em X -45
13 Inclinagdo em 'Y 0
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
14 Abertura Abertura fixa
Raio Méaximo 12.5
COORDBRK
Inclinagédo em X -45
15 Inclinagdo em Y 0
Inclinagdo em Z 0
IMA PADRAO

Os sistema de magnificacdo de 20x, 40x, 136x e 204x sdo formados
pelos seguintes componentes 6pticos: 1 lente objetiva, 1 telecdpio galileano
formado por 2 dubletos (lente composta por dois indices de refragao diferentes
e 3 raios de curvatura), 1 diafragma, 1 telescopio de lentes eretoras formado
por 1 lente, 6 dubletos, 1 tripleto (lente composta por trés indices de refragao e
4 raios de curvatura), e 1 prisma.

O sistema de magnificagdo de 63x € formados pelos seguintes
componentes opticos: 1 lente objetiva, 1 diafragma, 1 telescopio de lentes
eretoras formado por 1 lente, 6 dubletos, 1 tripleto (lente composta por trés

indices de refracéo e 4 raios de curvatura), e 1 prisma.
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Tabela I1.2: Detalhamento dos dados das superficies de cada lente do sistema de

magnificagao de 20x.

SUPERFICIE CARACTERISTICAS
OBJ PADRAO
PADRAO
Abertura Abertura circular
STO Raio Minimo 0
Raio Maximo 18.5
PADRAO
2 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 18.5
PADRAO
Abertura Abertura circular
3 Raio Minimo 0
Raio Maximo 4.3
PADRAO
4 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
Abertura Abertura circular
5 Raio Minimo 0
Raio Maximo 4.3
PADRAO
Abertura Abertura circular
6 Raio Minimo 0
Raio Maximo 7.3
PADRAO
7 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO
8 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO - DIAFRAGMA
Abertura Abertura circular
9 Raio Minimo 0

99




Raio Maximo 4.1
PADRAO
10 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
11 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
12 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
13 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
14 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
15 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
16 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
17 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
18 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
19 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
20 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
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PADRAO

21 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
22 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
23 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
Inclinagdo em Y 0
24
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
25 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
26 Inclinagdo em Y 0
Inclinagédo em Z 0
PADRAO
27 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
28 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
29 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
30 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

PADRAO
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31 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
32 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
33 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
34 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
35 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
36 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
37 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
38 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
39 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
40 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
IMA PADRAO
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Tabela I1.3: Detalhamento dos dados das superficies de cada lente do sistema de

magnificagao de 30x.

SUPERFICIE CARACTERISTICAS
OBJ PADRAO
PADRAO
Abertura Abertura circular
STO Raio Minimo 0
Raio Maximo 18.5
PADRAO
2 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 18.5
PADRAO
Abertura Abertura circular
3 Raio Minimo 0
Raio Maximo 7.3
PADRAO
4 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO
Abertura Abertura circular
5 Raio Minimo 0
Raio Maximo 7.3
PADRAO
Abertura Abertura circular
6 Raio Minimo 0
Raio Maximo 5.5
PADRAO
7 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 6
PADRAO
8 Abertura Abertura circular
Raio Minimo 0
Raio Maximo 55
PADRAO - DIAFRAGMA
Abertura Abertura circular
9 Raio Minimo 0
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Raio Maximo 3.6
PADRAO
10 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
11 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
12 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
13 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
14 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
15 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
16 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
17 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
18 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
19 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
20 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
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PADRAO

21 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
22 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
23 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
24 Inclinagdo em Y 0
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
25 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
26 Inclinagdo em Y 0
Inclinagédo em Z 0
PADRAO
27 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
28 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
29 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
30 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

PADRAO
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31 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
32 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
33 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
34 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
35 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
36 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
37 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
38 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
39 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
40 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
IMA PADRAO
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Tabela 11.4: Detalhamento dos dados

magnificagado de 63x.

