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RESUMO

Atualmente, uma nova técnica de processamento Optico, denominada Imagem
no Dominio da Frequéncia Espacial ou Spacial frequency domain imaging (SFDI),
surge como um meétodo de diagndstico voltado para o tratamento de doengas, lesbes
e tumores causados no tecido epitelial. Esta técnica caracteriza-se por ser nao
invasiva e inovadora, que permite quantificar valores de absorc&o e espalhamento
reduzido em uma base pixel por pixel. Além disso, ela pode ser aplicada em meios
opacos tal como em tecidos bioldégicos para determinar os parametros oOpticos
dependentes do comprimento de onda. O objetivo deste trabalho € desenvolver o
estudo das propriedades O&pticas, tais como absor¢do e espalhamento, além de
encontrar os niveis de profundidade de penetracdo da luz em fantomas que simulem
o tecido biolégico a partir do SFDI. Também foi utilizado outro equipamento para
obtencao dos parametros opticos, chamado de Esfera Integradora, a fim de comparar
os dados alcancados. Para isto foram produzidos um fantoma de calibracdo com
parametros opticos conhecidos e dois fantomas simuladores do tecido epitelial. Os
calculos dos coeficientes de absorcéo e espalhamento reduzido foram feitos utilizando
o modelo de refletancia difusa e da propagacéo da luz. Foram utilizados cinco filtros,
cujos comprimentos de onda sédo A = 475 nm, 488 nm, 532 nm, 580 nm e 650 nm e
quatro frequéncias espaciais Kx = 0,07 mm-', 0,1 mm-', 0,3 mm'e 0,4 mm-'. Para
estas, concluimos que a frequéncia de 0,1 mm- tornou-se um limite para obtenc&o
das profundidades de penetracéo da luz no meio, uma vez que ndo foi possivel obté-
la para Kx = 0,07 mm-'. Ja para as demais frequéncias as profundidades encontradas
foram 8 = 4,92 mm, 3,83 mm e 2,60 mm, respectivamente. Além disso, Kx= 0,1 mm-"’
€ a frequéncia que melhor apresenta uma aplicagcao real no tecido epitelial, pois o
feixe luminoso consegue penetrar toda a extensdo do tecido. Portanto, o SFDI
demonstrou-se eficaz como método de processamento de imagem e seus resultados

demonstram futuras aplicagdes in vivo e 0 desenvolvimento de tomografia optica.

Palavras-chave: Imagem no Dominio da Frequéncia Espacial; processamento de

imagem; tomografia optica; fantomas; tecido epitelial.



ABSTRACT

Nowadays, a new technique of optical processing, called SFDI (Spacial
frequency domain imaging), has emerged as a method for the diagnosis and treatment
of diseases, traumas and tumors caused in the epithelial tissue. This technique is
characterized by being non-invasive and innovative, that allows to quantify absorption
values and reduced scattering on a pixel-by-pixel basis. In addition, this method can
be applied in opagque media such as in biological tissues to determine optical
wavelength dependent parameters. The objective of this work is to develop the study
of optical properties, such as absorption and scattering, in addition to finding the depth
levels of light penetration in phantoms that simulate the biological tissue from SFDI.
Another equipment was used to obtain the optical parameters, called the integrating
sphere, in order to compare the data obtained. To this it was produced a calibration
phantom with known optical parameters and two simulators epithelial tissue phantoms.
The calculations of the absorption and reduced scattering coefficients was realized
using the diffuse reflectance model and propagation of light. Five filters were used,
such as A = 475 nm, 488 nm, 532 nm, 580 nm e 650 nm, and four spatial frequencies
Kx = 0,07 mm™, 0,1 mm™, 0,3 mm'e 0,4 mm™. For these, we conclude that the
frequency of 0.1 mm™' became a limit to obtain the depths of light penetration in the
medium, since it was not possible to obtain it for Kx = 0,07 mm-™' and for the other
frequencies the depths were & = 4.92 mm, 3.83 mm and 2.60 mm, respectively. In
addition, Kx = 0.1 mm-! is the frequency that best presents a real application in the
epithelial tissue, because the light beam is able to penetrate the entire tissue extension.
Therefore, SFDI has been shown to be an effective method of image processing, and

its results demonstrate future in vivo applications for developing optical tomography.

Keywords: Spacial frequency domain imaging; image processing; optical tomography;
epithelial tissue; phanfoms.
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1 INTRODUCAO

Torna-se cada vez mais frequente 0 uso do processamento de imagens para o
diagnéstico voltado ao tratamento de tumores e doengas. Portanto, este trabalho
justifica-se por utilizar uma nova técnica de processamento de imagem chamada de
Imagem no dominio da frequéncia espacial. Esta foi denominada pela primeira vez
por DOGNITZ e WAGNIERES em 1998, e por Cuccia et al em 2008, como spacial
frequency domain imaging (SFDI) e possibilita o diagnostico dptico de tumores, lesbes

e doencas causadas no tecido epitelial.

Uma caracteristica importante desta técnica € o uso da frequéncia espacial, que
consiste em medidas de pares de linhas por milimetro (pl/mm). Cada par de linha por
milimetro é formado por um linha preta e uma linha branca, como mostra a Figura 1.

1 e s&0 usadas para medir a resolugdo de uma imagem processada.

Figura 1. 1: Representacéo da frequéncia espacial, medida pelos pares de linhas por milimetro (pl/mm),
ou seja, pares formados por uma linha preta e outra branca.

A resolucdo espacial determina o quanto as linhas estardo préximas umas das

outras, sendo, portanto, capaz de distinguir detalhes e objetos presentes nas imagens.
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A grande vantagem em se utilizar o SFDI como método de estudo consiste no
fato dele ser um método nao invasivo, de facil acesso, baixo custo, facil transporte e,
além disso, por ele ser aplicavel em tecidos biologicos, caracterizando in vivo tais
sistemas (BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018). Outra vantagem deste estudo esta
no fato de investigar a aplicacdo do SFDI na profundidade do tecido epitelial, a fim de

se fazer tomografia éptica (MONTE et al., 2018).

Este trabalho também pretende contribuir com outros estudos ja realizados, como
por exemplo, o trabalho descrito por Cuccia et al sobre 0 SFDI e que tem sido utilizado
para observar alteragdes nos cromoforos teciduais, como oxi / deoxi-hemoglobina,
agua, melanina e parametros estruturais como o espectro do s (coeficiente de
espalhamento reduzido) para uma variedade de tecidos. Além de outros trabalhos,
como o de Tabassum et al, publicado em 2016, que propde que o SFDI pode ser

utilizado para a investigacéo pré-clinica de terapias contra o cancer.

O tecido epitelial corresponde a um conjunto de células que tem a funcéo de
revestir a superficie do corpo, protegendo-a (ROSS; PAWLINA, 2012). Ao mesmo
tempo que apresenta a fun¢éo de protecdo, ele também esta constantemente exposto
a acdo de agentes externos, como fungos e bactérias que podem provocar varias
doencas de pele, como Psoriase, Dermatite atopica, Granulosarcoid (linfoma de célula
T cutaneo) e vitiligo (DE ANDRADE et al., 2010).

A pele ou tecido epitelial € constituido por uma camada superior chamada
epiderme e por outra inferior denominada derme. A epiderme compreende uma
porcao epitelial de origem ectodérmica e a derme uma por¢éo conjuntiva de origem
mesodérmica (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Na Figura 1. 2 esta representado o tecido epitelial e suas principais camadas.
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Derme

Figura 1. 2: Representacio do tecido epitelial e suas principais camadas. Adaptado de (HUNTER,;
SAVIN; DAHL, 2002).

Na Figura 1. 2, o tecido epitelial apresenta uma espessura que varia de 0,5 a 4,0
mm (SAMPAIO; CASTRO; RIVITTI, 1981), sendo que a epiderme possui de 0,07 a
0,12 mm de espessura (SILVER; FREEMAN; DEVORE, 2001) e a derme 2,0 mm,
aproximadamente (GUIRRO; GUIRRO, 2002).

O céancer de pele ndo-melanoma (CPNM) é o tipo de carcinoma que acomete
com mais frequéncia a populagéo brasileira, segundo dados do INCA (“TIPOS DE
CANCER | INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER”, 2018). Nele as células ao
sofrerem divisdes, organizam-se em camadas dando origem a diferentes tipos de
cancer de acordo com a camada atingida. Os tipos de CPNM mais encontrados s&o o

carcinoma basocelular (CBC) e o carcinoma espinocelular (CEC) (DERGHAM, 2002).

O tratamento de um CPNM pode ser através de uma cirurgia ou ndo, mas para
isso & importante que o0 médico conhegca a area que devera ser tratada e a
profundidade da regido lesionada, a fim de decidir qual procedimento devera ser

adotado.
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Assim, o SFDI surge como um método capaz de diagnosticar lesbes e infecgdes
no tecido epitelial e também realizar o diagndstico precoce do CPNM, dispensando a
bidpsia e possibilitando ao médico decidir qual sera a melhor forma de tratamento
adotada. Por outro lado, esta técnica também pode ser utilizada para monitorar a
evolucdo do tratamento no paciente, apresentando aplicagbes no pré e no pos-
operatdrio. Este trabalho pretende, portanto, realizar o estudo do grau de profundidade
de penetracdo da luz no tecido epitelial, para verificar até em qual camada do tecido

ele pode ser util como um método de diagndstico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVOS GERAIS

Levando-se em consideracdo a grande busca por novos métodos de
processamento de imagens, principalmente na area biomédica, este trabalho tem
como objetivo geral, desenvolver a partir de uma técnica ndo invasiva e que ndo utiliza
radiagdo ionizante, como o SFDI, o estudo das propriedades Opticas (absor¢éo e

espalhamento) em meios que simulam o tecido epitelial.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ao utilizarmos como meio de fundo os fantomas de silicone que simulam o tecido
epitelial, o objetivo especifico deste projeto consiste na obtengcdo de mapas de
absorcao e espalhamento éptico em diferentes profundidades deste tecido. Para isso
€ necessario estudar e determinar as frequéncias espaciais a serem utilizadas para a
obtenc&o das imagens no SFDI, pois através delas obtemos os coeficientes de
absorcdo e espalhamento éptico que nos informam os niveis de profundidade de
penetracdo da luz no meio. Além disso, também €& de suma importancia a
determinacéo correta dos comprimentos de onda dos filtros a serem usados, pois
estes devem estar presentes na regido que compreende a janela terapéutica, para
que aconteca a iluminagdo adequada com recorrente absor¢céo e espalhamento da

luz.
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2 CONSIDERAGOES TEORICAS

21 PROPRIEDADES OPTICAS DE UM MEIO

Quando a radiagéo eletromagnética, em especial a luz visivel, interage com a
matéria temos alguns processos importantes que ocorrem neste meio, 0s quais sao:
absorcdo, espalhamento e reflexdo. Tais acontecimentos caracterizam as
propriedades Opticas da matéria e que, portanto, serdo alvo de discussdo neste

capitulo.

Através das propriedades opticas, como absorcao e espalhamento, € possivel
obter o diagnéstico de canceres, tumores e doengas causadas no tecido (WANG; WU,
2007). Para tanto, a importancia em utilizar-se fantomas como objeto de estudo neste
trabalho, consiste no fato deles serem de grande proveito para o estudo da
propagacao da luz, uma vez que apresentam propriedades opticas similares ao tecido
epitelial (BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018).

