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RESUMO

Nesta tese, investigamos o uso da técnica de Imagem no Dominio da
Frequéncia Espacial ou Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI) e da Esfera
Integradora para caracterizar as propriedades Oopticas de fantomas contendo
Nanoparticulas de Ouro (NpAu) e, adicionalmente, de Ftalocianina de Zinco (ZnPc).
Para isso, utilizamos filtros de 650 nm, caracterizando os fantomas em diferentes
frequéncias espaciais e profundidades. Como resultado, observamos que o0s
coeficientes de absorcdo medidos (pam89) variaram com a concentragdo e a
profundidade, diminuindo com o aumento da profundidade devido a atenuac¢éo da luz
e aumentando com a frequéncia espacial até um ponto étimo em 0,1 mm™. Além
disso, derivamos uma expressdo matematica para estimar a profundidade de
penetracéo da luz a partir dos coeficientes obtidos. Ademais, a compara¢cao com os
coeficientes de absorcao esperados mostrou que os valores medidos sdo geralmente
maiores, possivelmente devido a variacbes experimentais. Assim, a técnica SFDI
mostrou-se eficaz até 3,0 mm de profundidade, validando sua aplicabilidade no
mapeamento Optico de tecidos bioldgicos. Em conclusdo, os principais achados
destacam a robustez do SFDI na analise de fantomas com NpAu, contribuindo para o
avanco de técnicas de diagnéstico nao invasivo em oOptica biomédica.

Palavras-chave: Imagem no Dominio da Frequéncia Espacial, Fantomas,
Nanoparticulas de Ouro, Ftalocianina de Zinco, Esfera Integradora, Coeficiente de

Absorcéo, Diagnéstico Optico.



ABSTRACT

In this thesis, we investigated the use of the Spatial Frequency Domain Imaging
(SFDI) technique and the Integrating Sphere to characterize the optical properties of
phantoms containing Gold Nanoparticles (NpAu) and, additionally, Zinc
Phthalocyanine (ZnPc). To this end, we used 650 nm filters, characterizing the
phantoms at different spatial frequencies and depths. As a result, we observed that the
measured absorption coefficients (uam9) varied with concentration and depth,
decreasing with increased depth due to light attenuation and increasing with spatial
frequency up to an optimal point at 0.1 mm™. Furthermore, we derived a mathematical
expression to estimate the light penetration depth from the obtained coefficients.
Moreover, the comparison with the expected absorption coefficients showed that the
measured values are generally higher, possibly due to experimental variations. Thus,
the SFDI technique proved effective up to a depth of 3.0 mm, validating its applicability
in the optical mapping of biological tissues. In conclusion, the main findings highlight
the robustness of SFDI in analyzing phantoms with NpAu, contributing to the

advancement of non-invasive diagnostic techniques in biomedical optics.

Keywords: Spatial Frequency Domain Imaging, Phantoms, Gold
Nanoparticles, Zinc Phthalocyanine, Integrating Sphere, Absorption Coefficient,

Optical Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

A Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI) € uma técnica optica n&o invasiva
que tem sido amplamente utilizada em vérias areas da ciéncia, particularmente na
medicina. Destaca-se por sua capacidade de medir os parametros épticos dos tecidos,
como coeficientes de absorcdo e espalhamento, sem a necessidade de radiacao
ionizante, o que a torna uma ferramenta promissora para o diagndstico e
monitoramento de diversas patologias, incluindo cancer de pele ndo melanoma e
doencas infecciosas do tecido (CHOI; JIA, 2016). Além disso, por dispensar bidpsias
invasivas, a SFDI aumenta o conforto dos pacientes e reduz os riscos associados aos
procedimentos diagnédsticos tradicionais (CUCCIA et al., 2009). Outro aspecto
relevante € que o equipamento utilizado na SFDI € de baixo custo e facil transporte,
facilitando sua implementagcdo em diferentes ambientes clinicos e pesquisas de
campo (WANG et al., 2010).

Neste contexto, a técnica SFDI é aplicada para investigar a profundidade de
penetracdo da luz no tecido epitelial e sua relagdo com os parametros opticos do
tecido, como o coeficiente de absorcdo e o coeficiente de espalhamento. Estes
parametros sao fundamentais para a caracterizacao 6ptica dos tecidos, permitindo o
diagnostico de lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas de forma nao invasiva. Além
disso, a SFDI é eficaz na avaliagdo da profundidade de queimaduras, proporcionando
um diagnéstico preciso e imediato, essencial para o tratamento adequado de lesdes
térmicas (Cuccia et al., 2008).

Para viabilizar esses estudos de forma segura e controlada, a utilizacdo de
fantomas, que sédo simuladores de 6rgaos e tecidos, mostra-se essencial. Fantomas
sdo produzidos em laboratério a partir de materiais biocompativeis, como o
polidimetilsiloxano (PDMS) e o diéxido de titanio (TiO,), que simulam as propriedades
Opticas dos tecidos biolégicos. O uso de fantomas permite realizar experimentos
controlados e reproduziveis, eliminando a necessidade de estudos in vivo, 0 que
acelera o processo de pesquisa e garante a seguranca dos participantes (POGUE;
PATTERSON, 2006).
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A técnica SFDI foi inicialmente descrita por Dégnitz e Wagnieres em 1998, e
sua aplicacao foi amplamente expandida por Cuccia et al. em 2008. Desde entéo, tem
sido utilizada em diversos estudos, incluindo o diagndstico de lesdes cutaneas e a
avaliacao da profundidade de queimaduras em modelos animais (DOESCHER et al.,
2016). No presente estudo, buscamos contribuir significativamente para este campo,
investigando a profundidade de penetracao da luz em tecidos epiteliais simulados por
meio da técnica SFDI. Além disso, desenvolvemos uma expressao algébrica que
relaciona a profundidade de penetracdo da luz com os coeficientes de absorcao
obtidos pela SFDI, em conjunto com dados obtidos pela técnica da esfera integradora.

A selecao de materiais para a construcdo de fantomas é um aspecto crucial
deste estudo. Optou-se por utilizar PDMS combinado com TiO, para simular o
coeficiente de espalhamento dos tecidos e nanoparticulas de ouro (NpAu) para
simular a absorcdo especifica, permitindo uma caracterizagdo precisa das
propriedades oOpticas em diferentes profundidades e concentragdes. Dessa forma,
este estudo ndo s6 valida a utilizagdo da SFDI como uma técnica eficiente para a
caracterizagdo Optica de tecidos epiteliais, mas também oferece uma nova
metodologia para avaliar a localizagao e a concentracéo de nanoparticulas em tecidos
simulados, contribuindo para o avango das técnicas de diagndstico 6ptico na fisica
médica (POGUE; PATTERSON, 2006).

Os objetivos gerais foram desenvolver e validar a técnica SFDI para
caracterizar as propriedades épticas de tecidos epiteliais simulados, com foco na
deteccao e avaliacao de lesdes e na determinacao da profundidade de penetracao da

luz em funcao dos parametros épticos medidos.
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Para a realizacao destes objetivos, devemos implementar e otimizar o setup
experimental da técnica SFDI para a obtencédo de mapas de absor¢ao e espalhamento
em fantomas simulando tecidos epiteliais, além de outros objetivos especificos, sendo
estes:

o Desenvolver e caracterizar fantomas utilizando PDMS, TiO, e
nanoparticulas de ouro (NpAu), simulando as propriedades épticas de tecidos
biolbgicos.

o Avaliar a profundidade de penetracdo da luz em diferentes
concentragcdes de nanoparticulas de ouro utilizando a SFDI, correlacionando
0s resultados com os parametros opticos medidos.

o Desenvolver uma expressdo algébrica que relacione a
profundidade da penetracdo da luz com os coeficientes de absorcéo, validando
sua precisao por meio de medicdes utilizando a esfera integradora.

] Contribuir para o avango das técnicas de diagnéstico optico na
fisica meédica, oferecendo uma metodologia inovadora para o estudo de lesdes
epiteliais e sua caracterizacao optica.
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2  CONSIDERACOES TEORICAS

2.1 Fundamentos da éptica biomédica

A dptica biomédica € uma area interdisciplinar que combina principios de éptica
com ciéncias biomédicas para desenvolver técnicas e dispositivos que permitem a
visualizacao, diagnéstico e tratamento de tecidos biolégicos. Com o avanco das
tecnologias Opticas, esta area tem se mostrado cada vez mais promissora na
medicina, especialmente no que diz respeito a métodos nao invasivos de diagnostico

e monitoramento de tratamentos.
2.2 Propriedades opticas dos tecidos bioldgicos

As propriedades Opticas dos tecidos biolégicos desempenham um papel crucial
na forma como a luz interage com esses materiais. Estas propriedades determinam a
absorcao, espalhamento e refracdo da luz quando ela penetra nos tecidos,
influenciando diretamente a eficacia das técnicas de imagem Optica e terapia
fotodindmica, entre outras aplicagoes.

2.2.1 Coeficientes de absorcao, espalhamento e anisotropia

Os tecidos biologicos sdo compostos por uma variedade de componentes,
incluindo &gua, lipideos, proteinas e pigmentos, que contribuem para suas
propriedades dpticas. Duas das propriedades mais importantes sao os coeficientes de

absorgao (Ja) € de espalhamento (ls).

« Coeficiente de Absorcao (pa): Refere-se a fragdo de energia luminosa que é
absorvida por unidade de comprimento dentro de um tecido. Esta absorcéo é
principalmente devida a croméforos presentes no tecido, como a hemoglobina,
melanina e agua, que tém diferentes espectros de absorg¢do. O valor de pa varia
com o comprimento de onda da luz e com a concentragdo dos croméforos no
tecido (Pogue & Patterson, 2006).

ta(A) = Xic; - g(A) (2.1)
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Onde c¢; é a concentracéo do cromoforo i e €;(1) é o coeficiente de absorgéo

espectral do croméforo na determinada longitude de onda A.

Coeficiente de Espalhamento (;): Representa a fracao de energia luminosa
gue é desviada de sua trajetéria original por unidade de comprimento dentro do
tecido. O espalhamento ocorre devido a heterogeneidade estrutural dos
tecidos, como as fibras de colageno e nucleos celulares. Diferentemente da
absorcao, o espalhamento ndo remove a energia da luz do sistema, mas altera
sua direcdo, o que pode influenciar significativamente a profundidade de
penetracao da luz nos tecidos (Jacques, 2013).

ps = s - (1—g) (2.2)

Aqui, U € o coeficiente de espalhamento reduzido, e g é o fator de anisotropia,

que mede a direcao preferencial do espalhamento.

o Fator de Anisotropia (g): O espalhamento em tecidos biol6gicos &
geralmente anisotrdpico, significando que a luz tende a ser espalhada em uma
direcdo preferencial em vez de isotropicamente. O fator de anisotropia, g, € um
valor adimensional que varia de -1 a 1. Valores positivos de g indicam que a
maior parte da luz € espalhada para frente, enquanto valores negativos indicam
uma predominancia de espalhamento para trds. Quando g = 0, o espalhamento
é isotrépico. No entanto, mesmo para g = 1, ndo se pode afirmar que todo o

espalhamento ocorra exclusivamente na dire¢éo frontal, j& que podem ocorrer
componentes de espalhamento lateral e retroespalhamento, dependendo das
propriedades especificas do meio e da interacdo entre a luz e o tecido
(Jacques, 2013; Tuchin, 2007).
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2.2.2 Modelos de transporte de luz em tecidos biologicos

Para descrever a propagacao da luz em tecidos bioldgicos, varios modelos
matematicos foram desenvolvidos. Esses modelos ajudam a entender como a luz é
absorvida, espalhada e refletida nos tecidos, e sdo fundamentais para técnicas de

imagem éptica e diagnadstico.