das superficies de cada lente do sistema de

SUPERFICIE CARACTERISTICAS
oBJ PADRAO
PADRAO
1 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 18.5
PADRAO
Abertura Abertura fixa
2 Raio Maximo 18.5
PADRAO — DIAFRAGMA
Abertura Abertura circular
3 Raio Minimo 0
Raio Maximo 7
PADRAO
4 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
5 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
6 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
7 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
8 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
9 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
10 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
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PADRAO

STO Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
12 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
13 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
14 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
15 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
16 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
17 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
Inclinagdo em Y 0
18
Inclinagédo em Z 0
PADRAO
19 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
Inclinagdo em Y 0
20
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
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21 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
22 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
23 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
24 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
25 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
26 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
27 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
28 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
29 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
30 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
31 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

PADRAO
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32 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
33 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
34 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
IMA PADRAO

Tabela I1.5: Detalhamento dos dados das superficies de cada lente do sistema de

magnificagcao de 136x.

SUPERFICIE CARACTERISTICAS
OBJ PADRAO
PADRAO
STO Abertura Abertura circular
Raio Maximo 18.5
PADRAO
2 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 18.5
PADRAO
3 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO
4 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO
5 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO
6 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 6
PADRAO
7 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 6
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PADRAO

8 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 6
PADRAO - DIAFRAGMA
Abertura Abertura circular
9 Raio Minimo 0
Raio Maximo 1.5
PADRAO
10 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
11 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
12 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
13 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
14 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
15 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
16 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
17 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
18 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

111




PADRAO

19 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
20 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
21 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
22 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
23 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
Inclinagdo em Y 0
24
Inclinagédo em Z 0
PADRAO
25 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
Inclinagdo em Y 0
26
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
27 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
28 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

PADRAO
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29 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
30 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
31 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
32 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
33 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
34 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
35 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
36 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
37 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
38 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
39 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

PADRAO
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40

Abertura

Abertura fixa

Raio Maximo

10

IMA

PADRAO

Tabela Il.6: Detalhamento dos dados das superficies de cada lente do sistema de

magnificacado de 205x.

SUPERFICIE CARACTERISTICAS
OBJ PADRAO
PADRAO
STO Abertura Abertura circular
Raio Minimo 0
Raio Maximo 18.5
PADRAO
2 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 18.5
PADRAO
3 Abertura Abertura circular
Raio Minimo 0
Raio Maximo 7.0
PADRAO
4 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 7.5
PADRAO
5 Abertura Abertura circular
Raio Maximo 7.0
PADRAO
6 Abertura Abertura circular
Raio Minimo 0
Raio Maximo 4
PADRAO
7 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
8 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4
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PADRAO - DIAFRAGMA

Abertura Abertura circular
9 Raio Minimo 0
Raio Maximo 0.39
PADRAO
10 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
11 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
12 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
13 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
14 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
15 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
16 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
17 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
18 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
19 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
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PADRAO

20 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
21 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
22 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
PADRAO
23 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 4.5
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
24 Inclinagdo em Y 0
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
25 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
COORDBRK
Inclinagdo em X 45
26 Inclinagdo em Y 0
Inclinagdo em Z 0
PADRAO
27 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
28 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
29 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10

PADRAO
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30 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
31 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
32 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
33 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
34 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
35 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
36 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
37 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
38 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
39 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
PADRAO
40 Abertura Abertura fixa
Raio Maximo 10
IMA PADRAO
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APENDICE III: COMPRIMENTO DE ONDA E VIDROS
UTILIZADOS NOS SISTEMAS OPTICOS DO
MICROSCOPIO ESPECULAR

Neste apéndice estdo descritos em detalhes os vidros utilizados na

confecgao das lentes projetadas e o comprimento de onda utilizado.

Tabela lll.1: Comprimento de onda utilizado para os calculos dos sistemas de
magnificagdo do Microscépio Especular.

Quantidade de comprimento de onda utilizado |2

Unidade de medida Micron
1 - Comprimento de onda utilizado 0.587562

Tabela I1l.2: Vidros e seus respectivos indices de refragao utilizados nos sistemas de

maghnificagao do Microscoépio Especular.