2.1.1 INTERAGAO DA LUZ COM A MATERIA

No processo de interacdo da luz com a matéria, podendo esta ser transparente,
opaca ou turva, uma parcela da luz que incide no meio € refletida e outra é transmitida,
além de ocorrer a reflexdo parcial dessa intensidade luminosa. Além disso, o feixe de
luz incidente, quando € transmitido, sofre uma atenuagdo em funcdo dos processos
de absorgao e espalhamento que ocorreram no meio. Neste contexto, o comprimento
de onda é fundamental para definir se um meio € transparente ou opaco, pois ele pode
ser transparente em um determinado comprimento de onda, mas opaco em outro.
Além disso, o comprimento de onda também é importante para determinar o quanto
de luz sera absorvida ou atenuada em um meio turvo (NIEMZ, 2004). Em meio
transparente, como o vidro, praticamente n&o ocorre atenuac¢do da luz. Ha apenas um
processo de refracdo, onde ocorre um desvio de uma parte da luz que o atravessa
devido a variacio de sua velocidade, que € provocada na mudan¢a de um meio para
outro. No meio opaco, como 0 carvao, a intensidade da luz que atravessa o meio é

quase toda absorvida e, portanto, € praticamente nula a luz transmitida. Em meios
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turvos, como o tecido bioldgico e que neste trabalho sera abordado o tecido epitelial,
a atenuacédo da luz ocorre devido aos processos de absorgcéo e espalhamento. Os
diversos espalhamentos da luz ocorrem devido a presenca de elementos
microscopicos e a absorcdo devido aos croméforos que absorvem luz a um
determinado comprimento de onda. De acordo com o local e a quantidade de luz
absorvida no tecido, poderemos ter resultados bons ou ruins, pois tudo depende da
resposta biolégica para determinado estimulo, uma vez que se n&o ha absor¢éo da
luz, entdo ndo havera resposta (GROSSWEINER, 2005).

2111 REFRAGAO

O processo de refragc&o da luz ocorre quando esta sofre uma variagdo em sua
velocidade ao atravessar de um meio para outro. Opticamente, cada material é
caracterizado pelo seu indice de refragdo, pois ele € responsavel por descrever a
propagacao da luz na regido. Os meios homogéneos sdo descritos pela Lei de Snell,
enquanto meios heterogéneos por ndo apresentarem a velocidade de propagacao da
luz constante possuem refracdo continua. A Figura 2. 1 representa o processo de

refrac&o sofrido por um feixe luminoso quando este atravessa um meio:

Feixe

refletido / '

Fonte
Luminosa

=0 =3

Feixe

incidente

Ar

Figura 2. 1: Processos de reflexdo e refragcdo de um feixe luminoso ao passar
do ar para a amostra.
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Embora fantomas s&o considerados meios homogéneos, temos que aqueles
que simulam o tecido bioldgico (meio opaco) sdo meios heterogéneos e, portanto,
cada componente presente na regido apresenta um indice de refracdo diferente.
Devido a dificuldade em se obter tais indices de refracdo a opgao é fazer uma média
ponderada em volume dos elementos presentes naguele meio, obtendo assim o indice
de refracdo relativo. A agua, cujo indice de refragdo € n= 1.33, por ser 0 elemento
mais abundante nos tecidos torna-se o padrdo de referéncia, uma vez que suas
propriedades Opticas séo estudadas em diversos compostos (TSUCHIKAWA &
TSUTSUMI, 1999). Portanto, neste trabalho, uma vez que o nosso objeto de estudo
sdo fantomas que simulam o tecido epitelial, o indice de refragdo ndo sera nosso

topico de estudo.

2.1.1.2 ABSORCAO

Através da técnica SFDI, podemos obter os parametros de espalhamento e
absorcao Optica a partir de medidas realizadas com varias separacgdes, diferentes,
entre o detector e a fonte (BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018). Nela, padrdes
espaciais de luz sdo emitidos sobre um meio, no qual ocorrem 0s processos de

absorcdo, espalhamento e reflexdo da luz.

A onda eletromagnética € composta por campos elétricos € magnéticos e
transporta a energia proveniente desses campos. Estes campos, ao atravessarem um
meio, interagem com as cargas no interior da matéria. Parte dessa energia é entdo
transferida para as cargas e convertida para o meio em forma de calor, deslocamento
de cargas e outros. Além disso, ela também pode ser reemitida para o meio externo
em forma de luz (fotoluminescéncia). Portanto, a absor¢éo é o fendbmeno no qual parte

da energia da radiagdo permanece no meio, sem ser transmitida (SOKOLIK, 2005).

Quando fétons incidem em um meio e s&o absorvidos em energias especificas,
as moléculas ou atomos do sistema interagem com uma onda eletromagnética
passando a oscilar com a mesma frequéncia. Ocorre, entdo, a amplificacdo das
vibragbes, pois um elétron de ligacdo da molécula € excitado para um estado

(eletrénico, vibracional ou rotacional) superior. O coeficiente de absor¢éo, por sua vez,
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€ responsavel pela caracterizacdo de materiais devido a dissipacdo de energia que
ocorre das colisGes entre tais moléculas (BOHREN, CRAIG F. , HUFFMAN, 1998).

Os cromdforos séo grupos de atomos ou moléculas responsaveis por absorver
a luz no tecido biologico (GROSSWEINER, 2005). A regido dentro do espectro
eletromagnético, entre o vermelho e IV préximo que compreende os comprimentos de
onda de 600 a 1200 nm € chamada de janela terapéutica e esta representada na

Figura 2. 2.

Janela terapéutica

ke
&

ﬁ

|

e —Melanina—

Log,g ( Coeficiente de Absorgao)

|‘ .‘ v

300 500 700 1000 2000

Comprimento de onda (nm)

Figura 2. 2: Espectros de absorcdo dos principais croméforos presentes no tecido biolégico. A
regido de cor rosa mostra a janela terapéutica, ou seja, a regido em que os cromoéforos possuem
baixa absorcio luminosa. Ref. (BOULNOIS, 1986).

Na janela terapéutica representada na Figura 2. 2, os croméforos presentes no
tecido absorvem pouca luz, o que ocasiona pouca perda de energia e, portanto,
permite o tratamento, de regides mais profundas, por radiagdes presentes na janela
terapéutica (NIEMZ, 2004).

Em mecanica quantica, durante o processo de transicdo de niveis de energia,
ou seja, quando um elétron passa de um estado de menor energia para um estado de

maior energia ocorre a absor¢do de um foton cuja energia é dada pela Equagao 2.1:
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AE = hv (2.1)

em que AE corresponde a diferenca de energia entre os estados, h é a constante de
Planck dada por 6,62607004-10-34 m? kg/s e a frequéncia de emissdo do foton é dada

por U (BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018).

O coeficiente de absorgdo pa € definido como a probabilidade de um meio
absorver um féton de luz e, portanto, esta relacionado com a sec¢éo de choque (0,),

que € definida pela area que determina a probabilidade de que haja colisdo entre dois
feixes de particulas e é dada pela Equagao 2.2 (NORTON; VO-DINH, 2003).

Pa [w]

%1y /o] @2

em que 02 € dado em cm?, a poténcia da luz absorvida pelo meio (P,) € dada em W

(watts) e a intensidade da luz incidente de uma onda plana uniforme (lo) em W/cmZ2.

Quando a luz se propaga em um meio com um unico absorvedor, ela sofre uma
atenuacdo em sua intensidade devido as particulas presentes na regido. A distancia
média percorrida por um féton antes dele ser absorvido (La) € denominado livre
caminho médio e definido pela Equagao 2.3 (NORTON; VO-DINH, 2003):

L, == (2.3)

em que pPa é denominado coeficiente de absor¢éo.

A luz ao se propagar em um meio por uma distancia dL sofre uma variacdo em

sua intensidade dlI, cuja atenuacéo € dada pela Equagéo 2.4:
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D=l 24
— = ~fialo (2.4)

em que | é a intensidade luminosa transmitida (NORTON; VO-DINH, 2003).

Na Equagéo 2.4 o sinal negativo indica um decaimento da intensidade | em

funcdo do aumento da espessura L. Este decaimento é representado pela Lei de

Lambert- Beer (LB) como mostra a Figura 2. 3:

lo I

A
v

L

Figura 2. 3: Representacio da Lei de LB, na qual um feixe de luz de intensidade lo atravessa um
meio sofrendo um processo de atenuacio.

Integrando a Equagao 2.4 obtemos a Equagdo 2.5 que define a Lei de

Lambert- Beer:

[= [, e Mal (2.5)
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em que I, é a intensidade inicial do feixe e | é a intensidade do feixe apods atravessar

um material com coeficiente de absorgéo |1, e espessura L.

2113 ESPALHAMENTO

Ao incidir na amostra, a onda eletromagnética também pode sofrer
espalhamento. Neste fendmeno, ao contrario do processo de absor¢io, ndo ocorre a
remogao da energia do campo de radiacdo, mas o seu redirecionamento, ou seja,
seria como dizer que a energia de radiacdo é absorvida e em seguida é reemitida
(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2006).

A Figura 2. 4 representa os processos de absor¢cdo e espalhamento sofridos
por um feixe de luz quando este atravessa um meio que contém nucleos absorvedores

e espalhadores.

Raio espalhado

Feixe
Incidente

Raio transmitido

Figura 2. 4: Processos de espalhamento e absorcdo do feixe de luz ao atravessar um meio.

Na Figura 2. 4, tanto no processo de absorcao quanto no de espalhamento

ocorre a diminuigdo da intensidade luminosa (SOKOLIK, 2005).

Quando um feixe luminoso atravessa um meio, havendo inomogeneidades no
material, a luz sera espalhada interferindo no seu processo de absor¢céo. Portanto,
cada particula que compde o proprio meio deve agir como centro espalhador,
quebrando a homogeneidade do espaco vazio (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2006).
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Do ponto de vista mecanico, o espalhamento pode ocorrer de forma elastica e
inelastica. No espalhamento inelastico, a radiacdo espalhada adquire um
comprimento de onda diferente do original. No entanto, para o espalhamento elastico,
o comprimento de onda da radiacdo espalhada n&o se modifica. Neste trabalho sera
estudado o espalhamento da radiagdo para o caso elastico. No tecido biolégico
existem dois tipos de espalhamento eslastico, o espalhamento Rayleigh € o
espalhamento Mie. No espalhamento Rayleigh, segundo Lord Rayleigh, em 1871,
os elétrons da particula espalhadora sofrem uma vibragcdo provocada pelo campo
elétrico oscilante da onda eletromagnética e irradiam luz com comprimento de onda
igual ao da onda incidente, pois o tamanho das particulas espalhadoras € bem menor
que o comprimento de onda da luz incidente. Além disso, o espalhamento Rayleigh é
considerado isotrépico, pois independente da direcido tomada, 0 meio continuara
apresentando as mesmas propriedades fisicas. No espalhamento Mie, o tamanho
dos centros espalhadores € da mesma ordem que o comprimento de onda da luz
incidente e o espalhamento ocorre de preferéncia na direcdo de propagacéo
(GROSSWEINER, 2005).

A Figura 2. 5§ mostra de maneira esquematica os espalhamentos Rayleigh e
Mie:

Espalhamento Rayleigh Espalhamento Mie

Figura 2. 5: representacdo do espalhamento Rayleigh e do espalhamento Mie.