« Equacao do Transporte Radiativo (RTE): A RTE é uma equacao fundamental
que descreve a distribuicdo espacial e angular da intensidade da luz em um
meio de espalhamento. Ela leva em consideragao tanto a absor¢cao quanto o
espalhamento e é a base para muitos métodos de solu¢gdo numérica, como 0s
métodos de Monte Carlo (Modest, 2013).

s-VI(r,s) = —(uq + u)i(r,s) +
us [, p(s',)I(r,s)d’ (2.3)

Onde I(r, s) é a intensidade da luz na posicéo r e dire¢ao s, U, € [ SA0 0S
coeficientes de absorcéo e espalhamento, respectivamente, e p(s’, s) é a funcédo de

fase que descreve a probabilidade de a luz ser espalhada de s’ para s.

e Aproximacao de Difusao é frequentemente referida como a Equacao de
Difusao. Em contextos de transporte de luz em meios altamente espalhadores,
como tecidos biolégicos, essa aproximacao simplifica a Equacao de Transporte
Radiativo (RTE) sob certas condi¢des, resultando em uma forma que é

comumente chamada de Equacao de Difusdo (Wang & Wu, 2007).

A Equacao de Difusao descreve como a densidade de luz (ou fluéncia de luz)
se propaga em um meio onde o espalhamento domina sobre a absor¢do. Essa
equacao € uma forma simplificada da RTE, aplicavel em situacdes onde a luz é

fortemente espalhada, e as variagdes angulares da intensidade da luz sdo suaves.
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A equacéo geral € expressa como:

V-DVD(r)—pa®(r)=—S(r) (2.4)

Aqui:
@(r) representa a fluéncia da luz no ponto r, que é a densidade de energia

luminosa no meio;
1
3(na +ug (1-9))

D é o coeficiente de difuséo, definido como D= ,onde s é o

coeficiente de espalhamento reduzido us = ug - (1 — g)), e g é o fator de
anisotropia;

Ua é o coeficiente de absorcao, que descreve a quantidade de luz absorvida
por unidade de distancia no meio;

S(r) representa a fonte de luz no ponto r, que pode ser uma distribuicdo pontual
ou estendida;

V é o operador nabla, indicando gradientes espaciais.

O coeficiente de difusédo, DDD, desempenha um papel fundamental na
equacao, controlando a taxa de propagacgao da luz no meio. Ele depende

diretamente das propriedades Opticas do tecido, como os coeficientes de

absorcao (ua) e espalhamento (us) e do grau de anisotropia do espalhamento

(9) (Jacques, 2013; Tuchin, 2007).

A Aproximacdo de Difusdo é particularmente Gtil na modelagem da
propagac¢ao da luz em tecidos bioldgicos devido a sua simplicidade relativa e a
capacidade de descrever com precisdo a dindmica da luz em regimes onde o
espalhamento é predominante. No entanto, sua aplicacdo € limitada a
situacdes onde as condicbes de espalhamento forte e variagdes suaves na

intensidade angular sao atendidas.
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Métodos de Monte Carlo: Estes métodos simulam o transporte de luz em
meios turvos, como os tecidos bioldgicos, rastreando o caminho de milhées de
fétons individuais. O método de Monte Carlo é amplamente utilizado devido a
sua precisao, apesar de ser computacionalmente intensivo (Wang, Jacques &
Zheng, 1995).

A compreensdo dessas propriedades e modelos € essencial para o
desenvolvimento e aplicagcao de técnicas épticas em diagnédsticos e terapias,
como a Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI), que se baseia na variacao
desses parametros Opticos para realizar imagens de alta resolucao em tecidos

biolbgicos.

2.3 Interacoes luz-tecido

A interacdo da luz com os tecidos bioldégicos € um fenbmeno complexo que

envolve diversos processos fisicos, tais como absorcdo, espalhamento e

fluorescéncia. A compreensao desses processos é crucial para o desenvolvimento e

aplicacéo de técnicas de imagem Optica, diagnosticos e terapias em medicina.

2.3.1 Absorcao, espalhamento e fluorescéncia em tecidos

Quando a luz incide sobre um tecido biolégico, trés processos principais podem

ocorrer: absor¢ao, espalhamento e, em alguns casos, fluorescéncia.

Absorcao: A absorgéo ocorre quando a energia dos fétons de luz é transferida
para os constituintes do tecido, como moléculas de agua, lipideos, proteinas e,
especialmente, cromoforos bioldgicos. A energia absorvida pode ser convertida
em calor ou usada para excitar elétrons a estados de energia mais altos. A
absorcao € altamente dependente do comprimento de onda da luz e da
composi¢cao quimica do tecido. O coeficiente de absorgcdo, [a, descreve a
probabilidade de absorcao por unidade de comprimento e varia com o tipo de
tecido e a presenca de cromoforos especificos (Jacques, 2013).

Espalhamento: O espalhamento ocorre quando a luz muda de direcao ao
encontrar heterogeneidades no tecido, como fibras de colageno, nucleos

celulares e organelas. Este processo ndo remove energia do feixe de luz, mas



32

altera sua trajetéria, o que pode dificultar a transmissao direta da luz através
do tecido. O espalhamento é caracterizado pelo coeficiente de espalhamento,
Us , € o coeficiente de espalhamento reduzido, |is’, que leva em conta o fator
de anisotropia g (Jacques, 2013). O espalhamento € responsavel por tornar a
luz difusa a medida que ela penetra nos tecidos, o que é uma caracteristica
crucial para a formacao de imagens médicas de alta resolugéao.

Fluorescéncia: Em alguns casos, a energia absorvida pelos croméforos é
reemitida como luz em um comprimento de onda maior. Este processo é
conhecido como fluorescéncia. A fluorescéncia ocorre em certos
biomarcadores e substancias fluorescentes administradas aos pacientes para
realcar imagens de areas especificas do tecido. Por exemplo, a fluorescéncia
da hemoglobina pode ser utilizada para visualizar o fluxo sanguineo e a

oxigenacgao dos tecidos (Pogue & Patterson, 2006).
2.3.2 Mecanismos de absorcao em croméforos biologicos

Os cromoforos bioldgicos sdao moléculas que absorvem luz em comprimentos

de onda especificos, contribuindo significativamente para as propriedades 6pticas dos

tecidos. Entre os principais cromoforos presentes no corpo humano, destacam-se a

hemoglobina, a melanina e a agua, cada um com um papel fundamental nas

interagdes luz-tecido.

Hemoglobina: A hemoglobina, presente nas células vermelhas do sangue, é
um dos cromoforos mais importantes nos tecidos humanos. Ela possui dois
estados principais: oxihemoglobina (HbO2) e desoxihemoglobina (Hb). A
absorcao de luz pela hemoglobina é altamente dependente do comprimento de
onda, com picos de absorgéo distintos para HbO2 e Hb em torno de 540 nm e
580 nm, respectivamente. Esses picos de absor¢cao sao usados em oximetria
de pulso e outras técnicas para medir a oxigenacao do sangue (Prahl, 1999).

Melanina: A melanina é o principal croméforo responsavel pela cor da pele,
cabelos e olhos nos seres humanos. Sua absorgédo é forte na regido UV e
decresce exponencialmente no espectro visivel. A melanina desempenha um
papel crucial na protecdo contra os danos causados pela radiacdo ultravioleta,

absorvendo mais de 99,9% da luz UV incidente, o que ajuda a proteger o DNA
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das células (Jacques, 1998). A alta absorcdo da melanina é utilizada em
técnicas de imagem para detectar lesGes pigmentadas e melanoma.
Agua: A agua, que constitui a maior parte da composicdo dos tecidos
biolégicos, também € um importante absorvedor de luz, especialmente no
infravermelho (IR). A absorcao pela agua domina na faixa de 970 nm a 3000
nm, o que é essencial para técnicas de aquecimento seletivo, como a terapia
fototérmica. A presenga de agua nos tecidos afeta a escolha dos comprimentos
de onda utilizados em diversas aplicagdes médicas, incluindo laserterapia e
diagnosticos épticos (Curcio & Petty, 1951).

A combinacao desses cromdéforos e suas respectivas interagdes com a
luz permite a utilizagdo de técnicas Opticas avangadas para o diagndstico e
tratamento de varias condicoes médicas. Ao manipular as propriedades da luz
e entender as interagdes com os tecidos, é possivel obter informacdes

detalhadas sobre a composicao, estrutura e funcéo dos tecidos biol6gicos.
2.3.3 Os tipos de espalhamento

O espalhamento da luz em tecidos biol6gicos € um fenbmeno complexo que

ocorre quando a luz interage com as heterogeneidades estruturais dos tecidos, como

células, organelas e fibras de colageno. Dependendo do tamanho das particulas que

causam o0 espalhamento em relagdo ao comprimento de onda da luz incidente,

diferentes tipos de espalhamento podem ser observados:

Espalhamento de Rayleigh: Ocorre quando as particulas que causam o
espalhamento s&o muito menores que o comprimento de onda da luz. Este tipo
de espalhamento é responsavel pelo céu azul, pois espalha a luz de
comprimentos de onda mais curtos (azul) mais do que os comprimentos de
onda mais longos (vermelho). Em tecidos biolégicos, o espalhamento de
Rayleigh € menos comum devido a presencga de particulas maiores (Jacques,
2013).

Espalhamento de Mie: Este tipo de espalhamento ocorre quando as particulas
sdo comparaveis em tamanho ao comprimento de onda da luz. O
espalhamento de Mie é direcional e menos dependente do comprimento de

onda em comparagao com o espalhamento de Rayleigh. Em tecidos bioldgicos,
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o espalhamento de Mie é predominante, especialmente em estruturas como
nucleos celulares e organelas, que s&o de tamanho comparavel ao
comprimento de onda da luz visivel (Jacques, 2013).

2.3.4 Espalhamento predominante na pesquisa

A pesquisa realizada neste trabalho se concentra principalmente no
espalhamento de Mie, que é o tipo de espalhamento mais relevante em tecidos
biologicos devido a presenca de estruturas celulares com dimensdes semelhantes ao
comprimento de onda da luz visivel. O espalhamento de Mie é fundamental para a
formagdo de imagens na técnica de Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI),
utilizada para mapear as propriedades Opticas dos tecidos epiteliais. Este tipo de
espalhamento afeta diretamente a resolugéo e a profundidade de penetragéao da luz,
tornando-o um fator critico na analise de imagens obtidas com a técnica SFDI
(Jacques, 2013).

2.3.5 Fluorescéncia e nanoparticulas de ouro como biomarcadores

As nanoparticulas de ouro (NpAu) tém se destacado como agentes
contrastantes e biomarcadores em diversas aplicacdes biomédicas devido as suas
propriedades Opticas Unicas. Embora as nanoparticulas de ouro, por si s, ndo sejam
fluorescentes, elas podem ser funcionalizadas com moléculas fluorescentes ou
conjugadas com fluor6foros, o que as torna Uteis em técnicas de imagem Optica
(Dykman & Khlebtsov, 2012).

Além disso, as nanoparticulas de ouro sao altamente eficientes na absor¢éo de
luz e no espalhamento de radiacdo, especialmente na faixa do visivel e do
infravermelho proximo. Quando essas nanoparticulas séo irradiadas com luz, elas
podem gerar uma resposta optica que pode ser detectada por técnicas de imagem,
como o SFDI ou a microscopia de fluorescéncia, facilitando a visualizacdo de
processos biol6gicos em tempo real (Pogue & Patterson, 2006).