Comprimentos de onda 0.587562
VIDRO Indice de Refragao
BK7 1.51680003
BASF2 1.66446033
FK3 1.46449998
LAF22A 1.78179059
FK5 1.48749000
K10 1.50137098
F1 1.62588231
F6 1.63635885
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APENDICE 1V: AVALIACAO DOS SISTEMAS DE
MAGNIFICACAO DO MICROSCOPIO ESPECULAR

IV.1 - SISTEMA DE MAGNIFICACAO DE 20X
IV.1.1 — AVALIACAO DE ABERRACOES
Podemos observar na Figura IV-1 as aberragbes de raio que ocorrem

em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
20x, como ilustrado pelo grafico, esta aberragcdo possui um valor inferior a
500um. Na Figura V-2 observamos a diferenga de caminho éptico que ocorre
em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
20x, como ilustrado pelo grafico a diferenga de caminho optico possui um valor
inferior a 0.1 unidade de onda. Na Figura IV-3 observamos as distor¢bes que
ocorrem na imagem como fungdo das coordenadas da pupila de entrada do
sistema de magnificagdo de 20x, como ilustrado pelo grafico estas distor¢oes

possuem um valor inferior a 0.01%.

__OBI: 8.0886, 0.08060 L
Ex

Figura IV-1: Aberragdo de Raio do Sistema Optico para Magnificagido de 20x do M.E.
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Figura IV-2: Diferenga de caminho éptico do Sistema Optico para Magnificagido de 20x do
M.E.

OBJ: B, 800E, O ADAG C

FIGURA IV-3: Aberragdo da Pupila de Entrada do Sistema Optico para Magnificagio de
20x do M.E.

IV.1.2 — AVALIACAO POR DIAGRAMAS DE SPOTS
Nas Figuras IV-4 e IV-5 podemos avaliar as aberragbes do sistema de

magnificacado de 20x através do diagrama de spot. Na Figura IV-4 observamos
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que o diagrama apresenta um raio do spot que tende a 0 um, isto indica que,
apesar das aberragdes mostradas pelas Figuras V-1, IV-2, e V-3, o sistema
nao apresenta problemas na formagédo de imagens. Na Figura IV-5 podemos
observar que a variagao do didmetro do spot com a variacdo do plano focal é

inexistente pois o raio do spot se mantém a Oum para qualquer posigao.

0T @.00E0, @.0080 OEC

B.04
+

Figura IV-4: Diagrama de Spot do Sistema para Magnificagdao de 20x do M.E.

B, PRd, @,dPpAd DEG + - .

Figura IV-5: Variagao do Diagrama de Spot com a Variagdao do Plano Focal da Imagem do

Sistema para Magnificagao de 20x do M.E.
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IV.1.3 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE ENERGIA NA IMAGEM

Na Figura IV-6 temos uma segao transversal do solido de distribuicdo da
energia calculado a partir de um algoritmo FFT, nele podemos observar que a
maior parte da energia se concentra no pico central o que nos leva a afirmar
que o sistema possui um 6timo padrao de difracdo, uma vez que um sistema

otimo possui em torno de 84% de energia no pico central (ver apéndice ).

=1 =
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Figura IV-6: Secdo Transversal da Fun¢ao de Espalhamento Pontual do Sistema para
Magnificagao de 20x do M.E.

IV.1.4 — AVALIAGAO DA IMAGEM
Na Figura IV-7 temos a simulagdo da imagem de uma letra que seria

produzida pelo sistema de magnificagdo de 20x do M.E., através dela podemos

ver o quanto a imagem esta nitida e livre de aberracoes.
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Figura IV-7: Simulagao da imagem produzida pelo Sistema para Magnificagao de 20x do
M.E.