Como demonstrado na Figura 2. 5, os fatores que diferenciam o espalhamento
Mie do espalhamento Rayleigh séao, portanto, a direcdo de espalhamento e a
proporcionalidade em relagéo a luz espalhada, sendo que o espalhamento Rayleigh €
proporcional a A* e o espalhamento Mie a A* sendo 0,4< x <0,5 (NIEMZ, 2004).
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Podemos definir a sec¢cdo de choque de espalhamento pela Equagao 2.6
(NORTON; VO-DINH, 2003):

os(Q) =2 (2.6)

em que Ps é a poténcia espalhada, |, € a intensidade da onda incidente e Oéa

direcdo em que a onda incidente se propaga em relacao ao espalhador.

O coeficiente de espalhamento é dado pela Equagdo 2.7 como um somatorio
da secc¢ado de choque individual (GS) e da densidade das particulas espalhadoras [pg]

(NORTON; VO-DINH, 2003):

Ms =X, psos (2.7)

Para que a equacgao de difus@o seja valida € necessario que 0 meio onde ocorre
o deslocamento de fétons, devido ao espalhamento, seja isotrépico. No entanto, apds
uma colisdo, cada particula presente no meio possui uma probabilidade de emisséo
de fétons em determinado angulo de espalhamento, caracterizando um meio
anisotrépico. Assim, deve-se fazer uma conversdo do meio anisotrdépico para
isotropico através de um parametro de anisotropia g para obter-se o0 coeficiente de
espalhamento reduzido, que € dado pela Equagdo 2.8 (NORTON; VO-DINH, 2003):

us'=(1-g) s (2.8)

Teremos um caso particular de um meio isotropico quando Us’ = s, ou seja,
para g = 0 (NORTON; VO-DINH, 2003). Porém, se g = 1 o espalhamento ira ocorrer
de preferéncia na direcao frontal, se g = -1 ocorre o retroespalhamento e g entre 0,7

e 0,99 é predominantemente de tecidos biolégicos (NIEMZ, 2004).
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2.1.2 INTERAGAO DA LUZ EM MEIOS TURVOS

A maioria dos tecidos bioldgicos, cujos cromodforos absorvem luz em
comprimentos de onda que estejam dentro da janela terapéutica, s&o meios turvos.
Neles ocorrem tanto absorcéo quanto o espalhamento da luz. A soma dos coeficientes
de absorcdo e espalhamento € chamada de coeficiente de atenuacdo representada

pela Equagao 2.9:

L= Ha+ U (2.9)

A lei de LB possibilita a determinacao da intensidade ou energia da onda
eletromagnética apds atravessar um meio, conhecendo-se os efeitos da atenuacéo.
A intensidade de atenuacgédo dl de um feixe de luz, apos ele atravessar uma superficie
de espessuras dL é dada pela Equagao 2.10 (JACINTO, C; CATUNDA, T.; JAQUE,
D: SOLE, 2005):

dI = -plodL (2.10)

Portanto, integrando a Equacgao 2.10, obtém-se o coeficiente de atenuacdo do
material que é dado a partir da Equagao 2.11 (JACINTO, C; CATUNDA, T.; JAQUE,
D: SOLE, 2005):

[ =loe HL 2.11)

em que |, é a intensidade inicial do feixe de luz, | € a intensidade do feixe apds
atravessar um meio de espessura L € que mantém a mesma dire¢cdo e energia do

féton e y € o coeficiente de atenuacéo.
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Os coeficientes de atenuacdo e espalhamento reduzidos, W’ e s, também séo
utilizados, onde W= Mha + ps’ € Ps= Ps (1 - g) (NIEMZ, 2004). O coeficiente de
espalhamento reduzido mostra o numero de fétons que foram espalhados e desviados

da sua direcao de propagacao inicial.

Em meios turvos, devido aos inumeros espalhamentos, a luz do meio torna-se
difusa devido a desorientacdo sofrida pelo feixe de incidéncia e o primeiro
espalhamento e, portanto, a direcdo dos fétons & de fato isotrdpica, ou seja, eles
apresentam direcdo independente e diferenciada apds alguns espalhamentos
(GROSSWEINER, 2005).

2.2 DIAGNOSTICO OPTICO

O uso de técnicas Opticas, para 0 mapeamento e diagndstico de tumores e
doencas infecciosas causadas na pele, tem sido cada vez mais frequentes, pois séo
de baixo custo, sdo métodos ndo invasivos e realizados em tempo real. Além disso,
com o emprego de técnicas Opticas, na maioria das vezes, ndo ha a necessidade de

remover fragmentos teciduais para realizac&o de biopsia (BIGIO; MOURANT, 1997).

Quando a luz penetra o tecido epitelial, ela interage com os cromoforos
presentes no meio. Os croméforos sdo classificados como fluoréforos, absorvedores
e espalhadores. Os fluoréforos ao absorverem a luz transformam-nas em
fluorescéncia, tais como os aminoacidos aromaticos (triptofano e tiroxina), colageno,
elastina, porfirinas, flavina adenina dinucleotideo (FHD) e adenina dinucleotideo
(NADH). Os absorvedores s&o aqueles que absorvem a luz e ndo a converte em
fluorescéncia, assim como a agua, a hemoglobina e a melanina. Ja os espalhadores
mantém a energia conservada dos fétons incidentes, porém provocam o
redirecionamento deles (KOLLIAS et al., 1998).

Assim, 0 conhecimento estrutural/ morfoldgico do tecido pode ser obtido a partir
das propriedades de espalhamento. Por outro lado, o conhecimento bioquimico da-se
a partir da absorgéo, fluorescéncia e espalhamento Raman (BIGIO; MOURANT,
1997).
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Neste trabalho, sera descrito a seguir a técnica da imagem no dominio da
frequéncia espacial (SFDI) que sera o nosso método de estudo aplicado no tecido

epitelial para realizacdo de diagndstico optico.

2.3 IMAGEM NO DOMINIO DA FREQUENCIA ESPACIAL (SFDI)

O SFDI (spacial frequency domain imaging) € uma técnica optica usada para o
rastreamento e mapeamento de tumores e infeccdes na pele. E uma técnica inovadora
e nao invasiva que permite quantificar valores de absorcdo e espalhamento reduzido

em uma base pixel por pixel (MONTE et al., 2018).

Os coeficientes de absorgéo ua e espalhamento reduzido s’ séo estabelecidos
a partir da espectroscopia por migracéo de fotons de multiplas distancias (DOGNITZ;
WAGNIERES, 1998). Nela, as propriedades 6pticas s&o obtidas em um comprimento
de onda especifico através da modulacio espacial da luz em um fantoma opticamente
difuso usado como referéncia. Uma camera megapixel, entdo, € usada para capturar
uma imagem obtida como resultado da refletancia em funcéo da frequéncia espacial
senoidal, codificada pela iluminac&o projetada na regiao de interesse. Portanto, o
SFDI pode ser aplicado em meios opacos, tal como em tecidos bioldgicos, para
determinar os coeficientes de absorgéo pa € espalhamento reduzido ps' dependentes
do comprimento de onda (MONTE et al., 2018).

A equacdo que determina o padrdo de oscilagido espacial em uma unica

dimensé&o para iluminar a amostra é dado pela Equagédo 2.12 (CUCCIA et al., 2009):

Iin= I;‘) [ 14+ Mo cos(2rfix + a)] (2.12)

em que lo € a intensidade da fonte de iluminac&o, Mo a profundidade de modulagao,

fx a frequéncia espacial e a a fase espacial.
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Ja a intensidade do padréo de refletancia € dada pela soma das refletancias
espacialmente moduladas (AC) e planares (DC), de acordo com a Equagao 2.13
(CUCCIA et al., 2009):

Tout = Iac + Inc (2.13)

Seja,

Iac = Mac (x) cos(2rfx+ a) (2.14)

Portanto a intensidade do padrao de refletancia € dada pela equag¢ao 2.15
(CUCCIA et al., 2009):

lour = Mac (X) cos(2nfx+ a) + Inc (2.15)

A funcéo que transforma, a uma dada frequéncia fx, a amplitude de onda
estacionaria de densidade de fétons que sofre reflexao € chamada de funcao envelope
Mac (Xi). Utilizando uma cémera 2-D é possivel obter, simultaneamente, uma
amostragem espacial de milhdes de valores de refleténcia. Isto € possivel, pois a

camera permite montar diversas curvas Mac paralelamente a cada linha y de pixels.

A funcdo Mac pode ser obtida ao iluminarmos o meio em diferentes fases (0°,
120° e 240°) com a mesma frequéncia senoidal. Assim, obtemos esta funcao
algebricamente, a partir de cada localizagc&o espacial xi, de acordo com a Equagao
2.16 (CUCCIA et al., 2009):
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Mac(rf)="2 TG — LEIP + (500 — La)E + e — LT

(2.16)

em que [4, I, € I3 s&o os valores de Iac correspondentes a cada uma das diferencas
de fase para cada localizacdo. Este procedimento torna-se bastante benéfico ao
eliminar possiveis erros de calibragdo espacial, uma vez que remove das trés imagens

elementos como ruidos, luz ambiente e iluminac&o uniforme.

Utilizando fx =0, podemos repetir o mesmo procedimento anterior, mostrando
que n&o ha diferenca de fase entre as intensidades de refletancia, para encontrar a

variacao espacial ndo modulada DC, dada pela Equag¢ao 2.17 (CUCCIA et al., 2009):
1
Mpc = 3 [ Ti(xi) + L2 (xi) + [3(%i) ] (2.17)

A fungéo Mac também pode ser encontrada no dominio da frequéncia espacial,
como um produto da intensidade de iluminagéo da fonte (lo), da funcdo de modulacéo
do sistema éptico de iluminagéo e imagem (MTFsistema) € pela real reflexao sofrida pelo
meio turvo, Rq, de acordo com a Equagéao 2.18 (CUCCIA et al., 2009):

MAC(Xi, fx) = Io . MTFststema(Xi, fx) . Rd (Xi, fx) (2.18)

Podemos encontrar uma fungdo Macref(X, fx) ao realizarmos medidas de
referéncia em um fantoma com propriedades 6pticas conhecidas, para calibrar tanto
a intensidade absoluta da fonte quanto para o MTF do sistema de imagem. Assim,
temos que a refletancia difusa em cada localizac&o espacial € dada pela Equagao
2.19 (CUCCIA et al., 2009):

Ra(xi, f) = —ACK) R (2.19)

MAC,ref(Xi»fx)
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O grande beneficio ao realizar esta calibragcdo em medidas da SFD sobre
outras medicbes espaciais, consiste em eliminar os ruidos ao evitar a desconvolugéo

no dominio espacial real do sistema PSF.

Para separar o pa do J's usando duas frequéncias espaciais € importante criar

uma tabela de consulta (Lookup table) como mostra a Figura 2. 6.
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Figura 2. 6: Tabela de consulta, obtida a partir do modelo de difusédo, para obtencdo das medidas de
refletancia difusa Rd (AC) e Rd (DC) em zero. Nas linhas pontilhadas verifica-se que em fx = 0,0 mm"”
temos Rd (DC) = 0,55 mm™ e em fx= 0,5 mm™ temos R4 (AC) = 0,06 mm”' e, consequentemente, ya=
0,03 mm’ e ps= 1,4 mm™'. Ref.(CUCCIA et al., 2009).

Na Figura 2. 6, as linhas em tom de azul correspondem a constante de
absorcao e as linhas em preto a constante de espalhamento. Além disso, temos que
R4 (AC) e Ra (DC) sé&o as medidas de refletancia difusa modulada com frequéncia

espacial fx diferente de zero e ndo modulada com fx igual a zero, respectivamente.