Por exemplo, as nanoparticulas de ouro podem ser conjugadas com anticorpos
especificos que se ligam a células cancerigenas. Quando essas nanoparticulas séo
introduzidas no organismo, elas se acumulam seletivamente nas células-alvo,
permitindo que a fluorescéncia emitida pelo fluor6foro conjugado com as
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nanoparticulas seja utilizada para a deteccao precisa e 0 mapeamento das areas
afetadas. Isso torna as nanoparticulas de ouro uma ferramenta poderosa para
diagnéstico e tratamento de doengas, incluindo o cancer (Dykman & Khlebtsov, 2012).

2.4 Fundamentos da imagem no dominio da frequéncia espacial

A técnica de Imagem no Dominio da frequéncia espacial ou Spatial Frequency
Domain Imaging (SFDI) é amplamente reconhecida por sua capacidade de mapear as
propriedades Opticas de tecidos biologicos, permitindo a obtencao de coeficientes de

absorgdo (lla) e espalhamento reduzido (us') de forma néo invasiva. Este capitulo

detalha os conceitos tedricos fundamentais da SFDI, incluindo as equagdes
essenciais que governam o comportamento da luz modulada espacialmente ao

interagir com tecidos bioldgicos.
2.4.1 Principios da SFDI

A SFDI baseia-se na projecao de padroes de luz modulados espacialmente
sobre o tecido e na captura das imagens resultantes para analise posterior. A
modulacdo da luz permite diferenciar os efeitos de absorcdo e espalhamento nos
tecidos, os quais sdo as principais interagdes Opticas relevantes (Choi & Jia, 2016).

2.4.2 Conceito de frequéncia espacial

A luz projetada sobre o tecido € modulada em padrdes sinusoidais que variam
ao longo de uma dimensao espacial. A equacédo que descreve a intensidade da luz

modulada espacialmente Iou: em uma dimenséao é dada por:

Tout = Iac + Ipc (2.5)

onde Iac é a componente de refletancia modulada espacialmente, e Ipc é a

componente de refletancia planar (Cuccia et al., 2009).
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2.4.3 Modulacao e demodulacao da luz

A modulagéo da luz é descrita pela equacgao:

Iac = Mac (x) cos(2rfi+ a) (2.6)

onde Mac (x) é a Modulation Amplitude Coefficient (coeficiente de amplitude

de modulagéo ou fungao envelope), fx € a frequéncia espacial, e a é a fase do sinal

modulado. A intensidade total da luz refletida que atinge o detector é, portanto:

lour = Mac (x) cos(2mfi+ a) + Inc (2.7)

O objetivo da SFDI é medir a refletancia difusa em diferentes frequéncias
espaciais para determinar os parametros Opticos do tecido. A modulacdo da luz
permite que diferentes profundidades sejam sondadas, uma vez que frequéncias
espaciais mais altas correspondem a interagdes em camadas mais superficiais do
tecido, enquanto frequéncias espaciais mais baixas penetram mais profundamente
(Cuccia et al., 2005).

2.4.4 Calculo do Mac E Mpc

O Modulation Amplitude Coefficient (Mac) é fundamental para a separacéo dos

efeitos de absorcao e espalhamento. Ele é calculado utilizando a seguinte equacgao:

Mac(xi,fx) =
[10x) = L(x)]? + [1(x) — I3(x)]? + [I3(x;) — L(x)]?  (2.8)

V2

3

onde I;(x;), I,(x;) e I;(x;) séo as intensidades medidas em trés diferentes

fases do padréo de luz projetado.
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Ja o Mean Diffuse Coefficient (Mpc), que representa a refletancia média planar

ou variagéo espacial ndo modulada DC, é dado por:
Mbpc = § [ T1(xi) + 12 (xi) + [3(xi) ] (2.9)

O Muc(xi,fx) pode ser relacionado a refletancia difusa do tecido utilizando a

equagao:
MAC(Xi; fx) = Lo. MTFststema(Xi, fx) .Ra (Xi, fx) (2.10)

onde MTFsstema(Xi, fx) € a fungéo de transferéncia de modulagao do sistema e

Ra (%, fx) é a refleténcia difusa do tecido no ponto xi para a frequéncia espacial fx

(Cuccia et al., 2009).

2.4.5 Refletancia difusa e calibracao

Podemos encontrar uma fungdo Macref(X, fx) ao realizarmos medidas de
referéncia em um fantoma com propriedades Opticas conhecidas, para calibrar tanto
a intensidade absoluta da fonte quanto para o MTF do sistema de imagem. Assim,
temos que a refleténcia difusa em cada localizagéo espacial é dada pela equagao
(CUCCIA et al., 2009):

_ _ _Macxify)
Rd(Xl, fx) = MAC,ref(xi'fx) . Rd, ref(fx) (21 1)

onde M ref(Xi, fx) € 0 coeficiente de modulagao da referéncia e Ry, ref(fx) €

a refletancia difusa conhecida do fantoma de calibragao.
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2.5 Processamento de Dados no SFDI

A calibracdo em medic¢des utilizando a técnica de Spatial Frequency Domain
Imaging (SFDI) oferece uma vantagem significativa em comparagcdo com outras
técnicas espaciais, pois elimina ruidos e evita a necessidade de desconvolucao direta
no dominio espacial da funcdo de espalhamento pontual (PSF). Essa abordagem
facilita uma andlise mais precisa das propriedades 6pticas dos tecidos (Cuccia et al.,
2005). O processamento dos dados obtidos por SFDI segue um fluxo bem definido,
que inclui as etapas de modulacao, captura, demodulacédo e calibragcdo dos sinais.
Cada uma dessas etapas é fundamental para a obtencao precisa dos parametros

opticos do tecido.
2.5.1 Modulacao e demodulacao

A modulacdo da luz no sistema SFDI é realizada projetando padrdes
sinusoidais com diferentes frequéncias espaciais diretamente sobre o tecido ou
fantoma. As imagens resultantes sao capturadas por uma camera CCD, sendo que
cada imagem corresponde a uma fase distinta do padréo projetado. Este processo de
captura é essencial para a reconstrucao das propriedades 6pticas do meio.

O processo de demodulacéo envolve a combinacdo das imagens capturadas
para calcular as componentes de intensidade modulada (lac) e planares (loc ). Estas
séo usadas para determinar as propriedades de absor¢ao e espalhamento do tecido.
A demodulacgéo é realizada utilizando algoritmos que extraem a amplitude e a fase
dos padrées modulados, permitindo a construgdo de mapas de refletancia difusa que
podem ser posteriormente calibrados e ajustados para a extracdo precisa dos
coeficientes de absorgao (L) e espalhamento reduzido (us').

Na Figura 2. 1, o esquema basico do sistema SFDI ¢ ilustrado, mostrando a
fonte de luz, o fantoma, o filtro 6ptico e a camera CCD. A modulacao espacial da luz

e a coleta das imagens sao etapas cruciais para o processo de demodulacao,
permitindo a obtengédo dos parametros opticos dos tecidos.
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Fonte de Luz
Céamera Digital
. (CCD)
Filtro
Fantoma

Figura 2. 1: Esquema do sistema de SFDI mostrando a fonte de luz, o fantoma, o filtro éptico, a
camera CCD e a modulacao espacial da luz .

2.5.2 Calibracao e ajuste de dados

Pds o processo de demodulacao, os dados obtidos precisam ser calibrados
com base em uma referéncia conhecida. Esse procedimento € essencial para garantir
a precisao das medi¢des. Os valores normalizados de refletancia modulada (Mac) e
nao modulada (Mbc) sao utilizados para gerar curvas de refletancia difusa em funcao
dos coeficientes de absorcao e espalhamento do tecido. A partir dessas curvas, uma

Lookup Table (LUT) é criada, permitindo o ajuste dos dados e a extragcao precisa dos

coeficientes 6pticos (Ma € ps').
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Na Figura 2. 2, é apresentada a LUT, com as linhas azuis correspondendo aos

coeficientes de absorcao ([a) e as linhas pretas aos coeficientes de espalhamento
(us'). As medidas de refletancia difusa modulada (R4(AC)) e ndo modulada (Rq¢(DC))
sdo obtidas a partir das frequéncias espaciais (fx). O R4(AC) refere-se a frequéncia

espacial fx diferente de zero, enquanto o R4(DC) refere-se a frequéncia fx =0 (Cuccia
et al., 2009).

Moo= 0,001 mm”
Mo 0.003 mm”

0.9}

0.8F

- u' = 001 mm”

{}.?l-

k= 0.03 mm

0.2t

Refletancia difusa, fx= 0 mm-' (DC)
=

0 0.02 004 006 008 0.0 012

0.1

Refletancia difusa, fx= 0,5 mm-! (AC)

Figura 2. 2: Curva de refletancia difusa em fungao de diferentes valores de coeficiente de absorcao
(ua) e coeficiente de espalhamento reduzido (us').
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Por fim, a Figura 2. 3 demonstra o fluxo de processamento dos dados obtidos
via SFDI. Esse esquema inclui as etapas de demodulagéo e calibragdo, que séo
realizadas utilizando equacdes especificas, como as Equacodes (2.8) e (2.11). Essas
equacoes garantem a precisdo na extracao dos parametros Oépticos do tecido
analisado, permitindo a caracterizacdo detalhada dos coeficientes de absorcéo e

espalhamento (Ha € s').

Kt Kz Kaxa K4 Kys

Demodulacao

Calibracao

Ajuste de dados

Mesp (Mm')

Figura 2. 3: Fluxo de processamento de dados no SFDI, desde a demodulacéo até o ajuste de dados
para obtengao dos coeficientes de absorcéo (ua) € espalhamento reduzido (us').
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2.6 Esfera Integradora e sua Aplicacdo em Optica Biomédica

A esfera integradora desempenha um papel fundamental na caracterizagcéo
optica de materiais, incluindo tecidos bioldgicos, devido a sua capacidade de coletar
luz de forma difusa, proporcionando uma medicdo precisa da refletancia e
transmitancia total. Esse instrumento € amplamente utilizado em estudos épticos de
tecidos, como a determinacao dos coeficientes de absor¢cao e espalhamento, sendo
crucial para a optica biomédica.

2.6.1 Principios de funcionamento da esfera integradora

O principio basico da esfera integradora reside na capacidade de distribuir a
luz de maneira uniforme em suas paredes internas altamente refletivas, permitindo a
captura e medicao de luz em varias diregdes. A luz que entra na esfera sofre multiplas
reflexdes difusas antes de ser capturada por um detector, como um espectrometro.
Dessa forma, a esfera integra a luz proveniente de todas as dire¢des, proporcionando
medidas precisas da refletancia e transmitancia total do material em estudo.

O método Inverse Adding-Doubling (IAD) é um dos principais métodos
utilizados para processar os dados obtidos com a esfera integradora. Ele permite a
extracdo dos coeficientes de absorcdo e espalhamento dos materiais, utilizando a
equacao de transporte radiativo como base para a modelagem da propagacao da luz
no tecido. O método IAD consiste em ajustar os dados de refletdncia e transmitancia
para um modelo de duas camadas, considerando o material € 0 meio circundante
(Prahl, 1999).

2.6.2 Uso da esfera integradora para medidas de propriedades opticas

A esfera integradora € amplamente utilizada em estudos de propriedades
Opticas de tecidos, como parte de experimentos de Spatial Frequency Domain Imaging
(SFDI). O uso desse instrumento em conjunto com o SFDI é vantajoso, pois permite
a calibracao precisa dos parametros de espalhamento e absorcao, fundamentais para
a determinacgéo dos coeficientes dpticos em tecidos epiteliais.