IV.2 - SISTEMA DE MAGNIFICAGAO DE 30X
IV.2.1 — AVALIACAO DE ABERRACOES
Podemos observar na Figura V-8 as aberragdes de raio que ocorrem

em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
30x, como ilustrado pelo grafico, esta aberragdo possui um valor inferior a
500um. Na Figura V-9 observamos a diferenga de caminho éptico que ocorre
em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
30x, como ilustrado pelo grafico a diferenga de caminho 6ptico possui um valor
inferior a 0.05 unidade de onda. Na Figura 1V-10 observamos as distorgbes que
ocorrem na imagem como fungdo das coordenadas da pupila de entrada do
sistema de magnificagdo de 30x, como ilustrado pelo grafico estas distor¢oes

possuem um valor inferior a 0.01%.
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FIGURA IV-8: Aberragdo de Raio do Sistema Optico para Magnificagdo de 30x do M.E.

OBJ: @.@0@@0, 0. abad C

FIGURA IV-9: Diferenga de caminho optico do Sistema Optico para Magnificagdo de 30x

do M.E.
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FIGURA IV-10: Aberragdo da Pupila de Entrada do Sistema Optico para Magnificagdo de
30x do M.E.

IV.2.2 — AVALIACAO POR DIAGRAMAS DE SPOTS
Nas Figuras 1V-11 e IV-12 podemos avaliar as aberra¢des do sistema de

magnificacdo de 30x através do diagrama de spot. Na Figura [V-11
observamos que o diagrama apresenta um raio do spot que tende a 0 um, isto
indica que, apesar das aberragdes mostradas pelas Figuras 1V-8, IV-9, e IV-10,
o sistema nao apresenta problemas na formagao de imagens. Na Figura IV-12
podemos observar que a variagdo do didametro do spot com a variagcédo do plano

focal é inexistente pois o raio do spot se mantém a Oum para qualquer posigao.
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Figura IV-11: Diagrama de Spot do Sistema para Magnificagdo de 30x do M.E.

@, Bada, O.dBbE OECG + + f

Figura IV-12: Variagao do Diagrama de Spot com a Variagdo do Plano Focal da Imagem

do Sistema para Magnificagao de 30x do M.
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IV.2.3 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE ENERGIA NA IMAGEM

Na Figura 1V-13 temos uma secgao transversal do sdélido de distribuicao
da energia calculado a partir de um algoritmo FFT, nele podemos observar que
a maior parte da energia se concentra no pico central o que nos leva a afirmar
que o sistema possui um 6timo padrao de difracdo, uma vez que um sistema

otimo possui em torno de 84% de energia no pico central (ver apéndice ).

Figura IV-13: Sec¢ao Transversal da Fun¢ado de Espalhamento Pontual do Sistema para

Magnificagao de 30x do M.E.

IV.2.4 — AVALIAGAO DA IMAGEM
Na Figura 1V-14 temos a simulagdo da imagem de uma letra que seria

produzida pelo sistema de magnificagdo de 30x do M.E., através dela podemos

ver o quanto a imagem esta nitida e livre de aberracoes.
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Figura IV-14: Simulagdo da imagem produzida pelo Sistema para Magnificagdo de 30x do
M.E.

IV.3 - SISTEMA DE MAGNIFICAGAO DE 63X
IV.3.1 — AVALIACAO DE ABERRACOES
Podemos observar na Figura 1V-15 as aberragbes de raio que ocorrem

em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
63x, como ilustrado pelo grafico, esta aberragdo possui um valor inferior a
500um. Na Figura IV-16 observamos a diferenga de caminho éptico que ocorre
em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
63x, como ilustrado pelo gréafico a diferenga de caminho 6ptico possui um valor
inferior a 0.1 unidade de onda. Na Figura 1V-17 observamos as distor¢des que
ocorrem na imagem como fungdo das coordenadas da pupila de entrada do
sistema de magnificagdo de 63x, como ilustrado pelo grafico estas distor¢oes

possuem um valor inferior a 0.1%.
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FIGURA IV-15: Aberragdo de Raio do Sistema Optico para Magnificagdo de 63x do M.E.
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FIGURA IV-16: Diferenga de caminho optico do Sistema Optico para Magnificagdo de
63x do M.E.
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FIGURA IV-17: Aberragdo da Pupila de Entrada do Sistema Optico para Magnificagdo de

IV.3.2 — AVALIACAO POR DIAGRAMAS DE SPOTS

63x do M.E.