Finalmente, a Figura 2. 7 apresenta um esquema do processamento de dados

que sé&o obtidos através do SFDI.
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Demodulagédo Eq. 2.16
Calibragdo Eq. 2.19
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Ajuste de dados
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Figura 2. 7: Modelo esquematico da coleta de dados utilizando o SFDI. Ref.(CUCCIA et al., 2009).

A Figura 2. 7 mostra os dados de intensidade por frequéncia que foram obtidos
no SFDI. Foram utilizadas as Equagdes 2.18 e 2.21 para realizar a demodulagéo e a

calibracao, respectivamente (CUCCIA et al., 2009).

2.4 SFDI NA PROFUNDIDADE DO TECIDO BIOLOGICO

Para definirmos a profundidade de penetrac&o da luz em meios turvos (tecido
bioldgico) € importante introduzirmos o conceito de equacéo de difusdo, uma vez que
temos como alvo obter as propriedades de refletancia de ondas planas de densidade

de fétons espacialmente moduladas, bem como a sua taxa de fluéncia.

De acordo com Cuccia (2009), as ondas de densidade de fotons moduladas
espacialmente sao representadas pela transformada de Fourier de fontes pontuais e
perturbacdes espaciais, cuja equacdo de difusdo independente do tempo em meio

homogéneo é dada pela Equagéo 2.20:

V2@ — pgep = —3uTrq (2.20)
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em que ¢ é a taxa de fluéncia, q a fonte, utr 0 coeficiente de transporte e pefr 0

coeficiente de atenuacgéo efetivo.

Na Equagao 2.20, o coeficiente de transporte é dado pela Equagdo 2.21
(CUCCIA et al., 2009):

MR = Ma + W (2.21)

Meff = +/ 3HaliTR (2.22)

Sendo pa 0 coeficiente de absorcdo e ps' o coeficiente de espalhamento
reduzido dado pela Equagao 2.23 (CUCCIA et al., 2009):

bs = Us(1l—g) (2.23)

no qual g é o cosseno do angulo de espalhamento médio.

A Figura 2. 8 mostra como varia periodicamente uma fonte q de iluminacéo
modulada. Esta é considerada uma fonte de onda plana com incidéncia normal e esta
representada pela Equagéao 2.24 (CUCCIA et al., 2009):

q = qo(z)cos (kxx + a) cos (ky y + B) (2.24)

Neste caso, as fases espaciais dadas por a e [ sé&o dependentes
arbitrariamente da profundidade z e se prolongam ao longo dos eixos x e y. As
frequéncias espaciais, por sua vez, sdo dadas pelas Equag¢des 2.25 (CUCCIA et al,,
2009):
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Figura 2. 8: Representacdo de uma fonte de iluminacdo modulada, com incidéncia sobre 0 €ixo x,
variando periodicamente. Ref. (CUCCIA et al., 2009).

Em um meio linear de propagacéo, cuja resposta € proporcional a intensidade
incidente, obtemos uma taxa de fluéncia difusa ¢, com a mesma fase e frequéncia da
fonte de iluminagéo sinusoidal da Figura 2. 8. A solugédo para ¢ é dada segundo a
Equacéao 2.26 (CUCCIA et al., 2009):
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@ = @o(z) cos(Kyx + a) cos(Kyy + B) (2.26)

Se substituirmos as Equagdes 2.24 e 2.26 em 2.20, obtemos a Equagao 2.27

para a taxa de fluéncia ¢ em func¢éo da penetragéo z (CUCCIA et al., 2009):

a4z ,
E(po(z) K iffq)O(Z) = —3urrqo(2) (2.27)

na qual temos que:

1

Wepr = (Moprt K2+ k2)1/2 = (2.28)

&1 eff

onde &’err € a profundidade de penetracéo efetiva da luz na amostra em funcéo das
frequéncias espaciais kx e ky. Neste caso, teremos a propagacéo de uma onda com
coeficiente de atenuagéo escalar p'eff que surge devido a uma onda plana modulada
em x ey (CUCCIA et al., 2009).

Ao considerarmos a frequéncia espacial nula (kx = ky = 0), ou seja, na auséncia
de modulag&o espacial, temos que W'eff = lef, 0 que significa que a profundidade de
penetracéo efetiva € proporcional a de uma onda planar com iluminagdo constante e
€ obtida a partir da Equagédo 2.29 (CUCCIA et al., 2009):

8ot = —— (2.29)

Substituindo as Equagdes 2.21 e 2.22 na Equagado 2.29, podemos obter a
profundidade de penetragdo da luz em um meio turvo (tecido biolégico) de acordo

com a Equacgao 2.30:



40

, 1
O off = (2.30)
\/3ua( Mat+u'y)

Portanto, a Equagao 2.30 mostra que a partir dos coeficientes de absorcéo e
espalhamento reduzido é possivel determinar a profundidade de penetragdo da luz

em um meio.

2.5 ESFERA INTEGRADORA

Além do SFDI, existe um outro método capaz de determinar os valores de
absorcédo e espalhamento de um material, com o uso da esfera integradora. A partir
desta técnica e utilizando o método IAD (/nverse adding-doubling) obtém-se pae usa

partir dos valores de transmitancia e refletancia medidos (TARTARI et al., 2018).

De acordo com a Lei de Lambert- Beer € possivel definir os conceitos de

transmitancia e absorbancia:

A Transmitancia é definida como a fragdo do feixe de luz que incide em uma
amostra, para um determinado comprimento de onda, e que consegue atravessa-la.
Ela é dada pela Equagédo 2.31(ATKINS; P., 2010):

T=— (2.31)

A absorbancia é a capacidade que os materiais possuem de absorver radiagdes

a uma frequéncia especifica e € dada pela Equagao 2.32 (ATKINS; P., 2010):

A=log— =-log (T) (232)
0
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Portanto, a transmitancia e a absorbancia sdo medidas neste sistema a partir

das Equagdes 2.31 e 2.32.

A esfera integradora é composta por uma camera oca, cuja a superficie interna
possui a funcdo de refletir a luz de modo que ela se distribua de maneira homogénea
em seu interior (LEMAILLET; BOUCHARD; ALLEN, 2015).

O modelo do sistema da esfera integradora esta representado na Figura 2. 9:

Fonte
luminosa

Espelho

Esfera Integradora

Figura 2. 9: Representacdo esquematica da distribuicio da luz na esfera integradora. A luz se distribui
de maneira homogénea no interior da esfera oca devido a alta reflexdo sofrida.

De acordo com a Figura 2. 9 o equipamento € formado por uma fonte luminosa
que incide a luz sobre um espelho. A esfera integradora € composta por uma porta de
entrada e uma porta de saida. A amostra, entdo, € posicionada na porta de entrada e
a luz ao ser refletida pelo espelho incide sobre a amostra, no caso um fantoma,
atravessando-o e, consequentemente, entra na esfera integradora sofrendo o
processo de reflexao interna e, por fim, o espectrémetro ira medir a transmitancia da
luz. Por outro lado, para obter os valores de refletdncia, a amostra devera ser

posicionada na porta de saida da esfera integradora.
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METODOS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 FANTOMAS

Neste trabalho, utilizamos os fantomas ou Phantoms como objeto de estudo, visto
que eles s&o simuladores, pois apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes
a estrutura bioldgica estudada. Estas caracteristicas morfologicas s&o referentes aos
cromoforos e elementos microscopicos presentes no tecido epitelial, que sé&o

responsaveis pela absor¢cao e espalhamento da luz no meio, respectivamente.

Portanto, medidas em fantomas, com parametros Opticos conhecidos, foram
realizadas constantemente utilizando o SFDI e fazendo o uso do modelo de refletancia
difusa e da propagacéo da luz para determinarmos a absorgao e o espalhamento nas
profundidades do tecido. Isto nos garante maior seguranca e confianga na validade

do método e dos resultados obtidos.

Para prepararmos a matriz dos fantomas, utilizamos o Polidimetilssiloxano

(PDMS), cuja estrutura quimica esta representada na Figura 3. 1:

CHs CHs CHs
HAC Si 0 Si 0 Si CH,
CH, CH, CHj
L _— n

Figura 3. 1: Representacdo da estrutura quimica do Polidimetilssiloxano (PDMS), usado para producao
da matriz dos fantomas. Ref.(MOREIRA, 2013).
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De acordo com a Figura 3. 1 a estrutura quimica do PDMS apresenta em sua
cadeia o radical metil (CH3-) e liga¢bes de silicio e oxigénio e, portanto, este composto

pertence ao grupo dos polimeros organicos sintéticos que fazem parte da familia dos
silicones.

O PDMS € um elastémero de silicone, ou seja, um material polimérico organico

de alta biocompatibilidade e de baixo custo e atualmente € muito utilizado na industria
biomédica (MOREIRA, 2013).

Além do PDMS, também utilizamos para a produgéo dos fantomas o Dioxido de

TitAnio como meio espalhador e a ftalocianina de Zinco (ZnPc), cujo espectro de
absorcao esta representado na Figura 3. 2:
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Figura 3. 2: Espectro de absorcdo da ftalocianina de Zinco (ZnPc) na presenca de sulféxido de dimetilo

(DMSO). Na faixa de 550 a 700 nm observa-se que existe uma banda de absor¢do maxima em 672 nm
e uma banda fraca em 645 nm. Ref.(SHARMA et al., 2013).
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A Figura 3. 2 representa o espectro de absorcao da ftalocianina de Zinco em
presencga de sulféxido de dimetilo (DMSO), um composto também bastante utilizado
na industria e em laboratério. Nele observa-se que em uma faixa de 550 a 700 nm a
ftalocianina de zinco apresenta duas bandas de absorgcédo, sendo uma banda maxima
em 672 nm e uma banda fraca em 645 nm. Portanto, verifica-se que a ZnPc apresenta
picos de absorcdo dentro da janela terapéutica (600 a 1200nm), o que torna
importante utilizar este composto como meio absorvedor nos fantomas. De fato, isto
€ interessante, porque os cromoforos presentes nesta regido ao absorverem luz,
perdem pouca energia e, portanto, podem ser utilizados para o diagnéstico a fim de

tratar regides mais profundas.

Os tecidos biolégicos caracterizam-se por serem meios turvos, heterogéneos e
complexos, visto que neste trabalho o foco do estudo € o tecido epitelial. Portanto, os
fantomas utilizados simularam de maneira eficaz as propriedades Opticas de

espalhamento e absor¢cao da luz nestes meios.

Além de simular o tecido bioldgico, os fantomas também servem como método
para calibracéo de equipamentos. Neste caso, utilizamos, para calibrar o equipamento
SFDI, fantomas cuja matriz é produzida a base de Polidimetilssiloxano (PDMS) e que
apresentam como nucleos espalhadores de luz o Didxido deTitanio (TiO2) e como
corante o Nankim ( PRO- 4100, 183 Pro Art).

Para prepararmos o fantoma de calibragao, inicialmente misturamos 0,05 g de
TiO2 para 144,75 g de PDMS e 70 ml de Nakim para dar um tom cinza ao composto.
Em seguida, mexemos bem os reagentes até obtermos uma mistura homogénea e,
entdo, adicionamos 15 ml do agente ativador (Kit P-4, Eager Plastic) que é utilizado

para vulcanizar o sistema, ou seja, dar forma ao produto final.