A Figura 2. 4 ilustra o uso da esfera integradora em conjunto com o SFDI para
a medicao das propriedades Opticas de um fantoma, onde a luz é projetada no fantoma
e, apos ser refletida ou transmitida, é capturada pelo espectrémetro acoplado a esfera
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integradora. Esse arranjo permite a eliminagé@o de erros de medicao, oferecendo maior
precisdo na obtengao dos coeficientes de absorcao e espalhamento (Curcio & Petty,
1951).

Fantoma

luz

Figura 2. 4: Esquema da esfera integradora para medic¢ao de refletancia e transmitancia total
de um fantoma.

A calibracao do sistema é feita comparando-se as medi¢cées de um material de
referéncia conhecido, como o Spectralon, com as medi¢gdes do fantoma. Com isso, é
possivel eliminar varidveis externas que possam comprometer a precisdo dos
resultados, como variagdes na intensidade da luz ou imperfeicées no detector. Este
procedimento é crucial para garantir a confiabilidade dos dados em experimentos de
SFDI.

2.6.3 Comparacao com outras técnicas de medicao optica

A esfera integradora oferece diversas vantagens em comparagcao com outras
técnicas de medigcédo 6ptica, como a espectroscopia de reflectancia difusa. Entre as
principais vantagens estdo a capacidade de coletar luz em todas as diregdes,
garantindo medi¢cdes mais precisas da refletancia total, e a possibilidade de realizar
medicoes tanto de transmissdo quanto de reflexao, algo que nao é possivel com
métodos convencionais que apenas consideram a luz refletida (Modest, 2013).

No entanto, a esfera integradora também apresenta limitagcoes, especialmente
em relacao a medicao de pequenas amostras ou amostras com geometria complexa.
Nesses casos, a precisao da medicao pode ser comprometida devido a dificuldade de

garantir que toda a luz emitida pela amostra seja capturada pela esfera (Jacques,
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2013). Além disso, a calibracdo do sistema requer procedimentos rigorosos e 0 uso
de materiais de referéncia, o que pode aumentar o tempo necessario para realizar as
medicdes.

Apesar dessas limitacdes, a esfera integradora continua sendo uma ferramenta
amplamente utilizada em 6ptica biomédica, devido a sua capacidade de proporcionar
medicoes precisas e repetitivas de propriedades épticas, sendo particularmente Uutil
em estudos de diagndéstico por imagem e em experimentos envolvendo fantomas de

tecidos bioldgicos.

2.7 Pesquisas Biomédicas em Fantomas Opticos

Os fantomas opticos tém desempenhado um papel crucial em pesquisas
biomédicas, particularmente no estudo das propriedades Opticas de tecidos
biolégicos. Esses materiais simulam com precisdo a interacdo da luz com tecidos
humanos e sdo usados para testar e calibrar sistemas de imagem éptica, como a
Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI). Sua utilizacao permite conduzir estudos in

vitro, evitando a necessidade de experimentos invasivos em tecidos vivos.
2.7.1 Caracteristicas dos fantomas

Os fantomas utilizados em pesquisas biomédicas sdo compostos de materiais
que mimetizam as propriedades de absorcdo e espalhamento da luz em tecidos
bioldgicos. Os materiais mais comuns usados para produzir fantomas solidos incluem
o Polidimetilsiloxano (PDMS), o diéxido de titanio (TiO,) e as nanoparticulas de ouro
(NpAu). Cada um desses materiais desempenha um papel especifico na simulagéao
das propriedades épticas dos tecidos.

O PDMS ¢é amplamente utilizado na fabricacdo de fantomas devido a sua
biocompatibilidade, transparéncia e flexibilidade. Além disso, € um material de facil
manipulagédo, permitindo a producdo de fantomas com diferentes geometrias e
tamanhos. Seu baixo custo também o torna uma escolha popular em estudos de éptica
biomédica (Pogue & Patterson, 2006).

O TiO, é utilizado como um agente dispersor para ajustar o coeficiente de
espalhamento dos fantomas. Este material tem um alto indice de refracdao e é
altamente eficaz em simular o espalhamento da luz que ocorre em tecidos biolégicos.
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Dependendo da concentragdo de TiO,, €& possivel ajustar o coeficiente de
espalhamento reduzido (us') para corresponder as propriedades Opticas dos tecidos
(Pogue & Patterson, 2006).

As nanoparticulas de ouro (NpAu), por sua vez, sdo adicionadas aos fantomas
como croméforos para ajustar o coeficiente de absor¢cao. Essas nanoparticulas tém
propriedades o6pticas Unicas, como a ressonancia de plasmon de superficie, que
permite ajustar a absorcdo em comprimentos de onda especificos. As NpAu sao
usadas em pesquisas de diagndstico e terapia, como agentes de contraste em
sistemas de imagem e para tratamentos fototérmicos de cancer (Dykman & Khlebtsov,
2012).

2.7.2 Técnicas de validacao das propriedades 6pticas dos fantomas

Apbs a producao, as propriedades dpticas dos fantomas devem ser validadas
para garantir que eles realmente mimetizam as propriedades dos tecidos bioldgicos.
As técnicas de validacao incluem medicées de reflectancia difusa e transmitancia
utilizando instrumentos como a esfera integradora. Essas medi¢cdes permitem
determinar os coeficientes de absorgéo (ua) e espalhamento (us') dos fantomas, que

sdo comparados com os valores esperados de tecidos reais.

Além disso, o uso da técnica Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI),
também pode ser utilizado para validar a homogeneidade e os parametros épticos dos
fantomas. Este método utiliza padrées de luz modulada para gerar mapas de
propriedades épticas, que podem ser usados para ajustar as concentragées de TiO,
e NpAu nos fantomas (Cuccia et al., 2009).

O uso de fantomas é essencial para a calibragéo e validagao de sistemas de
imagem Optica, permitindo que os pesquisadores ajustem seus experimentos e
garantam a precisao de suas medi¢des. Além disso, o desenvolvimento de fantomas
com propriedades épticas controladas continua a ser um campo ativo de pesquisa,

com o objetivo de melhorar ainda mais a acuracia das técnicas de imagem biomédica.
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2.8 Nanoparticulas em Optica Biomédica

As nanoparticulas desempenham um papel crescente em varias areas da
pesquisa biomédica, principalmente devido as suas propriedades fisico-quimicas
exclusivas. Entre essas nanoparticulas, as de ouro (NpAu) tém se destacado em
aplicac6es que envolvem diagndstico e terapia, gracas a sua biocompatibilidade e
capacidade de manipular a luz em diferentes escalas. A interacdo dessas
nanoparticulas com a luz abre uma vasta gama de possibilidades em técnicas de
imagem O6ptica e tratamentos fototérmicos. Neste contexto, a técnica da Imagem no
Dominio da Frequéncia Espacial (SFDI) tem se mostrado promissora para estudar o
comportamento éptico das NpAu e seus efeitos em meios simuladores, como 0s
fantomas. O estudo de suas propriedades épticas, bem como suas aplicagées no
campo da o6ptica biomédica, é fundamental para o desenvolvimento de tecnologias
mais eficientes e menos invasivas.

2.8.1 Propriedades opticas das nanoparticulas de ouro (NpAu)

As nanoparticulas de ouro (NpAu) apresentam uma propriedade O&ptica
singular, conhecida como ressonancia de plasmons de superficie localizada (LSPR).
Esse fendmeno ocorre quando os elétrons livres na superficie da nanoparticula
oscilam em resposta a luz incidente, resultando na absorcao e no espalhamento de
luz em comprimentos de onda especificos. O comprimento de onda em que essa
ressonancia ocorre pode ser ajustado alterando o tamanho, a forma e o ambiente das
nanoparticulas (Dykman & Khlebtsov, 2012).

Devido a essa propriedade, as NpAu possuem uma forte capacidade de
absorcao e espalhamento da luz, sendo a primeira predominante em nanoparticulas
menores e a segunda em nanoparticulas maiores. Tais propriedades sao cruciais em
aplicacbes biomédicas, uma vez que permitem a modulagdo da luz em tecidos
biolégicos para diagndstico por imagem ou terapias baseadas em calor (Jain et al.,
2012). Em técnicas como a SFDI, as NpAu podem ser utilizadas para melhorar a

precisdo na obtencao de parametros opticos de absorcao e espalhamento.
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2.8.2 Aplicacoes de nanoparticulas em diagndstico e terapia

As NpAu tém sido amplamente exploradas tanto no diagnéstico quanto no
tratamento de doencas. No campo do diagnéstico, as NpAu podem ser utilizadas
como agentes de contraste em imagens épticas, facilitando a detec¢éo de estruturas
ou anomalias no tecido biolégico. No SFDI, as nanoparticulas de ouro, quando
incorporadas em fantomas, permitem simular o comportamento éptico de tecidos
humanos, contribuindo para a melhoria de técnicas nao invasivas de diagnéstico
(Cuccia et al., 2009).

Além disso, as NpAu tém se mostrado extremamente Uteis em terapias
fototérmicas e fotodinamicas. Na terapia fototérmica, a luz infravermelha préxima
(NIR) é utilizada para aquecer as nanoparticulas, que convertem essa energia
luminosa em calor, destruindo seletivamente células cancerigenas (Huang et al.,
2011). Ja na terapia fotodindamica, as nanoparticulas de ouro atuam como
fotossensibilizadores, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS) sob irradiagcéo, o
gue causa a morte celular em areas especificas (Jain et al., 2012).

2.8.3 Desafios e perspectivas no uso de NpAu

Embora as NpAu apresentem grande potencial em aplicagdes biomédicas,
ainda existem desafios a serem superados, especialmente em relacdo a sua
biocompatibilidade e seguranca. A toxicidade das nanoparticulas de ouro depende de
varios fatores, como tamanho, forma, dose e tempo de exposicdo. Portanto, é
essencial garantir que essas nanoparticulas sejam devidamente funcionalizadas para
minimizar riscos ao corpo humano (Dykman & Khlebtsov, 2012).

Além disso, a traducao clinica das NpAu enfrenta barreiras, tanto em termos de
regulamentacdo quanto de padronizagdo. O comportamento das NpAu no corpo
humano, incluindo a sua biodistribuicdo e a maneira como sao eliminadas, ainda nao
€ completamente compreendido. Essas questbes precisam ser resolvidas para que as
NpAu possam ser amplamente utilizadas em ambientes clinicos de forma segura e
eficaz. Entretanto, as pesquisas continuas sobre nanoparticulas de ouro indicam um
futuro promissor para seu uso em diagnésticos e tratamentos baseados em luz (Jain
et al., 2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, apresentamos os materiais e os métodos utilizados em nosso
estudo sobre a profundidade de penetracao da luz em tecidos biologicos utilizando a
técnica da Imagem no Dominio da Frequéncia Espacial ou Spatial Frequency Domain
Imaging (SFDI). Eles estdo organizados em vérias segbes principais, cada uma
abordando um aspecto fundamental da pesquisa.

3.1 Fantomas

Iniciaremos falando sobre os Fantomas, pois eles sao o objeto de estudo deste
trabalho. Os Fantomas sao materiais simuladores que desempenham um papel crucial
em pesquisas biomédicas, particularmente na validacao e calibracao de técnicas de
imagem Oéptica, como o Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI). Eles séo
projetados para mimetizar as propriedades épticas dos tecidos bioldgicos, permitindo
que cientistas e engenheiros avaliem o desempenho de sistemas de imagem sem a
necessidade de trabalhar diretamente com amostras bioldgicas, que podem ser
dificeis de obter ou ter propriedades variaveis.