Nas Figuras 1V-18 e IV-19 podemos avaliar as aberragdes do sistema de

magnificacdo de 63x através do diagrama de spof. Na Figura

IV-18

observamos que o diagrama apresenta um raio do spot que tende a 0 um, isto

indica que, apesar das aberragdes mostradas pelas Figuras 1V-15, IV-16, e IV-

17, o sistema n&o apresenta problemas na formagéo de imagens.
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Figura IV-18: Diagrama de Spot do Sistema para Magnificagdo de 63x do M.E.

Na Figura IV-19 podemos observar que a variagao do diametro do spot
com a variagao do plano focal é inexistente pois o raio do spot se mantém a

Oum para qualquer posicao.
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Figura IV-19: Variacao do Diagrama de Spot com a Variagédo do Plano Focal da Imagem

do Sistema para Magnificagdo de 63x do M.E.
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IV.3.3 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE ENERGIA NA IMAGEM

Na Figura 1V-20 temos uma secao transversal do sdélido de distribuicdo
da energia calculado a partir de um algoritmo FFT, nele podemos observar que
uma boa parte da energia se concentra no pico central o que nos leva a afirmar
que o sistema possui um bom padrao de difragdo, uma vez que um sistema

otimo possui em torno de 84% de energia no pico central (ver apéndice ).

N D oo @

=
-
I

=1
tJ La
I

Figura IV-20: Secao Transversal da Fungédo de Espalhamento Pontual do Sistema para
Magnificagao de 63x do M.E.

IV.3.4 — AVALIAGAO DA IMAGEM
Na Figura 1V-21 temos a simulagdo da imagem de uma letra que seria
produzida pelo sistema de magnificacdo de 63x do M.E., através dela podemos

ver o quanto a imagem esta nitida e livre de aberracoes.
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Figura IV-21: Simulag¢ao da imagem produzida pelo Sistema para Magnificagdao de 63x do
M.E.

V.4 SISTEMA DE MAGNIFICACAO DE 136X
IV.4.1 — AVALIACAO DE ABERRACOES
Podemos observar na Figura 1V-22 as aberragbes de raio que ocorrem

em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
136x, como ilustrado pelo grafico, esta aberragdo possui um valor inferior a
500um. Na Figura IV-23 observamos a diferenga de caminho éptico que ocorre
em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
136x, como ilustrado pelo grafico a diferengca de caminho éptico possui um
valor inferior a 0.05 unidade de onda. Na Figura IV-24 observamos as
distorgbes que ocorrem na imagem como fungao das coordenadas da pupila de
entrada do sistema de magnificagdo de 136x, como ilustrado pelo grafico estas

distor¢cbes possuem um valor inferior a 0.01%.
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FIGURA IV-22: Aberragdo de Raio do Sistema Optico para Magnificagido de 136x do M.E.
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FIGURA IV-23: Diferenga de caminho optico do Sistema Optico para Magnificagdo de

136x do M.E.
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FIGURA IV-24: Aberragdo da Pupila de Entrada do Sistema Optico para Magnificagdo de
136x do M.E.

IV.4.2 — AVALIACAO POR DIAGRAMAS DE SPOTS

Nas Figuras 1V-25 e IV-26 podemos avaliar as aberragdes do sistema de

magnificacdo de 136x através do diagrama de spot. Na Figura [1V-25

observamos que o diagrama apresenta um raio de 53.388 um.
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Figura IV-25: Diagrama de Spot do Sistema para Magnificagao de 136x do M.E.
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Na Figura IV-26 podemos observar que a variagao do diametro do spot
com a variagao do plano focal é inexistente pois o raio do spot se mantém a

53.388um para qualquer posigao.
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Figura IV-26: Variacdao do Diagrama de Spot com a Variagdo do Plano Focal da Imagem

do Sistema para Magnificagido de 136x do M.E.