Por ultimo, utilizamos uma bomba de vacuo para retirar 0s gases presentes no

meio. O fantoma de calibragéo esta representado abaixo pela Figura 3. 3:
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Figura 3. 3: Fantoma de calibrag&o, produzido a base de PDMS,
TiO2 e Namkim.

Além do fantoma de calibragdo, também foram confeccionados outros dois
tipos de fantomas, sendo eles simuladores de propriedades caracteristicas do tecido
epitelial (bioldgico). Um deles foi preparado com o intuito de mostrar as propriedades

opticas do sistema na superficie e o outro para mostrar em profundidade.

Depois do fantoma de calibracéo, o préximo a ser elaborado foi um fantoma no
qual foram inseridas finas peliculas com diferentes concentragdes de um composto
absorvedor, a ftalocianina de Zinco (ZnPc). Nele foram realizadas medidas no
equipamento SFDI e em outro equipamento denominado Esfera Integradora. Estas
medicdes tiveram o objetivo de, primeiramente, comprovar a validade do método SFDI
ao compara-lo com dados obtidos na esfera integradora. E posteriormente, podermos
realizar medidas em outro fantoma que apresenta graus de profundidade. O fantoma

de ZnPc esta representado na Figura 3. 4:
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Figura 3. 4: Fantoma produzido em laboratério para simulacio de propriedades épticas do tecido
epitelial. Este apresenta um bloco maior de PDMS e finas peliculas de ZnPc e TiO2 em diferentes
concentracgdes.

A producéo do fantoma de ZnPc representado pela Figura 3. 4 foi dividida em

trés etapas:

1° ETAPA: inicialmente foi produzido, em temperatura ambiente, um bloco
composto por 125 g de PDMS e 15 ml do agente ativador (Kit P-4, Eager Plastic). Este

bloco apresenta um formato cubico com 10.00 cm de altura e comprimento;

2° ETAPA: nesta etapa foram produzidas dez peliculas finas com 1.00 mm de
espessura cada. Elas também foram preparadas em formato cubico com 2.5 cm de
altura e comprimento. Para o seu preparo, utilizamos como matriz uma pequena
quantidade fixa do substrato de PDMS que foi produzido na 1° etapa e adicionamos
em cada pelicula, quantidades diferentes de ZnPc, e uma concentragcdo fixa de

2.5 mg/ml de TiO2 usado como meio espalhador, como mostra a Tabela 3. 1:
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Tabela 3. 1: Concentragbes de ftalocianina de zinco e TiO2 usados para confecgdo das peliculas de
um fantoma.

Fantomas ZnPc (mQ) TiO2 (mg/ml)
C1 5.00 2.50
C2 10.00 2.50
C3 20.00 2.50
C4 40.00 2.50
C5 50.00 2.50
C6 60.00 2.50
C7 70.00 2.50
C8 80.00 2.50
C9 100.00 2.50
C10 90.00 2.50

Portanto, de acordo com a Tabela 3. 1, foram preparadas dez peliculas de ZnPc

em diferentes concentragdes.

3° ETAPA: nesta ultima etapa, foram inseridas as dez peliculas de ftalocianina
de zinco, com diferentes concentragdes, no substrato de PDMS produzido na 1° etapa,

formando finalmente o fantoma de ZnPc.

Finalmente, o ultimo fantoma a ser produzido foi chamado de “Star- Phanton?’,
pois ele & formado por um bloco de PDMS no qual foram inseridas finas peliculas de
1.00 mm de espessura que possuem o formato de estrelas e tiras retangulares. As
estrelas apresentam uma inclinacdo dentro do bloco que nos permite analisar a
profundidade de penetragdo da luz no mesmo. O “Star- Phantom” segue abaixo

sendo representado pela Figura 3. 5:
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Figura 3. 5: “Star Phantom” produzido em laboratério, formado por um bloco de PDMS e finas peliculas
de ZnPc em formato de estrelas e tiras retangulares que estdo identificadas pelas linhas pontilhadas
em azul.

Na Figura 3. 5, as peliculas de ZnPc em forma de estrelas e tiras retangulares

foram demarcadas pelas linhas pontilhadas a fim de facilitar a visualizagéo.
A producéo do “Star Phantom” também se divide em trés etapas:

1° ETAPA: para a fabricacdo deste fantoma, primeiro criamos um composto
que chamamos de “Nova Matriz’. Para isso, agregamos 1,18 g de TiO2em 158,12 g

do agente ativador (Kit P-4, Eager Plastic), usado para dar forma ao bloco;

2° ETAPA: nesta etapa criamos um bloco chamado de “Phantom- matriz’,
formado a partir da adicdo de 125.00 g de PDMS em 13.00 g da “Nova Matriz’

produzida inicialmente;
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3° ETAPA: nesta ultima etapa, produzimos as finas peliculas em forma de
estrelas e tiras retangulares. Para isto, incorporamos 1,29 g da “Nova Matriz’ em
8,09 g de PDMS e 0,02 g de ZnPc e, entdo, as agregamos com um certo grau de
inclinacdo ao “Phantom- matriz’ produzido na 2° etapa, dando origem ao “Star

Phantom’.

Em ambos os fantomas de simulacdo € importante ressaltar que a técnica
adotada para a coloragdo das peliculas foi com Hematoxilina. As técnicas de
coloracdo sao importantes pois permitem diferenciar as estruturas presentes no
tecido, sendo os cromoforos 0s responsaveis pela coloracdo no tecido epitelial. A
Hematoxilina foi utilizada, pois ela € responsavel pela coloracdo azul dos nucleos a

fim de fornecer maiores informagdes intranucleares.

3.2 MONTAGEM DO APARATO EXPERIMENTAL

3.2.1 ESFERA INTEGRADORA

Para caracterizar as propriedades Opticas do fantoma na superficie, foram
feitas medidas em um equipamento chamado Esfera integradora, a fim de comparar

com os resultados obtidos no SFDI e verificar a validade da técnica.

O equipamento da esfera integradora utilizada neste trabalho esta

representado na Figura 3. 6.
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rEs'fEra ' : Fantoma de
Calibragao

Integradora

Figura 3. 6: Imagem do equipamento da esfera integradora, formado por uma fibra 6ptica, uma fonte
luminosa, o espelho, e a esfera integradora. Esta ultima é composta por uma camera oca em seu
interior cuja funcao é refletir a luz homogeneamente.

Para calcular os valores de pa € s através do método IAD (/nverse adding-
doubling), que usa os valores de refletancia e transmitancia, utilizamos uma esfera
integradora composta por vinte portas e quatro portas da Thorlabs, Inc ligada a um
espectrometro da Ocean Optics USB4000-UV-VIS que armazena os dados na forma
de texto, sendo uma coluna formada pelo comprimento de onda e a outra pela sua

intensidade luminosa.

Para determinar os espectros de absorgado e espalhamento foi utilizado o
programa Origin juntamente com um codigo implementado em Matlab, no qual foram
fornecidos alguns valores importantes, tais como a espessura da amostra (d= 1mm),

o indice de refracédo (n= 1,4) e a anisotropia do meio (g= 0,9).
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3.2.2 APARATO EXPERIMENTAL DO SFDI

Neste trabalho, as medidas no equipamento SFDI foram realizadas primeiro em
um fantoma para mostrar as propriedades épticas em sua superficie e depois em outro

para mostrar as propriedades em profundidade.

Para montagem do equipamento, uma fonte de luz halégena (OSL2, Thorlabs
Inc), um projetor de luz (P300, AAXA Inc.), uma camera CCD de 1280 x 1024 pixels
(Thorlabs Inc) e uma base giratéria composta por cinco filtros foram acopladas em

uma placa metalica formando o SFDI, como mostra a Figura 3. 7:
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Figura 3. 7: Aparato experimental do SFDI, onde (A) representa a imagem do projetor de luz (P300,
AAXA Inc.), (B) a camera CCD de 1280 x 1024 (Thorlabs Inc) e a base giratéria composta por cinco
filtros e (C) a montagem final do SFDI.
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A base giratéria acoplada a camera CCD é composta por cinco filtros. Estes
s80 responsaveis por selecionar os comprimentos de onda que desejamos trabalhar.
Neste trabalho, os filtros selecionados apresentam uma interferéncia passa-banda

para transmissao nos picos em 475, 488, 532, 580, 650 nm.

Como mostrado na Figura 3. 7, a saida da fonte de luz € conectada através da
fibra 6ptica ao DMD (Digital Micromirror Device) que fica dentro do projetor € modula
a luz para ser projetada na amostra. As aquisicGes de imagem foram realizadas sem
interferéncia de luz externa quando a sala ficou escura. Essas condigdes melhoram a

relacdo sinal / ruido (SNR) e previnem diafonia com luzes falsas.

O SFDI requer a modulagéo espacial da iluminagdo, bem como medidas em
um fantoma difusivo usado como referéncia (fantoma de calibragdo da Figura 3. 3)
para determinar as propriedades 6pticas em um determinado comprimento de onda.
O mddulo DMD gera padrbes de onda senoidal que apresentam trés fases distintas
(0°, 120° e 240°) e cinco freqUéncias espaciais. Esses padrées s&o projetados em
sequéncia na superficie do phantom e a luz refletida é coletada com a camera CCD.
As imagens originais tém 1024 x 1024 pixels de tamanho e podem cobrir uma area do

phantom de 70 mm x 60 mm.

A Figura 3. 8 mostra uma representacao esquematica do aparato experimental
da técnica SFDI, onde a camera externa € responsavel por capturar a refletancia

resultante e medir a fungdo s-MTF (spatial modulation transfer function).

Projetor e
fonte de lluz

Camera

By Filtro

(115

Fantoma

Figura 3. 8: O aparato experimental da técnica SFDI é formado por um projetor de luz ligado ao
médulo DMD que gera padrdes de ondas senoidais na superficie do fantoma e uma camera CCD
que captura as imagens formadas pela refletancia.
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Na Figura 3. 8, o projetor incide o feixe de luz modulada sobre o fantoma
produzindo padrées senoidais na parte superior da amostra. A luz passa entao pela
base giratéria, onde cada filtro selecionado ira determinar o comprimento de onda que
queremos trabalhar. Por ultimo, a camera CCD ira capturar as imagens produzidas do

fantoma.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 DETERMINAGAO DOS FILTROS A SEREM UTILIZADOS

Para determinarmos os filtros a serem usados na base giratéria do
equipamento SFDI, foi importante verificarmos o espectro de absor¢do dos filtros
disponiveis. Para isto, utilizamos um espectrémetro USB4000-UV-VIS da Ocean
Optics e para o calculo dos espectros de absorbancia foi empregada a Equagéao 2.32

e o programa Origin.

Um fator importante para a escolha dos filtros foi verificar se eles se encontram
na regido do espectro eletromagnético compreendida entre o vermelho e IV proximo,
ou seja, com comprimento de onda de 600 a 1200 nm. A Figura 4. 1 mostra o espectro

de transmisséo dos filtros:

1,0

488 nm 650 nm

{.‘ ;Ql @J T
] 457 nm s H60 mirm
932 mm
0,8 5

0,7 1

0,5 1

0,3 1

Transmissao

0,2 1

0,0 I e e e e e I E e e e A B
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 4. 1: Espectro de absor¢éo dos filtros utilizados no equipamento SFDI.
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Na Figura 4. 1, os filtros apresentam transmissdo em 457 nm, 488 nm, 532
nm, 580 nm, 650 nm, respectivamente. Estes filtros foram fundamentais para a analise
da profundidade em phantoms bioldgicos, utilizando o SFDI. Apenas um deles (650
nm) apresenta comprimento de onda dentro da janela terapéutica e, portanto, ao
absorver pouca luz ocasiona a baixa perda de energia e consequentemente o alcance

de regides mais profundas pelo feixe luminoso.