3.1.1 Utilidade dos Fantomas

A principal fun¢do dos fantomas é fornecer um ambiente controlado no qual as
interacbes da luz com os tecidos possam ser estudadas de maneira precisa e
reproduzivel. Ao simular as propriedades Opticas de diferentes tipos de tecido, os
fantomas permitem que os pesquisadores avaliem como a luz é absorvida, espalhada
e refletida em condi¢gbes que imitam as encontradas em tecidos humanos. Isso é
fundamental para o desenvolvimento e a validacao de técnicas de diagnéstico, como
a deteccao precoce de céancer, onde a precisdo na medicdo dos coeficientes de
absorcao e espalhamento € essencial (BASSANI et al., 2014).

3.1.2 Polidimetilsiloxano (PDMS)

O Polidimetilsiloxano (PDMS) é um polimero amplamente utilizado na
fabricacdo de fantomas devido as suas propriedades fisicas e quimicas. O PDMS é
um material inerte, biocompativel e transparente, o que o torna ideal para simular

tecidos biologicos em estudos dpticos. Sua flexibilidade permite a criacdo de fantomas
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com diversas formas e tamanhos, e sua transparéncia permite a modulagéo precisa
das propriedades épticas através da adigdo de outros materiais, como o didéxido de
titanio (TiO2) e nanoparticulas de ouro (NpAu) (Smith et al., 2020).

3.1.3 Diéxido de Titanio (TiOz)

O diéxido de titanio (TiO2) € um composto amplamente utilizado em fantomas
para ajustar as propriedades de espalhamento da luz. TiO2 é conhecido por seu alto
indice de refragao e forte capacidade de espalhamento, o que o torna ideal para
simular a dispersao da luz em tecidos biolégicos. Ao ser incorporado ao PDMS, o TiO2
permite que os pesquisadores ajustem precisamente os coeficientes de espalhamento
dos fantomas, tornando-os mais representativos dos tecidos que se deseja estudar
(Jones et al., 2019).

3.1.4 Nanoparticulas de Ouro (NpAu)

As nanoparticulas de ouro (NpAu) sao utilizadas em fantomas para simular o
comportamento de absor¢cédo de luz em tecidos. As NpAu tém propriedades Opticas
Unicas, como a ressonancia de plasmon de superficie, que pode ser ajustada variando
o tamanho e a forma das particulas. Isso permite que as NpAu sejam utilizadas para
mimetizar as caracteristicas de absorcdo de tecidos com alta precisdo, o que é
especialmente (til para estudos de diagndstico de cancer, onde a absorcao de luz em
diferentes comprimentos de onda pode indicar a presenca de células cancerigenas
(Norton & Vo-Dinh, 2003).

Os fantomas desenvolvidos neste trabalho foram cuidadosamente projetados
utilizando PDMS, TiO2 e NpAu, para criar um material que replica com alta fidelidade
as propriedades Opticas dos tecidos biologicos. Este processo de producédo garante
gue os fantomas sejam adequados para a validagéo das técnicas de imagem Optica
utilizadas, contribuindo significativamente para a precisao dos resultados obtidos em

estudos de diagnéstico.
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3.1.5 Tamanho das Nanoparticulas de Ouro Utilizadas

No presente trabalho, as nanoparticulas de ouro utilizadas variaram entre 10 e
100 nanbmetros. Essa faixa de tamanho foi selecionada para maximizar tanto a
absorcao quanto o espalhamento da luz, aspectos criticos para a técnica de imagem
utilizada, Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI). Nanoparticulas menores, na
faixa de 10-20 nm, sdo conhecidas por sua alta eficiéncia de absorgcéo, o que amplifica
a interagao da luz com o meio. Por outro lado, nanoparticulas com tamanhos maiores
(50-100 nm) s&o mais eficazes no espalhamento da luz, contribuindo para um maior

contraste nas imagens épticas (Dykman & Khlebtsov, 2012).

Essa variagdo no tamanho das NpAu permite um ajuste preciso das
propriedades Opticas dos fantomas, o que € essencial para simular com precisdo a
interacdo da luz com tecidos biol6gicos. Essa caracteristica é particularmente
relevante para a validacao de métodos de diagnéstico ndo invasivos e para o estudo

da penetracéo da luz em diferentes profundidades de tecidos (Jacques, 2013).
3.2 Preparacao dos Fantomas

No contexto deste trabalho, foram produzidos dois tipos de fantomas: o fantoma
de calibracédo e o fantoma contendo nanoparticulas de ouro (NpAu).

3.2.1 Producao do Fantoma de Calibracao

Para a confeccdo do fantoma de calibragéo, foi inicialmente preparada uma
mistura composta por 0,05 g de didéxido de titanio (TiO2) com 144,75 g de
polidimetilsiloxano (PDMS). A esta mistura, foram adicionados 70 ml de Nanquim para
conferir um tom cinza ao composto, necessario para simular as propriedades de

espalhamento dos tecidos bioldgicos.

Os reagentes foram misturados até que uma homogeneidade completa fosse
alcangada. Em seguida, foram adicionados 15 ml do agente ativador (Kit P-4, Eager
Plastic), que é essencial para a vulcanizagao do sistema, conferindo ao fantoma a sua
forma sélida final. Este processo de vulcanizacao é crucial para garantir que o fantoma

possua as propriedades mecéanicas adequadas para os testes subsequentes.
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Uma vez que a mistura estava preparada, ela foi submetida a um processo de
desgaseificacdo utilizando uma bomba de vacuo, conforme mostrado na Figura 3. 1.
Este passo é fundamental para remover bolhas de ar da mistura, garantindo a
uniformidade do fantoma e a precisao nas medicoes dpticas.

Figura 3. 1: Processo de desgaseificacao utilizando a bomba de vacuo para a preparac¢ao do fantoma
de calibragéo.
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ApGs a remocgao dos gases, o composto foi moldado e deixado para solidificar,
resultando no fantoma de calibragao, ilustrado na Figura 3. 2.

Figura 3. 2: Fantoma de calibracéo finalizado apés o processo de vulcanizagao e desgaseificagao.

3.2.2 Producao do Fantoma com NpAu

O fantoma com nanoparticulas de ouro foi produzido em duas etapas principais:
a preparagao dos filmes com diferentes concentragdes de NpAu e a montagem final

do fantoma com trés camadas.
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3.2.2.1 Preparacao dos Filmes (fantomas) com Diferentes Concentracoes:

e Paracada filme, 1 ml do agente ativador foi misturado com 0,0015 g de TiO2
em um Eppendorf. A quantidade de NpAu foi variada para criar diferentes
concentragdes, conforme ilustrado na Figura 3. 3.

Figura 3. 3: Solugdes de NpAu com diferentes concentracgoes.

e As misturas foram submetidas a um sonificador por aproximadamente 30

minutos para garantir a homogeneidade das solugdes.

« Em seguida, aproximadamente 10,05 g de PDMS foram pesados em uma
balangca de precisdo, e a solugdo do Eppendorf foi adicionada a massa de
PDMS. A mistura foi realizada utilizando um micro retifica Dremel 300 (Figura
3. 4).



Figura 3. 4: Micro retifica Dremel 300 utilizada para homogeneizacao da mistura.

« A massa resultante foi colocada em moldes circulares, onde cada molde
recebeu cerca de 3,6 g de massa total formando os filmes apresentados na
Figura 3. 5 com uma espessura de 1,2 mm cada.

C2 C3 G4

Figura 3. 5: Filmes ou fantomas com diferentes concentracdes de NpAu.

C1

e Os moldes foram novamente submetidos ao processo de desgasificacdo em
uma bomba a vacuo. Apés 24 horas, os filmes solidificados foram recortados

em dimensdes de 1 cm x 1 cm.
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3.2.2.2 Montagem Final do Fantoma A3 e Adicao das Camadas:

. Apéds a preparagcédo dos filmes, uma nova massa de PDMS foi preparada
seguindo 0 mesmo procedimento descrito anteriormente.

. Os filmes foram dispostos no fundo de um molde de acrilico circular, e a nova
massa de PDMS foi vertida sobre eles. O conjunto foi novamente submetido

a desgasificacao e deixado em repouso por 24 horas, resultando no fantoma

A3 com apenas 1 camada (Figura 3. 6).

Figura 3. 6: Fantoma A3 composto pelos filmes de NpAu e PDMS, com apenas 1 camada.

. Duas camadas adicionais de PDMS foram preparadas e adicionadas ao
fantoma A3, resultando nos fantomas A31 e A32, com profundidades de 3
mm e 4,5 mm, respectivamente (Figura 3. 7 e Figura 3. 8).



Figura 3. 7: Fantoma A31 apés adigao da primeira camada de PDMS.
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Figura 3. 8: Fantoma A32 apés adigao da segunda camada de PDMS.
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A Figura 3. 8 mostra com detalhes o produto final do fantoma A3 composto por

3 camadas.

Nesta secao, detalhamos minuciosamente os procedimentos adotados para a
realizacdo desta pesquisa, incluindo a descricdo dos equipamentos utilizados, como
o sistema Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI) e a esfera integradora, além da
producao dos fantomas de calibragdo e de nanoparticulas de ouro (NpAu). Cada etapa
foi cuidadosamente planejada e executada para garantir a precisao e a confiabilidade
dos dados obtidos. Os materiais escolhidos e os métodos empregados refletem o
estado da arte em pesquisas de fisica medica, possibilitando um mapeamento 6ptico
detalhado e eficaz dos tecidos epiteliais.

Na proxima secao, apresentaremos e discutiremos os resultados obtidos com
base nos métodos descritos, explorando como essas técnicas avancadas
contribuiram para as descobertas e conclusdes deste trabalho.

3.3 Técnica da Imagem no Dominio da Frequéncia Espacial

Neste estudo, foi utilizado o sistema Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI)
montado em nosso laboratério. O sistema inclui um projetor de luz (D555WH, Vivitek)
e uma camera CCD (DCC3240C USB 3.0 Digital Camera, Thorlabs Inc.) de 8 bits,
com resolucao de 1280 x 1024 pixels para a coleta das imagens, acoplada a uma lente
de distancia focal fixa (59873 50mm F2.0 Compact Industrial C-Mount, Edmund
Optics). O projetor tem um range espectral de 400 nm a 700 nm, o0 que corresponde
ao espectro visivel de luz. Foram utilizadas as seguintes frequéncias espaciais: 0;
0,05;0,1;0,2e 0,4 mm™.

Outros equipamentos utilizados incluiram uma roda de filtro (CFW6, Thorlabs
Inc.) contendo cinco filtros épticos passa-baixa para medicdes em faixas estreitas de
comprimento de onda e um espectrébmetro USB4000-UV-VIS da Ocean Optics
(OCEAN OPTICS, 2015). Os padrdes de iluminacdo em escala de cinza foram
gerados usando a fonte de luz em combinagdo com um modulador espacial de luz. O
modulador foi acoplado a saida da fonte de luz, conectado por meio de uma fibra
optica ao Dispositivo Digital de Microespelhos (DMD, do inglés Digital Micromirror
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Device), que esta localizado dentro do projetor e tem a funcdo de modular a luz
projetada na amostra (BASSANI et al., 2014).0 set-up foi montado baseando-se no
modelo proposto por Applegate et al. (2023), disponivel em [https://opensfdi.org].

A configuragdo do sistema pode ser vista nas figuras a seguir, mostrando a
montagem completa do equipamento utilizado para as medicdes. A Figura 3. 9 mostra
o projetor Vivitek D5S55WH, a Figura 3. 10 ilustra a camera CCD e a roda de filtros, a
Figura 3. 11 apresenta a montagem do sistema SFDI e a Figura 3. 12 exibe o sistema

montado no laboratorio.