IV.4.3 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE ENERGIA NA IMAGEM
Na Figura 1V-27 temos uma sec¢ao transversal do sélido de distribuicao

da energia calculado a partir de um algoritmo FFT, nele podemos observar que
a maior parte da energia se concentra no pico central o que nos leva a afirmar
que o sistema possui um 6timo padrao de difracdo, uma vez que um sistema

otimo possui em torno de 84% de energia no pico central (ver apéndice ).
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Figura IV-27: Sec¢ao Transversal da Fun¢ao de Espalhamento Pontual do Sistema para
Magnificagao de 136x do M.E.

IV.4.4 — AVALIACAO DA IMAGEM

Na Figura 1V-28 temos a simulagdo da imagem de uma letra que seria
produzida pelo sistema de magnificacdo de 136x do M.E., através dela
podemos ver o quanto a imagem esta nitida e livre de aberragdes.

Figura IV-28: Simulagao da imagem produzida pelo Sistema para Magnificagdao de 136x
do M.E.
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V.5 SISTEMA DE MAGNIFICACAO DE 205X
IV.5.1 — AVALIACAO DE ABERRACOES
Podemos observar na Figura 1V-29 as aberragdes de raio que ocorrem

em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagao de
205x, como ilustrado pelo grafico, esta aberragdo possui um valor inferior a
50um. Na Figura IV-30 observamos a diferenga de caminho éptico que ocorre
em fungdo das coordenadas x e y da pupila do sistema de magnificagado de
205x, como ilustrado pelo grafico a diferenga de caminho &ptico possui um
valor inferior a 0.01 unidade de onda. Na Figura IV-31 observamos as
distor¢bes que ocorrem na imagem como fungao das coordenadas da pupila de
entrada do sistema de magnificagdo de 205x, como ilustrado pelo grafico estas

distor¢cdes possuem um valor inferior a 0.01%.
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FIGURA IV-29: Aberragdo de Raio do Sistema Optico para Magnificagdo de 205x do M.E.
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FIGURA IV-30: Diferenga de caminho optico do Sistema Optico para Magnificagdo de

205x do M.E.
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FIGURA IV-31: Aberragdo da Pupila de Entrada do Sistema Optico para Magnificagdo de

205x do M.E.
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IV.5.2 — AVALIACAO POR DIAGRAMAS DE SPOTS
Nas Figuras IV-32 e IV-33 podemos avaliar as aberragbes do sistema de

magnificacdo de 205x através do diagrama de spot. Na Figura 1V-32
observamos que o diagrama apresenta um raio do spot que tende a 0 um, isto
indica que, apesar das aberragbes mostradas pelas Figuras 51, 52, e 53, o

sistema nao apresenta problemas na formagao de imagens.

(HT: 0, e, 5,00 [T

am

Figura IV-32: Diagrama de Spot do Sistema para Magnificagao de 205x do M.E.

Na Figura IV-33 podemos observar que a variagado do diametro do spot
com a variagao do plano focal é inexistente pois o raio do spot se mantém a

Oum para qualquer posicao.
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Figura IV-33: Variagao do Diagrama de Spot com a Variagédo do Plano Focal da Imagem
do Sistema para Magnificagdo de 205x do M.E.
IV.5.3 — AVALIACAO DA DISTRIBUICAO DE ENERGIA NA IMAGEM

Na Figura 1V-34 temos uma secéao transversal do sdélido de distribuicdo
da energia calculado a partir de um algoritmo FFT, nele podemos observar que
a maior parte da energia se concentra no pico central o que nos leva a afirmar
que o sistema possui um 6timo padrao de difracdo, uma vez que um sistema

otimo possui em torno de 84% de energia no pico central (ver apéndice ).
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Figura IV-34: Secao Transversal da Fun¢édo de Espalhamento Pontual do Sistema para
Magnificagao de 205x do M.E.
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IV.5.4 — AVALIACAO DA IMAGEM
Na Figura 1V-35 temos a simulagdo da imagem de uma letra que seria
produzida pelo sistema de magnificacdo de 205x do M.E., através dela

podemos ver o quanto a imagem esta nitida e livre de aberragoes.

Figura IV-35: Simulagao da imagem produzida pelo Sistema para Magnificagdao de 205x
do M.E.
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