4.2 UTILIZAGAO DO SFDI PARA AQUISIGAO E PROCESSAMENTO DA
IMAGEM

Nesta secdo sera descrito como foi realizada a aquisicdo € 0 processamento

da imagem utilizando o SFDI.

A realizac&o deste procedimento foi possivel devido ao uso de um software de
instrumentacéo virtual conhecido como LabView. Este foi desenvolvido pela National
Instruments (NI), onde cada instrumento virtual € composto por uma tela de
comandos, pelo diagrama de blocos e um conector. A Figura 4. 2 mostra a interface

grafica da tela de comandos do LabView usada neste trabalho.
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Figura 4. 2: Interface gréfica da tela de comandos do LabView que permite a interacdo entre o usuario
e 0 equipamento SFDI Ref. (BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018) .

Na tela de comandos da Figura 4. 2 estdo presentes botbées como o Master
gain e Blacklevel Offset que s&o responsaveis por aumentar e diminuir a intensidade
do feixe luminoso na amostra, além do botdo Auto Shutter que corrige
automaticamente a luminosidade e botdes para os comprimentos de onda e as

frequéncias a serem utilizadas.

Para a aquisicdo das imagens, a tela da camera CCD, também presente no
painel principal, comunica-se com o codigo que foi programado anteriormente e
captura a projecao adequada do SFDI (BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018).

Para que haja formacédo da imagem, esta técnica precisa de no minimo dois
comprimentos de onda. Portanto, como ja citado anteriormente, foram escolhidos
cinco filtros com comprimentos de onda diferentes, os quais devem ser registrados na

tela de comando pelo usuario.
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Além dos comprimentos de onda, outro fator importante para a analise da
profundidade em phantoms bioldgicos através do SFDI, esta na determinacéo das
frequéncias espaciais. Decidimos, portanto, adotar cinco conjuntos, sendo cada um
composto por cinco frequéncias espaciais diferentes que também devem ser inseridas
na tela de comandos do LabView. Um dos conjuntos foi usado para o processo de
aquisicdo de imagens no fantoma formado por finas peliculas com diferentes
concentragcdes de ZnPc e 0os demais conjuntos para o “Star- Phantom”. Em cada um
deles sera selecionada a frequéncia determinante durante o processamento da

imagem.

Ainda no processo de aquisicao de imagem, pastas de dados sao formadas
para cada frequéncia espacial selecionada, por conta da modulagdo sinusoidal
(BARBOSA DA CRUZ JUNIOR, 2018). Por exemplo, para um conjunto formado pelas
frequéncias 0 mm'; 0,08 mm™: 0,1 mm-'; 0,4 mm e 0,8 mm" teremos cinco pastas
para cada uma delas. Em cada uma das pastas serdo armazenadas 15 imagens para
os cinco comprimentos de onda dos filtros e trés fases distintas (0°, 120° e 240°). Logo,
no final do processo sdo formadas 75 imagens. A Figura 4. 3 mostra as imagens
moduladas que foram formadas para o “Star- Phantom’ e a Figura 4. 4 apresenta um
esquema de imagens moduladas para o mesmo fantoma, mantendo-se um

comprimento de onda fixo (650 nm) e variando as frequéncias espaciais:
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Figura 4. 3: Imagens moduladas do “Star Phantom” obtidas a partir do LabView nas fases 0°, 120° e

240° e na frequéncia espacial de 0,4 mm™.
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Figura 4. 4: Esquema de imagens moduladas do “Star Phantom” com o comprimento de onda fixo
em 650 nm e quatro frequéncias espaciais fx= 0,07 mm™, 0,1 mm™, 0,3 mm™ e 0,4 mm™.

Logo apds a aquisicdo das imagens moduladas dos fantomas, obtidas pelo
LabView, deve-se entdo realizar o processamento delas através do MATLAB. Este €
um software que faz a compactacao das imagens de reflexado adquiridas, ou seja, das
cinco pastas com 75 imagens cada uma, em um unico grupo. Além disso, o MATLAB
fornece os coeficientes de absorcdo e espalhamento que sdo parametros opticos
importantes dos fantomas estudados, a partir de calculos computacionais € das

informacdes processadas das imagens obtidas.
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Para o processamento das imagens, foi utilizado um codigo implementado no
MATLAB dividido em trés partes importantes, como apresentado no final deste
trabalho (Anexo 1). Na primeira etapa do processamento, utilizamos o
convert_HC1_data.m responsavel por transformar em dados o formato de imagem
modulada adquirida pelo SFDI e através do LabView. Neste processo € criado um
arquivo Raw que contém todos os dados da imagem capturada pela camera, sem

nenhuma perda ou modificagdo.

Na segunda etapa, usamos o test_script_for_ HC1.m que converte as
informacdes do arquivo Raw em um mapa de cores. Neste procedimento, pede-se ao

usuario alguns dados importantes para o processamento da imagem, tais como:

1) O método de processamento da imagem: look up table (Lut), Difuséo (Diff) e
Monte Carlo (MC). Sendo que neste trabalho usamos a look up table e a Difus&o. O
primeiro método € fundamentado em uma tabela de referéncia baseada em Monte
Carlo. O segundo baseia-se na Equagado de Difusdo 2.22 e cuja refletancia difusa
dada pela Equac¢ao 2.21, em ultima analise, sera usada para calcular o coeficiente de

absorgéo da luz no meio (Ja) e o coeficiente de espalhamento reduzido (us’).

2) Um par de frequéncias espaciais (LUTfregsidx): Se o método utilizado for
LUT, entdo para cada conjunto de 5 frequéncias espaciais usadas e que foram
introduzidas no painel de controle do LabView, deve-se selecionar apenas duas para
o processamento da imagem. Por exemplo, ao usarmos as frequéncias fx= 0,0 mm-";
0,1 mm; 0,2 mm-'; 0,5 mm-'; 1,0 mm-' e determinarmos como LUTfregsidx [1 5],

significa que as frequéncias selecionadas ser&o a primeira e a ultima.

Um fator importante neste procedimento é selecionar a frequéncia 0,0 mm-,
pois ela ndo gera padrbées de ondas senoidais que s&o projetadas na superficie do
fantoma e, portanto, gera uma imagem planar. Ou seja, para esta frequéncia o SFDI

€ capaz de projetar imagens reais tridimensionais (3D) em um plano (2D).

Na terceira e ultima etapa do processamento de imagens, o Matlab pede para
que o usuario selecione regides de interesse que serdo responsaveis por determinar

a absorgao e o espalhamento médio na regiao.
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4.3 ABSORGAO E ESPALHAMENTO OPTICO NA PROFUNDIDADE DOS
FANTOMAS BIOLOGICOS

4.3.1 NA SUPERFICIE DO FANTOMA

Para obtencdo e analises dos coeficientes de absor¢cdo e espalhamento na
superficie dos fantomas, utilizamos a esfera integradora e o SFDI. As duas técnicas
foram empregadas a fim de compararmos os resultados obtidos e verificarmos se a
técnica SFDI é valida, pois os espectros de absor¢éao e espalhamento de um meio que
contém ZnPc e PDMS podem sofrer algumas alteragdes. Uma vez que comprovada a
eficacia do método, ele pode entdo ser usado para o estudo da profundidade de

penetracdo da luz em fantomas bioldgicos que simulam o tecido epitelial.

43.1.1 UTILIZAGAO DA ESFERA INTEGRADORA

As primeiras medidas realizadas foram utilizando a esfera integradora, visto
que, esta técnica possui elevada precisdo na obtencdo dos coeficientes de absorcao

e espalhamento do meio.

O fantoma utilizado foi aquele formado por finas peliculas de ZnPc em
diferentes concentracdes. E importante lembrarmos que para este fantoma foram
usados o PDMS, como meio de fundo, o0 ZnPc como meio absorvedor, e 0 TiO2 como
meio espalhador. As Figura 4. 5 e Figura 4. 6 mostram os espectros de absor¢ao e

espalhamento, respectivamente, para este fantoma.
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Figura 4. 5: Espectro de absor¢cdo em funcdo do comprimento de onda do fantoma formado por
peliculas de ZnPc em diferentes concentragdes.
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Figura 4. 6: Espectro de espalhamento em funcdo do comprimento de onda do fantoma formado por
peliculas de ZnPc em diferentes concentragdes.
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Na Figura 4. 5 e Figura 4. 6, os espectros de absorcdo e espalhamento no
fantoma deve-se a presenca de ZnPc e do TiOz2, respectivamente. Segundo eles,
existem duas bandas de maior absorcdo e espalhamento da Iluz em,

aproximadamente, 610 e 810 nm e outra menor em 450 nm.

Uma vez que 0 nosso interesse € observar as propriedades Opticas referentes
aos comprimentos de onda que se encontram dentro da janela terapéutica,
verificamos 0 comportamento da absorgao e do espalhamento no meio em fun¢éo da
concentracdo das peliculas, para o comprimento de onda de 650 nm, de acordo com

os graficos da Figura 4. 7 e Figura 4. 8 .
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Figura 4. 7: O grafico mostra o comportamento da absorcdo do feixe de luz em funcdo da concentracio
para o comprimento de onda de 650 nm, em medidas realizadas na esfera integradora no fantoma
formado por peliculas de ZnPc em diferentes concentracdes.
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Figura 4. 8: O grafico mostra o comportamento do espalhamento do feixe de luz em fungéo da
concentracdo para o comprimento de onda de 650 nm, em medidas realizadas na esfera integradora
no fantoma formado por peliculas de ZnPc em diferentes concentracdes.

Na Figura 4. 7, observa-se que a absor¢do aumenta para os meios de maior
concentracdo. Este comportamento pode ser facilmente descrito pela Lei de Lambert-
Beer, segundo a qual, para amostras que apresentam maiores concentracdes, a
intensidade do feixe de luz diminui ao atravessar 0 meio devido a alta absorgcéo

sofrida.

Na Figura 4. 8, o espalhamento também aumenta para os meios de maior
concentracdo, pois o feixe de luz ao atravessar o fantoma sofre uma mudanga em sua
direcdo de propagacado. Neste caso, a energia do campo de radiagéo é absorvida e

depois reemitida mudando o seu direcionamento.
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43.1.2 UTILIZAGAO DO SFDI

Posteriormente as medidas espectroscopicas utilizando a esfera integradora,
as mesmas foram realizadas utilizando o equipamento SFDI. Para a aquisi¢cédo e
processamento da imagem foram usados os filtros com comprimentos de onda de 475
nm, 488 nm, 532 nm, 580 nm, 650 nm e frequéncia espacial fx = 0,8 mm-'. O método
de processamento de imagem utilizado foi a look up table e a Difus&o. Este ultimo foi
usado para obtencdo dos pardmetros de absor¢cdo e espalhamento a partir da
equacao de difusdo e da refletancia difusa e a look up table para o mapeamento dos
cromoforos no fantoma. A Figura 4. 9 mostra este mapeamento em funcido do

comprimento de onda.
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Figura 4. 9: Mapas de cores da absor¢do e do espalhamento de croméforos em um
fantoma com peliculas de ZnPc em diferentes concentragdes.
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Os resultados obtidos no SFDI e representados pela Figura 4. 9 sé&o
comparaveis aqueles fornecidos pela esfera integradora. Primeiramente, porque
observamos que tanto a absor¢do quanto o espalhamento sdo baixos em 457 nm e

mais acentuados de 488 a 650 nm.