Figura 3. 9: Projetor Vivitek D555WH utilizado no sistema SFDI para projetar padroes de luz sobre as
amostras.


https://opensfdi.org/

59

Figura 3. 10: Camera CCD DCC3240C USB 3.0 Digital Camera acoplada a roda de filtros CFW®6,
ambas da Thorlabs Inc., utilizadas para a coleta das imagens.

Figura 3. 11: Montagem do sistema SFDI mostrando a configuragao dos equipamentos, incluindo o
projetor e a camera.
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Figura 3. 12: Sistema SFDI montado no laboratério, mostrando a disposigao final dos componentes
para as medicoes.

3.3.1Set-Up e Codigo do SFDI

Para a aquisicdo e processamento das imagens, foi utilizado um selfcode
adaptado de um cdédigo-fonte de modelos comerciais de SFDI. Esse procedimento foi
realizado através do software LabVIEW da National Instruments (NI), que possibilita a
criacao de instrumentos virtuais por meio de uma interface grafica intuitiva. A interface
do LabVIEW (Figura 3. 13) inclui uma tela de comandos, diagrama de blocos e
conectores, que juntos permitem o controle preciso dos equipamentos envolvidos no

processo de SFDI.
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Figura 3. 13: Tela de comando do LabVIEW utilizada para a aquisi¢ao das imagens moduladas dos
fantomas.

Ap6s a aquisicao das imagens moduladas dos fantomas pelo LabVIEW, o
processamento foi realizado no software MATLAB. O MATLAB comprime as imagens
de reflexdo adquiridas, processando-as para fornecer os coeficientes de absorgao e
espalhamento — parametros Opticos essenciais para a analise dos fantomas
estudados.

O codigo implementado no MATLAB foi estruturado em trés partes principais:

Convert_HC1_data.m: Este script converte o formato de imagem modulada
adquirida pelo SFDI e pelo LabVIEW em dados, criando um arquivo Raw. Este arquivo
contém todas as informacdes da imagem capturada pela camera, sem qualquer perda
ou modificacdo dos dados originais. A integridade desses dados é crucial para

assegurar a precisao nos calculos subsequentes.

Test_script_for HC1.m: Este script converte as informagdes contidas no
arquivo Raw em um mapa de cores, permitindo ao usuario selecionar o método de
processamento da imagem, que pode ser baseado em LUT (Look-Up Table), Difusao
ou Monte Carlo, além de permitir a escolha de um par de frequéncias espaciais
(LUTfregsidx) para cada conjunto de cinco frequéncias espaciais utilizadas. No
presente trabalho, foram empregados os métodos LUT e Difusdo. O método LUT é
fundamentado em uma tabela de referéncia Monte Carlo, enquanto o método de
Difusédo utiliza a Equagao de Difusdo para calcular o coeficiente de absorcao da luz
no meio (Ha) € o coeficiente de espalhamento reduzido (us'). Esses métodos séo
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amplamente reconhecidos na literatura e conferem uma robustez significativa ao

processamento dos dados (Bassani et al., 2014; Smith et al., 2020).

Selecao de Regiodes de Interesse (ROI): Na ultima etapa, o MATLAB solicita
que o usuario selecione as Regides de Interesse (ROI) na imagem processada (Figura
3. 14). A selegao dessas regides € essencial para determinar os valores médios de
absorcao e espalhamento na area especifica do fantoma que esta sendo analisada.
Este passo permite uma andlise detalhada e focalizada, essencial para a precisao dos
resultados e para a comparagcao com dados experimentais de referéncia (Norton &
Vo-Dinh, 2003).
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Figura 3. 14: Interface do MATLAB para a selecédo das Regides de Interesse (ROI) na analise dos
fantomas.
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O codigo completo implementado no MATLAB esta detalhado no Anexo | deste
trabalho, oferecendo uma visdo abrangente do processo de desenvolvimento e das
etapas de processamento dos dados adquiridos.

3.4 Equipamento da Esfera Integradora

A Esfera Integradora desempenha um papel fundamental na realizagdo de
medidas Opticas, especialmente quando o objetivo é caracterizar as propriedades de
reflexdo e transmissao de amostras biolégicas. No presente estudo, utilizamos uma
Esfera Integradora de alta precisdo, modelo "Labsphere RSA-PE-20-1S," projetada
especificamente para aplicagdes em pesquisa biomédica e diagndstico médico
(Norton & Vo-Dinh, 2003). Este equipamento € revestido internamente com
Spectralon, um material altamente refletivo que minimiza a absor¢do da luz e
maximiza a reflectancia difusa, garantindo assim medigdes precisas (Smith et al.,
2020).

Com um diametro de 20 cm, a Esfera Integradora foi acoplada a um sistema de
iluminagdo composto por uma lampada de luz branca de alta intensidade. Essa
configuragéo proporciona uma fonte de luz homogénea e estavel, fundamental para a
iluminacdo uniforme da superficie das amostras (Norton & Vo-Dinh, 2003). A
reflectancia difusa das amostras foi medida por meio de um detector de luz,
estrategicamente posicionado em um orificio na esfera, que registra a luz refletida de
forma difusa em todas as direcdes dentro da esfera (Smith et al., 2020).

O método utilizado para a analise dos dados foi o Inverse Adding-Doubling
(IAD), amplamente reconhecido e empregado em estudos de espectroscopia de
reflectancia difusa para a determinagéo dos coeficientes de absor¢ao e espalhamento
de tecidos biologicos. Este método permitiu uma caracterizagao oOptica precisa dos
tecidos estudados, oferecendo dados fundamentais para o desenvolvimento e
validacao das técnicas de diagndéstico abordadas neste trabalho (Norton & Vo-Dinh,
2003).

A Figura 3. 15 ilustra o set-up experimental utilizado para as medidas com a
Esfera Integradora, destacando os componentes principais, incluindo a fibra éptica, a
fonte luminosa, os espelhos, e o fantoma posicionado para a medigéo.
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Figura 3. 15: Set-up experimental da Esfera Integradora utilizado para a caracterizacao 6ptica dos
fantoma. Destacam-se a fonte luminosa, a fibra 6ptica, o fantoma, e os espelhos.

Com este arranjo experimental, foi possivel realizar medigdes precisas dos
coeficientes de absorcao e espalhamento dos fantomas utilizados. A integracao da
Esfera Integradora com o método IAD proporcionou dados confiaveis e reprodutiveis,
essenciais para a caracterizagdo Optica detalhada dos materiais em estudo. Esses
resultados serviram como base para as analises subsequentes, permitindo uma
compreensao aprofundada das interagdes da luz com os tecidos simulados. Assim, a
utilizacdo deste equipamento e metodologia contribuiu significativamente para a

validacao das técnicas de diagnostico 6ptico abordadas nesta pesquisa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, apresentamos os resultados do nosso estudo sobre a
profundidade de penetracdo da luz em tecidos biologicos utilizando a técnica Spatial
Frequency Domain Imaging (SFDI). Os resultados estdo organizados em varias
secdes principais, cada uma abordando um aspecto crucial da pesquisa.

4.1 Determinacao do filtro utilizado

A escolha do filtro adequado foi baseada na analise de cinco filtros diferentes,
cada um com caracteristicas especificas de transmiss&o dentro da janela terapéutica.
Essa selecao é fundamental para garantir a penetragdo adequada da luz e a obtencao
de imagens precisas do tecido epitelial. Apds testes comparativos, o filiro que
apresentou a melhor combinacéao de eficiéncia de transmissao e compatibilidade com
a janela terapéutica foi selecionado para o restante do estudo.

Para selecionar os filtros utilizados na base giratéria do equipamento SFDI,
realizamos uma analise detalhada do espectro de transmissdo dos filtros disponiveis.
Esta analise foi fundamental para garantir a eficacia da técnica SFDI na penetracao
da luz em tecidos biol6gicos. Utilizamos um espectrometro USB4000-UV-VIS da
Ocean Optics para coletar os dados de transmissao, e 0s espectros de transmitancia
foram obtidos a partir da utilizagcdo do software Origin (OCEAN OPTICS, 2015;
ORIGINLAB CORPORATION, 2021).
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Figura 4. 1: Espectro de transmissao dos filtros utilizados no estudo. Os picos de transmissao estao
localizados em 457 nm, 488 nm, 532 nm, 580 nm e 650 nm, respectivamente. O filtro de 650 nm foi
escolhido por sua compatibilidade com a janela terapéutica e eficiéncia na penetragdo de luz nos
tecidos biolégicos.

4.1.1 Critérios de selecao dos filtros

A escolha dos filtros foi baseada em dois critérios principais: a regido do
espectro eletromagnético e a eficiéncia de transmissdo. Os filtros devem operar na
faixa de comprimentos de onda entre 600 e 1200 nm, abrangendo do vermelho ao
infravermelho préximo (IV proximo). Esta faixa é crucial para permitir a penetragéao
eficaz da luz nos tecidos biolégicos. Além disso, a eficiéncia de transmissao dos filtros
foi avaliada para garantir a maxima passagem de luz, minimizando a absorcéo e a
perda de energia (BASSANI et al., 2014).
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4.1.2 Analise dos espectros de transmissao

Conforme ilustrado na Figura 4. 1, foram medidos os espectros de transmissao
de cinco filtros, com picos de transmissao em 457 nm, 488 nm, 532 nm, 580 nm e 650
nm. A andlise dos dados revelou que apenas o filtro de 650 nm se enquadrava na
janela terapéutica (600-1200 nm).

4.1.3 Escolha do Filtro Ideal

O filtro de 650 nm foi selecionado com base em sua capacidade de absorver
uma quantidade minima de luz, resultando em baixa perda de energia e permitindo
que o feixe luminoso alcance regides mais profundas dos tecidos biolégicos. Esta
caracteristica é essencial para o mapeamento Optico preciso das camadas internas
do tecido epitelial. A compatibilidade do filtro de 650 nm com a janela terapéutica
assegura que ele esta otimizado para a faixa de comprimentos de onda que
proporciona a melhor penetracdo sem causar danos aos tecidos.

4.1.4 Aplicacao do filtro no SFDI

Apobs a selecéo do filtro de 650 nm, o equipamento SFDI foi configurado para
utilizar este filtro nas analises subsequentes. O processo de aplicagao incluiu:

1. Configuracao do equipamento: A base giratéria do SFDI foi equipada com o filtro
de 650 nm, e ajustes especificos foram feitos para otimizar a captura das imagens.

2. Aquisicao das imagens: Imagens de fantomas biol6gicos foram adquiridas
utiizando a luz filtrada, garantindo a penetracdao adequada da luz e a captura
precisa dos dados sobre as camadas internas dos tecidos.

3. Processamento das imagens: As imagens capturadas foram processadas para
analisar as propriedades Oépticas dos fantomas, focando na profundidade de

penetracao da luz e na resolucao das camadas internas.

Esta metodologia detalhada assegura que a selecéo e a aplicagéo do filtro de
650 nm foram realizadas de maneira precisa e fundamentada, permitindo a obtencéo
de resultados confiaveis e relevantes para o mapeamento 6ptico dos tecidos epiteliais.
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4.2 Processamento das imagens no SFDI

O processamento das imagens no Sistema de Imagem no Dominio da
Frequéncia Espacial (SFDI) é um passo fundamental para a analise detalhada das
propriedades Opticas dos fantomas bioldgicos. Elas foram processadas para
diferentes comprimentos de onda e fases distintas. Além disso, este processamento
incluiu a modulagcédo das imagens em diversas frequéncias espaciais, permitindo a

analise detalhada das propriedades épticas dos tecidos.