Em 650nm verifica-se um maior contraste entre as regides contendo PDMS,
ZnPc e TiO2, devido ao alto nivel de absor¢ao e espalhamento. Para este comprimento
de onda, os gréficos da Figura 4. 10 e Figura 4. 11 mostram o comportamento da
absorcdo e do espalhamento em fungdo da concentracdo das peliculas de ZnPc

presentes no fantoma.
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Figura 4. 10: O grafico esta representando como a absorcdo do feixe de luz varia com a concentracéo,
em 650 nm e frequéncia espacial de 0,8 mm-*, para o fantoma com peliculas de ZnPc¢ no SFDI.
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Figura 4. 11: O grafico mostra a variacdo do espalhamento para o feixe luminoso em funcdo da
concentragdo, em 650 nm e frequéncia espacial de 0,8 mm™', para o fantoma com peliculas de ZnPc¢
no SFDI.

Ambos os graficos da Figura 4. 10 e da Figura 4. 11 foram obtidos a partir de

um ajuste de dados.

Ao compararmos os graficos da Figura 4. 7, Figura 4. 8, Figura 4. 10 € Figura
4. 11 mais uma vez observamos que os resultados obtidos no SFDI e na esfera
integradora apresentam o mesmo comportamento. Isto ocorre, pois, a absor¢céo e o
espalhamento aumentam em ambos o0s graficos, para 0s meios de maior

concentracdo, estando de acordo com a Lei de Lambert-Beer.
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4.3.2 NA PROFUNDIDADE DO FANTOMA

Nesta seccdo, sera abordado as medidas feitas no SFDI para o “Star
Phantom”. Para isso, foi realizado o processamento das imagens e a partir delas foi
possivel obter os valores de pa € Ps. Além disso, também foi alvo de estudo a

profundidade de penetracdo da luz no meio, para diferentes frequéncias espacias.

4.3.2.1 UTILIZAGAO DO SFDI PARA O ESTUDO DO “STAR PHANTOM”

Novamente, os filtros utilizados para o estudo das propriedades Opticas no “Star
Phantom” possuem comprimento de onda de 475 nm, 488 nm, 532 nm, 580 nm e 650

nm, por estarem presentes na faixa compreendida pela janela terapéutica.

O “Star Phantom’, assim como o fantoma formado por peliculas de ZnPc em
diferentes concentragdes, também apresenta peliculas de ZnPc, porém estas
possuem a forma de estrelas e estao inclinadas no meio. No entanto, o que diferencia
este estudo daquele feito no outro fantoma € o uso de frequéncias espaciais
diferentes, porque elas s&o fundamentais para a investigacao da profundidade de
penetracdo da luz no meio. Portanto, as frequéncias adotadas neste estudo foram

0,07 mm™; 0,1 mm™"; 0,3mm" e 0,4 mm™.

A Figura 4. 12, Figura 4. 13 e Figura 4. 14 mostram os espectros de absorcéo
(Max A) do “Star- Phantom”, que foram medidos em uma faixa de 400-660 nm para

as frequéncias espaciais de 0,1 mm'; 0,3 mm-' e 0,4 mm-":



0,02 - E475nm
m 488 nm
E 532 nm
. 580 nm
RN /  m650 nm
Ay 7
\\ /I
0,01 \ "
—_ v ’
- \ 4
1 1 ,
E \\ /I
E 1 7
N \\ /l
“ A s
3 \ ’
A ,
1 s
0,00
\ 7
Y /
\‘ F 4
n #
AY
< s
\ ,’
& 1 x I- =~ = 1 & 1
450 500 550 600 650

comprimento de onda (nm)

Figura 4. 12: Espectro de absorgdo do “Star Phantom” para fx= 0,1 mm™.
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Figura 4. 13: Espectro de absorgdo do “Star Phantom” para fx= 0,3 mm™.
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Figura 4. 14: Espectro de absorgdo do “Star Phantom” para (A) fx= 0,4 mm™.

Os espectros de absor¢céao representados pela Figura 4. 12, Figura 4. 13 e
Figura 4. 14 foram obtidos a partir de um ajuste linear e referem-se as trés frequéncias
espaciais utilizadas, sendo uma responsavel por determinar os parametros opticos em
alta profundidade de penetracéo da luz (fx= 0,1 mm-"), outra em média profundidade
(fx = 0,3 mm™) e a dltima em baixa profundidade (fx = 0,4 mm™'). Em ambos os
espectros, verifica-se que o coeficiente de absor¢cdo da ZnPc, presente nas finas
peliculas em forma de estrela, apresentam uma banda de absor¢éo com intensidade
maxima em 650 nm. Portanto, tomamos como referéncia para a determinagdo da
profundidade nas diferentes frequéncias espaciais adotadas, medidas com

comprimento de onda A= 650 nm.

Para o calculo da profundida de penetracdo da luz no fantoma foi usada a
Equacado 2.32 da seccgao 2.5 deste trabalho, que se baseia nos valores de [Ja € s
obtidos no processamento da imagem. O método utilizado foi a Difusdo, pois ele
apresentou valores mais exatos do que a look up table (lut). A Tabela 4. 1 mostra os
valores de pa, W's € a profundidade encontrada para as diferentes frequéncias

espacias.
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Tabela 4. 1: Valores de pa e Y’s encontrados para as diferentes frequéncias espaciais em 650 nm e a
profundidade de penetracio da luz calculada. A frequéncia espacial de 0,1 mm" foi tomada como um
limite para comecarmos a obter os pardmetros de absor¢céo e espalhamento.

fx (mm-) a (mm") s (mm) 5 (mm)
0,07 (-0,21 £ 0,02) x 102 3,09 £ 0,27 -—--
0,1 (0,14 + 0,01) x 107 0,96 + 0,13 4,92
0,3 (0,21 + 0,04) x 10" 1,04 £ 1,55 3,83
0,4 (0,41 +£ 0,13) x 107 1,15+ 0,17 2,60

Na Tabela 4. 1, verifica-se que o coeficiente de absorcéo para fx= 0,07 mm-' é
um valor negativo, ou seja, (-0,21 + 0,02) x 10, o que resultaria em uma profundidade
cujo valor € um numero complexo e, portanto, podemos descartar a absor¢do nesta
frequéncia espacial. Além disso, foram realizados varios procedimentos repetidos
para frequéncias abaixo de 0,1 mm-' e n&o foram alcancados valores coerentes com
a teoria para os coeficientes de absorgdo e espalhamento. Assim, subentende-se que
este € um limite para a obtengc@o de dados e, como consequéncia, possivelmente seja

inviavel atingir os parametros opticos nesta regiao.

Os graficos da Figura 4. 15 e Figura 4. 16 representam como a absorgéo, o
espalhamento e a profundidade de penetracédo da luz no phantom variam com a

frequéncia espacial:
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Figura 4. 15: Variacdo do coeficiente de absorcdo e da profundidade em fungéo da frequéncia espacial.
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Figura 4. 16: Variacdo do coeficiente de espalhamento e da profundidade em funcdo da frequéncia
espacial.
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De acordo com os graficos da Figura 4. 15 e Figura 4. 16 observa-se que,
quanto maior o valor da frequéncia espacial adotada, menores seréo os coeficientes
de absorcéo e espalhamento obtidos e, consequentemente, o feixe de luz alcancara
niveis de penetracdo mais profundos. Estes dados mostram, portanto, que a absorgcao
apresenta um decaimento exponencial com o aumento da profundidade de

penetracdo da luz, como mostra o gréafico da Figura 4. 17:
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Figura 4. 17: O grafico mostra o decaimento exponencial do coeficiente de absor¢cdo com o aumento
da profundidade de penetracéo da luz.

O gréfico da Figura 4. 17 foi obtido a partir de um ajuste de curva e juntamente
com os valores da Tabela 4. 1 demostram que a técnica SFDI pode ser utilizada como
método de processamento de imagem para o diagndstico do tratamento de tumores e
lesGes no tecido epitelial. Além disso, observa-se que neste conjunto de frequéncias,
aquela que melhor apresenta uma aplicacdo real no tecido epitelial seria a de
0,1 mm-', pois ela é capaz de fazer uma varredura em toda a extensdo do tecido. Isto
€ possivel, porque de acordo com a teoria a espessura do tecido epitelial varia de 0,5
a 4,0 mm e os dados experimentais deste trabalho demostraram que a luz alcancga

uma profundidade de penetragdo que vai até 4,92 mm-".
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Além disso, a Figura 4. 17 também mostra que os dados alcangados estéo de
acordo com a Equacgao 2.5 da seccédo 2.1.1.2 que descreve a Lei de Lambert- Beer,
pois devido aos processos de absorgdo e espalhamento ocorre um decaimento da
intensidade luminosa. A atenuacgado da intensidade luminosa depende da espessura
do meio que a luz incide e da concentragdo molar da espécie absorvedora, sendo que
quanto maior 0 caminho &ptico percorrido pelo feixe de luz dentro do material,
menores serdo os coeficientes de absor¢céo e espalhamento do meio (ATKINS; P.,
2010).

43.2.2 IMAGENS PROCESSADAS DO “STAR PHANTOM”

Os resultados obtidos através do SFDI sdo baseados em caélculos
computacionais e, portanto, estdo sujeitos a transparecer as deformidades e ruidos
referentes as imagens armazenadas. No entanto, constatamos que a camera CCD
sensivel, com tamanho de 1024 x 1024 pixels, fornece imagens cuja qualidade

possibilita obter com exatidao os valores de pa € s’

O método de processamento de imagem utilizado foi a look up table, pois este
ocorre a partir de uma tabela de referéncia baseada em Monte Carlo e, além disso, o
motivo da escolha esta relacionado ao tempo gasto de processamento para cada
método. Enquanto levamos cerca de 15 minutos para processar em look up table, em
difusdo o tempo estimado é de 30 minutos e em Monte Carlo pode levar de horas até

dias.

A Figura 4. 18 mostra as imagens processadas do “Star Phantom” para o
comprimento de onda de 650 nm e para as frequéncias de 0,07 mm'; 0,1 mm-'; 0,3
mm: 0,4 mm. No Anexo Il, no final deste trabalho est&o presentes as imagens

processadas deste fantoma para os demais comprimentos de onda utilizados.
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ABSORCAO ESPALHAMENTO
Kx = 0,07 mm-!

Kx = 0,4 mm-"?

Figura 4. 18: Imagens do “Star Phantom” processadas em MATLAB no comprimento de onda de
650 nm e frequéncias espaciais de 0,07 mm™; 0,1 mm™; 0,3 mm™; 0,4 mm™".
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Nas imagens processadas na Figura 4. 18 verificamos que para a frequéncia
espacial de 0,07 mm-' ndo ha nenhuma imagem sendo formada. Isso acontece por
causa da baixa absorcido que esta ocorrendo na regido, como mostrado na
Tabela 4. 1. Neste caso, como ja falado anteriormente, o fato do valor da absorcéo no
meio ser negativo, mostra que a luz nao chega a alcancar este ponto e, portanto, ndo

existe imagem a ser formada.

Para as demais imagens de 0,1 mm™: 0,3 mm- e 0,4 mm™', observamos que
quanto maior é a frequéncia espacial, maior € o contraste entre as regides que

apresentam PDMS, ZnPc e TiOz, gerando imagens com estrelas mais nitidas.

No entanto, somente conseguimos visualizar as estrelas nos mapas de
espalhamento. Isto ocorre, porque no fantoma que simula o tecido bioldgico o
espalhamento € sempre maior que a absorcdo. Isto implica que cada particula de TiOz2
que compde as estrelas e que esta agindo como agente espalhador, apds absorver a
luz, ele a redireciona quebrando a homogeneidade do meio e, consequentemente, isto

interfere no processo de absorcao pela ZnPc também presente na regiao.

Assim, a partir das imagens processadas e dos valores de pa, U's € da
profundidade & fornecidos pela Tabela 4. 1, observa-se que os feixes luminosos,
quando submetidos a alta frequéncia espacial, apresentam elevado coeficiente de
absorcao e espalhamento, além de baixo poder de penetragdo. O contrario ocorre
para as baixas frequéncias, onde o feixe de luz possui baixo poder de absorcéo e

espalhamento e alta profundidade de penetracao.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentada uma nova metodologia denominada Imagem no
dominio da frequéncia espacial ou spacial frequency domain imaging (SFDI), que
utiliza fantomas como objeto de estudo. Estes simulam as propriedades opticas do

tecido biolégico, como por exemplo, o tecido epitelial.

Devido a grande necessidade em desenvolver-se métodos de processamento
de imagem para o diagnostico de tumores e doengas infecciosas no tecido epitelial, o
SFDI surge como uma técnica inovadora por ndo ser invasiva, ser de baixo custo e de

facil transporte.

Ao utilizar-se o SFDI foi possivel obter os parametros de absorcéo e
espalhamento reduzido de um feixe de luz emitido por uma lampada de halogéneo,

localizada no interior de um projetor de luz.

Além do SFDI, também foi utilizado o método da esfera integradora, cujos
resultados fornecidos, como pa € J’s, foram tomados como referéncia de comparagao

com os valores do SFDI.

Os resultados dos coeficientes de absorgéo e espalhamento reduzido, que
foram obtidos no SFDI para o fantoma de ZnPc em diferentes concentragdes, sdo
equivalentes aqueles fornecidos pela esfera integradora, pois em ambos os casos, a
absorcdo e o0 espalhamento sao baixos em 457 nm e mais acentuados de 488 a 650
nm. Isto tornou possivel o uso do SFDI para a realizagdo do estudo da profundidade

de penetragao da luz em outro fantoma biolégico que chamamos de “Star Phantom’.

A determinagao das frequéncias espaciais a serem utilizadas foi decisivo para
a obtencao da profundidade de penetragdo do feixe luminoso no meio. Foi possivel
concluir que a frequéncia de 0,1 mm-' é um limite para a obtenc&o de dados, pois as
frequéncias inferiores a ela nao forneceram coeficientes de absor¢cao e espalhamento
positivos, tornando impossivel encontrar a profundidade de penetracdo da luz na
regido. Além disso, esta frequéncia € a que melhor apresenta uma aplicagéo real no
tecido epitelial, pois verificou-se que, ao utilizar-se o SFDI, o feixe de luz atinge uma
profundidade de 4,92 mm para esta frequéncia, compativel com a espessura do tecido

epitelial.
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Os dados alcangados demonstram que, ao reduzirmos os valores da
frequéncia espacial, os coeficientes de absor¢do e espalhamento da luz se tornam
cada vez menores e, consequentemente, a profundidade de penetracdo da luz no

meio sera maior.

O SFDI demonstrou-se uma técnica eficiente para obtenc&o dos parametros
opticos de fantomas bioldgicos e para a determinacgéo da profundidade de penetragéo
da luz nos mesmos. Além de possibilitar o processamento da imagem através de

cbdigos implementados no MATLAB.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os estudos aqui descritos demonstraram que o SFDI pode ser eficiente como
um meétodo de processamento de imagem e diagndstico de tumores e doencas no
tecido epitelial. No entanto, este foi apenas um estudo introdutério que deve ser
aperfeicoado. Para isso, o equipamento SFDI deve ser aprimorado de modo a

fornecer resultados de acordo com uma finalidade clinica.

Mais fantomas de referéncia também deverdo ser produzidos para fornecer
uma boa calibragdo ao equipamento, além de fantomas bioldgicos que simulem o

tecido epitelial.

Estes resultados fornecem a base para futuras aplicagbes in vivo e 0
desenvolvimento de tomografia dptica utilizando o SFDI. No entanto, para que isso
ocorra, sera necessario aprimorar os codigos para o0 processamento de imagens que
sao implementados no MATLAB, a fim de tratar as imagens reduzindo as

deformidades e ruidos presentes.
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9 ANEXO |

1) convert_HC1_data.m

% This is for converting the image data obtained by the HC1
system into
% ones for SFDI training source code

% AFGM 2018, february 28

clear all;

cd(strrep(mfilename ('fullpath'),mfilename, ")) ;

color = {"'457",'488"', '532', '"580"'; '650"};
§ feeg = ('07,0100",%200%,'300%,%400"} 7 & %0.001/mm

X

oo

Melhorar o programa para fazer a leitura das

frequencias nas

oo

pastas de modo automatico, ou seja, sem
necessidade de especificar

% quais as frequencias para converter

phase = {'0','120"','240"'}; % Degree

dir HC1 datg=

uigetdir (strrep (mfilename('fullpath'),mfilename, "), ...
"Selegt the

HC1l data folder'):

bemp = imreadi [dir HC1 data *F0/ ghar(ecler{l)] * O.Bif*]]):
img size = size(temp);
HCl image = zeros(img size(l), img size(2), 6*5*3);

[pathstr, name, ext]=fileparts (dir HCIl data);

88
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int time = importdata([dir HCl1l data '\' name ' ExpTime.txt']);

for 1 1:5 % wavelengths {457, 488, 532, 580, 650}
for j = 1:5 % spatial frequencies{0, 100, 200, 300, 400}
for k = 1:3 % phases {0, 120, 240}

temp = imread([dir HC1 data '/' char(s freq(j))

o
char (color(i)) "' '

char (phase(k)) '".tif']);

1F{imy size »= size [temp))

temp = imresize (temp,img size, 'bilinear');
end
HCl1 image({:,:,k+3*(j-1)+15*(i-1)) = temp;
end
end

end

fid=fopen([dir HCl1 data ' raw'],'w');

Ewritel(fid, HCl image, ‘simgle'];

dir HC1 data = [dir HC1 datal;

save (dir HCl1l data, 'img size', 'int time', '-ascii', '-tabs');

fclose (fid) ;



2) test_script_for_HC1.m

clear all

close all

2% OPTIONS— === —m—— oo =
% Sample options
n gample=l.4; Yinder of refraction of pample (e.g. Tissgue=l

Silicone=1.43, Intralipid=1.33)

90

.4,

chromused=[1 2 3 4 5]; % 1=Hb0O2 2=Hb 3=H20 4=lipid 5=Melanin

(2

% data processing parameters
process.method="lut'; % processing method --> "lut', 'diff'’

'mcl

oo

spatial frequencies are to be used

LUTfregsidx=[1 5];

oo

specify by index of frequency e.g.
and 5th freg...
if strcmp (process.method, "1ut')
binsize=1;
else

binsize=8; % bin pixels to speed up fitting for optical

properties (e.g. "4" bins 4x4 pixels)

end

freg.used=[]; % leave empty if you want to use ALL spatial
frequencies.

% If either "mc' or 'diff' is selected, this
variable allows you to use

% only a subset of spatial frequencies

collected to fit for optical properties.

system type = '"HCl'; % system type: HCL

4

if 'diff' is selected, specify which 2

lst
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file filter='D:\Data/*.*'; % default directory location for

image data

$file filter=strrep(mfilename ('fullpath'),mfilename, 'RawSFDIDa
tar¥d ¥y

% Save Name

savefile="CanalOllut’;

cd(strrep(mfilename ('fullpath'),mfilename, ")) ;

\O

s PROCESSING FLOW

oe
oe

O

¢ Load Tissue Data: other options: predefine Tissue file of
interest instead

Q

% of using a pop-up menu

[AC, wy, fregs | =rawdatalpad HC1l{(file filier, ...
'Select the sample image data file(s)',
system type);

% Smooth Tissue Data

AC=SmoothData (AC, 3) ;

if isempty(freg.used); %use all available frequencies if
unspecified
freqg.used=(1:1length(freqgs)):;

end

oe
oe

O

¢ Load Phantom Data: other options: predefine phantom
measurement instead of

Q

% using a pop-up menu
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[ACph]=rawdataload HCl (file filter, 'Select the reference image
data file(s)', system type);
ACph=SmoothData (ACph, 3) ;

oe
oe

oL

Calibrate reflectance: specify reference phantom in advance?
file_filter=strrep(mfilename('fullpath'),mfilename,'phantoms/*
Shi-di i

cal reflectance=calibrate (wv, freqgs,AC,ACph,process, file filter

)

oo
o

% Clear up memory

clear AC ACph

MIgtackplot (cal reflectance]); %visualize galibrated

reflectance data - Figure 1 is here

[cal roi, ~]=selectroi{cal reflectance, 'Fig.2 - Select one

rectangular ROI');

oe
o0

oe

Fit for optical properties
if strcmp (process.method, "lut') % selects 'lut' instead of

‘e o Tdifit?

[op fit maps]=LUTfitops(cal roi(:,:,:,LUTfreqgsidx),wv, freqs (LU
Tfreqsidx),n sample);

else

oe

lave opl=ave Tit gpslcal roil:,:,’,req.used) wv,.fregs(freq,us

ed) ,n sample,;process.method,binsize);



[op fit maps,
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ave opl=fit ops(cal roi(:,:,:,freq.used),wv,fregs(freq.used),n

_sample,process.method,binsize);

end

%% Chromophore maps

oo

average properties:

ope

ave chrom=chromfits (ave op,wv);

oe

or full map:

file_filter=strrep(mfilename('fullpath'),mfilename,'Spectra/*.

=L ) §

chrom map=chromfits(op fit maps,wv,chromused, file filter);
% average spectra for multiple ROIs... (a.k.a. "figure 5")
[spec roi,

spec_roi std,av chrom, rect]=opticalspectra(op fit maps,
chrom map, cal roi, wv, binsize);

% average spectra for multiple ROIs... (a.k.a. "figure 6")
[refler rod,

reflec roi std,av chrom,rect]=reflec(cal reflectance,

chrom map, cal roi, fregs, binsize);

Q

% save all data

eval (['save ' savefile]);
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10 ANEXOII

Imagens processadas do “Star Phantom” para os diversos comprimentos

de onda utilizados:

fx = 0,07 mm-!

Comprimento de onda Absorgao Espalhamento
(nm)
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Figura 10. 1: Imagens do “Star Phantom” processadas em MATLAB para os comprimentos de onda
de 457 a 650 nm e na frequéncia espacial de 0,07 mm™.
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f«=0,1 mm™
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Figura 10. 2: Imagens do “Star Phantom” processadas em MATLAB para os comprimentos de
onda de 457 a 650 nm e na frequéncia espacial de 0,1 mm™".
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f«= 0,3 mm-
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Figura 10. 3: Imagens do “Star Phantom’ processadas em MATLAB para os comprimentos de onda
de 457 a 650 nm e na frequéncia espacial de 0,3 mm™".



fx= 0,4 mm-"
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Figura 10. 4: Imagens do “Star Phantom” processadas em MATLAB para os comprimentos de onda

de 457 a 650 nm e na frequéncia espacial de 0,4 mm™.