As imagens moduladas demonstraram variac¢des significativas dependendo do
comprimento de onda e da frequéncia espacial, fornecendo insights valiosos sobre a
estrutura e composicao do tecido epitelial.

4.2.1 Imagens moduladas em diferentes fases

Na Figura 4. 2, apresentamos as imagens moduladas do fantoma A3 nas fases
0°, 120° e 240° e na frequéncia espacial de 0,4 mm™'. Estas imagens foram obtidas
para trés comprimentos de onda: 457 nm, 488 nm e 650 nm. A modulagdo em
diferentes fases permite a extracdo das propriedades Opticas do fantoma, essencial

para a reconstrucao precisa das imagens de refletancia (BASSANI et al., 2014).
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Figura 4. 2: Imagens moduladas do Fantoma A3 nas fases 0°, 120° e 240°, e na frequéncia espacial
de 0,4 mm™ para os comprimentos de onda 457 nm, 488 nm e 650 nm.

4.2.2 Imagens moduladas em diferentes frequéncias espaciais

A Figura 4. 3 mostra as imagens moduladas do Fantoma A3 com o
comprimento de onda de 650 nm e em varias frequéncias espaciais: 0,05 mm™, 0,1
mm™, 0,2 mm™ e 0,4 mm~. A modulacdo em diferentes frequéncias espaciais é
fundamental para obter informagdes sobre a profundidade de penetracéo da luz e as
propriedades de espalhamento do fantoma. Cada imagem revela como a luz interage
com as diferentes camadas do fantoma, permitindo a andlise detalhada das suas
caracteristicas internas (OCEAN OPTICS, 2015).
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Figura 4. 3: Imagens moduladas do Fantoma A3 no comprimento de onda de 650 nm e frequéncias
espaciais de 0,05 mm™, 0,1 mm™, 0,2 mm~ e 0,4 mm™.

Estas imagens moduladas, processadas no software LabView, sdo essenciais
para a analise quantitativa das propriedades épticas dos fantomas. Através dessas
andlises, é possivel determinar a absor¢cao e o espalhamento da luz em diferentes
profundidades, fornecendo dados criticos para o mapeamento éptico e diagndstico de
les6es em tecidos bioldgicos (ORIGINLAB CORPORATION, 2021).
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4.3 Caracteristicas dos filmes inseridos nos fantomas

Os filmes produzidos para insergdo nos fantomas foram caracterizados em
termos de massa dos nucleos espalhadores de luz (TiOz2), das nanoparticulas de ouro
(NpAu) responsaveis pela absor¢cdo e a massa do meio de fundo utilizado (PDMS) e
espessura de cada filme. Foram produzidos cinco filmes com diferentes
concentracdes, permitindo a analise comparativa dos efeitos dessas variaveis nas

propriedades oOpticas dos filmes.

4.3.1 Dados dos filmes

A Tabela 4. 1 apresenta as caracteristicas dos filmes C1, C2, C3, C5 e CB6,
incluindo as massas de PDMS, catalisador, TiO,, NpAu, a massa total (Mr), a
espessura (D) e a concentragao final de cada filme dada em gramas de NpAu por
gramas da Massa total (Mr). Os dados do filme C4 nao serdo apresentados, pois 0s

resultados para ele foram inconsistentes.

Tabela 4. 1: Caracteristicas dos Filmes Produzidos.

C1 C2 C3 C5 C6
PDMS (g) 10,08 10,04 10,04 10,15 10,05
Catalisador (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
TiO2 (g) 0,0015 | 0,0015 | 0,0015 | 0,0015 | 0,0016
NpAu (g) 0,0005 | 0,0013 0,002 0,004 0,005
M+ (g) 0,851 0,834 0,845 0,89 0,931
D (mm) 1,2 1,3 1,2 1,2 1,2
Concentracao (g/g) 0,0006 | 0,0016 | 0,0024 | 0,0045 | 0,0054
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Os filmes foram preparados com concentra¢des variadas de nanoparticulas de
ouro (NpAu) e TiO,, mantendo constantes as quantidades de PDMS e catalisador. As
massas de PDMS variaram ligeiramente entre os filmes, enquanto a quantidade de
catalisador foi mantida constante em 1 ml para todos os filmes. A quantidade de TiO,
foi mantida aproximadamente constante, com uma leve variagao no filme C6.

Observou-se um aumento na massa total (Mr) dos filmes com o aumento da
concentracado de NpAu. O filme C1, com a menor concentracao de NpAu (0,0005 g),
apresentou a menor massa total, enquanto o filme C6, com a maior concentracéo de
NpAu (0,005 g), apresentou a maior massa total. Este aumento na massa total esta
correlacionado com a quantidade de NpAu adicionada, indicando que a variagéo na
concentracao de NpAu impacta diretamente a massa total dos filmes (BASSANI et al.,
2014).

A espessura dos filmes variou ligeiramente, com a maioria dos filmes
apresentando uma espessura de 1,2 mm, exceto o filme C2, que apresentou uma
espessura de 1,3 mm. A espessura € um parametro critico para a andlise das
propriedades Opticas, pois influencia diretamente a penetracdo da luz e o
comportamento de espalhamento e absorcao dos filmes (OCEAN OPTICS, 2015).

Os resultados demonstram que as diferentes concentracdes de NpAu nos
filmes permitiram uma analise comparativa das propriedades 6pticas dos fantomas,
fornecendo uma base soélida para estudos subsequentes sobre a profundidade de
penetracdo da luz e a eficiéncia de mapeamento éptico em tecidos bioldgicos
(ORIGINLAB CORPORATION, 2021).
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4.4 Coeficientes de absorcao e espalhamento na Esfera

Integradora

Os coeficientes de absorcao e espalhamento dos cinco filmes produzidos foram
medidos utilizando a Esfera Integradora. Os dados obtidos revelaram diferengas
significativas entre os filmes, dependendo da concentracdo dos nucleos espalhadores
de luz e da espessura dos filmes. Os graficos foram gerados para visualizar essas
diferencas e compreender melhor o comportamento éptico dos filmes e estdo
representados abaixo nas Figura 4. 4 - Figura 4. 8 (BASSANI et al., 2014; OCEAN
OPTICS, 2015; ORIGINLAB CORPORATION, 2021).
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Figura 4. 4: Coeficientes de absorgado (ua) € espalhamento (Uesp) do filme C1 em fungéo do
comprimento de onda.



6, S
5, Filme C2 S
5, Hesp
4,
‘.‘E 4,
£ ,
E 3
L = 3
8 c 2,
O [0]
5 €
) © 2
§ <5
) o3 1,9
© o
L © 1.0
c kel ’
3 2
5 5 —
()
(&) 5 0,0
[e]
o -0

0 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
Comprimento de onda (nm)

Figura 4. 5: Coeficientes de absorgdo (ua) e espalhamento (Jesp) do filme C2 em funcao do
comprimento de onda.
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Figura 4. 6: Coeficientes de absor¢éo (ua) e espalhamento (pesp) do filme C3 em funcao do
comprimento de onda.
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Os graficos nas Figura 4. 4 - Figura 4. 8 apresentam os coeficientes de
absorcao (ua) e espalhamento (pesp) para os filmes C1, C2, C3, C5 e C6 em fungao
do comprimento de onda. Em todos os gréficos, observa-se que o espalhamento é
sempre maior do que a absorcao, o que € consistente com as caracteristicas épticas
esperadas para filmes contendo NpAu e TiO, (BASSANI et al.,, 2014; OCEAN
OPTICS, 2015).

o Filme C1: Apresenta um pico de espalhamento significativo em torno de 450 nm,
com uma menor absorcdo na mesma faixa. A elevada razdo de espalhamento para
absorcao indica que este filme é mais eficiente na dispersdo da luz do que na

absorcgao.

o Filme C2: Mostra um comportamento similar ao filme C1, mas com um pico de
espalhamento mais pronunciado. A concentragdo maior de NpAu neste filme pode

explicar o aumento do espalhamento.

o Filme C3: Demonstra um pico de espalhamento préximo de 550 nm. A absorgéao
também é relativamente baixa, mas é mais pronunciada do que nos filmes C1 e C2.
Este comportamento pode ser atribuido a uma distribuicdo diferente das

nanoparticulas e TiO,.

o Filme C5: Exibe um pico de espalhamento elevado em torno de 550 nm, com um
padrdo de absorcdo semelhante ao observado nos filmes anteriores. A maior
concentracao de NpAu neste filme contribui para o aumento do espalhamento.

o Filme C6: Apresenta o maior pico de espalhamento entre todos os filmes,
novamente préximo de 550 nm. A alta concentracdo de NpAu e a espessura
consistente deste filme séo fatores que explicam este comportamento. A absorcéo,
embora maior do que nos filmes C1 e C2, ainda € menor que o espalhamento,
reforcando a caracteristica dispersiva do filme.

Os resultados indicam que, independentemente do filme, o espalhamento
domina sobre a absorcdo. Isso é esperado devido a presenca de TiO, e
nanoparticulas de ouro, que sado conhecidas por suas propriedades de alta disperséo.
A variagdo nos coeficientes de espalhamento entre os filmes ¢é atribuida
principalmente as diferengcas nas concentracdes de NpAu, confirmando que o
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aumento da concentragdo de nanoparticulas resulta em maior espalhamento
(ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

Essas observagbes séo cruciais para a aplicacéo dos filmes em mapeamento
optico, pois a capacidade de espalhamento afeta diretamente a profundidade de
penetracdo da luz e a resolugdo das imagens obtidas. Filmes com maior
espalhamento podem ser mais adequados para aplicacbes que requerem alta
dispersao e contraste, enquanto aqueles com menor espalhamento podem ser usados

onde a penetracao profunda da luz é mais critica.

4.4.1 Comparacao dos coeficientes de absorcao

A Figura 4. 9 apresenta um grafico comparando todas as curvas dos

coeficientes de absorcdo medidos para os filmes C1, C2, C3, C5 e C6.
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Figura 4. 9: Comparacgéao dos coeficientes de absorgéo (ua) dos filmes C1, C2, C3, C5 e C6 em
funcdo do comprimento de onda.

A andlise comparativa dos coeficientes de absorcao mostra que todos os filmes
apresentam um comportamento similar, com picos de absor¢ao proximos de 550 nm.
Este pico é caracteristico das propriedades de absor¢cdo das nanoparticulas de ouro,
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gue sao conhecidas por sua ressonancia de plasmon de superficie neste comprimento
de onda (BASSANI et al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015).

Filme C1: Apresenta a menor absor¢cédo entre todos os filmes, o que é consistente

com sua menor concentragdo de NpAu.

« Filme C2: Demonstra um aumento na absorcao, refletindo sua maior concentragao

de NpAu em comparagao com o filme C1.

o Filme C3: Mostra um comportamento intermediario de absorgao, indicando uma

concentracao moderada de NpAu.

o Filme C5: Exibe um pico de absorcédo elevado, correspondendo a sua alta

concentracao de NpAu.

« Filme C6: Apresenta a maior absorgao, confirmando que a maior concentragao de

NpAu resulta em maior absorgéao.

Esses resultados corroboram a hipétese de que a concentragdo de NpAu
influencia diretamente os coeficientes de absorcéo dos filmes. A presenca de picos de
absorcdo bem definidos em torno de 550 nm em todos os filmes destaca a eficacia
das nanoparticulas de ouro na modificagcdo das propriedades épticas dos fantomas.
Esses dados sdo essenciais para o desenvolvimento de técnicas de mapeamento
optico que exigem controle preciso sobre as propriedades de absorcdo e
espalhamento dos materiais utilizados.

Tendo em vista de que o Filme C3 apresentou um comportamento intermediario
de absorg¢éao, a partir deste momento, descartaremos as andlises feitas para ele. Logo
levaremos em consideracao apenas as medidas para os Filmes C1, C2, C5 e C6 que
apresentaram resultados mais precisos para medidas no SFDI com o filtro de 650 nm.
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4.4.2 Comportamento das nanoparticulas de ouro

Analisamos o comportamento das nanoparticulas de ouro em agua e em
PDMS, focando nos coeficientes de absorcdo em funcdo da profundidade. Esta
analise é fundamental para entender como as nanoparticulas se comportam em
diferentes meios, o que pode influenciar significativamente os resultados do
mapeamento Optico. A Figura 4. 10 apresenta os coeficientes de absorcdo das

nanoparticulas de ouro em 4gua e em PDMS.
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Figura 4. 10: Coeficientes de absorcao das nanoparticulas de ouro (NpAu) em agua e em PDMS em
fung@o do comprimento de onda.

A Figura 4. 10 mostra que os coeficientes de absorgao (Ja) das nanoparticulas

de ouro variam significativamente dependendo do meio em que estao dispersas.

o Nanoparticulas de ouro em agua: Apresentam um pico de absor¢cdo mais
acentuado em torno de 520 nm, seguido de uma diminuicao gradual até 900 nm. O
coeficiente de absorcdo em agua é mais alto do que em PDMS, o que pode ser
atribuido a melhor dispersdo das nanoparticulas na dgua, aumentando a interacao
da luz com as particulas (BASSANI et al., 2014).
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Nanoparticulas de ouro em PDMS: Mostram um pico de absor¢do em torno de
550 nm, mas com uma intensidade menor comparada ao observado em agua. A
curva de absorcdo em PDMS é mais ampla, indicando uma distribuicao menos
uniforme das nanoparticulas e, possivelmente, a formacado de agregados que
diminuem a eficiéncia de absorcao da luz (OCEAN OPTICS, 2015).

Esses resultados sao cruciais para o mapeamento Optico, pois o meio de
dispersdo das nanoparticulas afeta diretamente a eficiéncia da absorcao de luz. A
agua, como meio de dispersao, proporciona uma absor¢cao mais eficiente devido a
melhor dispersdo das nanoparticulas. Em contraste, o PDMS, apesar de ser um meio
compativel com aplicagdes biomédicas, pode levar a formacdo de agregados que
reduzem a eficacia da absorcao (ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

Compreender o comportamento das nanoparticulas de ouro em diferentes
meios é vital para otimizar o mapeamento optico e garantir a precisdo na deteccao de
lesGes em tecidos biolégicos. As diferencas observadas nos coeficientes de absorcao
destacam a importancia de selecionar o meio de dispersao adequado para aplicacées
especificas em diagnédsticos épticos.



81

4.5 Analise dos coeficientes de absorcao em diferentes
frequéncias espaciais e profundidades

Os coeficientes de absorcdo foram medidos em diferentes frequéncias
espaciais e profundidades. Os dados obtidos foram organizados em tabelas e
graficos, permitindo uma andlise detalhada do impacto dessas variaveis nos
resultados obtidos. Esta analise ajuda a otimizar o uso da técnica SFDI para diferentes

condicbes experimentais.

A Tabela 4. 2 apresenta os coeficientes de absor¢éo obtidos no SFDI, que séo
chamados de coeficientes de absorcido medidos (pa™9). Nesta tabela, estdo
mostrados os dados desses coeficientes de absorcao para as diferentes frequéncias
espaciais e os filmes que estdo localizados em profundidades diferentes nos
fantomas. Foi produzido um fantoma com trés camadas diferentes, onde a primeira
camada foi denominada A3 com 0,0 mm de profundidade, a segunda camada A31
com 1,5 mm de profundidade e a terceira camada A32 com 3,0 mm de profundidade.

Tabela 4. 2: Coeficientes de Absorgdo Medidos (ua™) no SFDI para Diferentes Frequéncias Espaciais
e Profundidades.

Frequéncia (mm™') pa A3 (5 =0,0 mm) Ha A31 (6=1,5mm) pa A32 (5 =3,0 mm)

0,05 0,057+ 0,003 0,036 + 0,004 0,023 + 0,005
0,1 0,058 + 0,021 0,035 £ 0,007 0,021 £0,013
0,2 0,055 +0,010 0,036 £ 0,005 0,027 + 0,002

0,4 0,056 + 0,008 0,037 £ 0,007 0,025 + 0,007
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A Tabela 4. 3 apresenta os coeficientes de absorcdo obtidos na Esfera
Integradora, que sdo chamados de coeficientes de absor¢do medidos (ua®F), para
diferentes frequéncias espaciais e as concentragdes dos filmes selecionados que
estdo localizados na camada do fantoma A3, ou seja, na superficie.

Tabela 4. 3: Coeficientes de Absorcdo (ua°P) esperado na Esfera Integradora para Diferentes
Frequéncias Espaciais e Concentragdes dos Filmes na Camada A3.

Frequéncia pa C1 Ma C2 Ma C5 Ma C6
(mm™
0,05 0,0573+ 0,0006 0,0602+ 0,0006  0,0995+0,0009 0,0835+ 0,0008

0,1 0,0574+ 0,0005 0,0616+0,0006  0,0968+0,0009 0,1172+0,0012
0,2 0,0551+ 0,0005 0,0669+ 0,0007  0,0969+0,0009 0,1155+0,0012
0,4 0,0559+ 0,0005 0,0609+ 0,0006  0,0968+0,0009 0,1231+0,0012

A Figura 4. 11 apresenta os coeficientes de absor¢cdo medidos (ua"°%) para o
filme de concentracdo C1 em diferentes frequéncias espaciais e profundidades. E a
Figura 4. 12 apresenta os coeficientes de absorcédo esperados (u.*%?) para os filmes de

diferentes concentragdes em diferentes frequéncias espaciais.
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Figura 4. 11: Coeficientes de absorcdo medidos (ua™) para o filme de concentragdo C1 em
diferentes frequéncias espaciais e profundidades.
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Figura 4. 12: Coeficientes de absorgao esperado (Ua°F) para os filmes de diferentes concentracdes
em diferentes frequéncias espaciais.
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A analise dos dados na Tabela 4. 2 e na Figura 4. 11 revela informacoes

importantes sobre o comportamento dos coeficientes de absor¢do em diferentes

frequéncias espaciais e profundidades.

Influéncia da Profundidade: Em todas as frequéncias espaciais, os coeficientes
de absorcao medidos diminuem com o aumento da profundidade. Esta tendéncia é
esperada, pois a luz se atenua a medida que penetra mais profundamente nos
fantomas, reduzindo a quantidade de luz disponivel para ser absorvida (BASSANI
et al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015).

Efeito das Frequéncias Espaciais: Os coeficientes de absorcdo medidos variam
com a frequéncia espacial, mostrando uma tendéncia de aumento nos valores de
Ma com o aumento da frequéncia espacial até um certo ponto, apds o qual ha uma
estabilizacao ou ligeira diminuicdo. Esta variacdo reflete a interacdo entre a
modulacao espacial da luz e as propriedades opticas dos filmes (ORIGINLAB
CORPORATION, 2021).

Os resultados obtidos destacam a importancia de considerar tanto a

profundidade quanto a frequéncia espacial ao utilizar a técnica SFDI para o
mapeamento Optico de tecidos bioldgicos. A combinacao desses parametros permite
otimizar a técnica para obter imagens precisas e detalhadas das camadas internas

dos tecidos.

Para a andlise dos dados na Tabela 4. 3 e da Figura 4. 12 ha informacdes

importantes sobre o comportamento dos coeficientes de absor¢do em diferentes

frequéncias espaciais e concentracoes dos filmes.

Influéncia da Concentracao: Observa-se que os coeficientes de absorgao
aumentam com a concentragao dos filmes. O filme C1, com a menor concentragéo,
apresenta os menores coeficientes de absorcao, enquanto o filme C6, com a maior
concentracéo, apresenta os maiores coeficientes de absorcdo. Esta tendéncia
confirma que a quantidade de nanoparticulas de ouro nos filmes influencia
diretamente a absorcao da luz (BASSANI et al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015).

Efeito das Frequéncias Espaciais: Os coeficientes de absor¢ao variam com

a frequéncia espacial. Em frequéncias mais baixas (0,05 mm™), os coeficientes de

absorcao sao menores e aumentam com a frequéncia até 0,1 mm™'. Ap6s esse ponto,
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ha uma estabilizacdo ou ligeira diminuicdo nos coeficientes de absorcdo. Este
comportamento sugere que ha um ponto 6timo de frequéncia espacial para a absorgao
maxima, refletindo a interacao entre a modulacao espacial da luz e as propriedades
opticas dos filmes (ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

Esses resultados destacam a importancia de ajustar a concentracao dos filmes
e a frequéncia espacial para otimizar a técnica SFDI. A capacidade de controlar esses
parametros permite obter imagens mais precisas e detalhadas das camadas internas

dos tecidos biolégicos, essenciais para o diagndstico dptico.

4.5.1 Comparacao dos Coeficientes de Absorcao Obtidos na Esfera
Integradora e Medidos no SFDI

Compararam-se os coeficientes de absorcao esperados (uaesP), que sao obtidos
na Esfera Integradora, com os coeficientes de absorgdo medidos (ua™¢) no SFDI para
os quatro melhores filmes produzidos. Esta comparagao permitiu validar a preciséo
do método SFDI e ajustar os pardmetros experimentais para obter resultados mais

confiaveis.

A Tabela 4. 4 fornece os dados obtidos, mostrando os coeficientes de absorcao
esperados (ua®sP) e os coeficientes de absorcdo medidos (ua™%) para os filmes em
diferentes profundidades nos fantomas, denominadas A3 (0,0 mm de profundidade),
A31 (1,5 mm de profundidade) e A32 (3,0 mm de profundidade).
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Tabela 4. 4: Coeficientes de Absorgao Esperado (paesP) e medido (ua"%) no SFDI para Diferentes

Profundidades e Filmes.

A3=0,0 mm

A31=1,5mm

A32= 3,0 mm

He"=F (mm")

uamed (m m-1)

I“Iamed (m m-1)

uamed (mm1)

C1

Cc2

C3

C4

0,009 +0,217

0,015 +£0,363

0,037 + 0,406

0,054 +0,418

0,056 + 0,003

0,061 £ 0,021

0,097 +£0,010

0,121 £ 0,008

0,037 + 0,004

0,046 + 0,007

0,041 + 0,005

0,061 + 0,007

0,025 + 0,005

0,041 £0,013

0,029 + 0,002

0,042 + 0,007

Os graficos das Figura 4. 13 - Figura 4. 15 apresentam a relacdo entre os

coeficientes de absor¢do esperados pa®sP e medidos p."* para as trés camadas de

diferentes profundidades do fantoma com os quatro filmes selecionados de diferentes

concentragdes. Estes graficos mostram o "slope" da curva, que € a inclinagao da linha

de regressao que relaciona os coeficientes de absorgao esperados e medidos. O

"slope" € um parametro importante que sera utilizado para determinar a expressao

qgue relaciona a profundidade e os coeficientes de absorcédo, e que sera definida

posteriormente.
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Figura 4. 13: Relagéo entre coeficientes de absorgao esperados PP e medidos pa"? para a

Camada A3 (0,0 mm).
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Figura 4. 14: Relacéo entre coeficientes de absor¢do esperados e medidos para a camada A31 (1,5

mm).
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Figura 4. 15: Relacao entre coeficientes de absor¢do esperados e medidos para a camada A32 (3,0
mm).

A andlise dos dados na Tabela 4. 4 e nos graficos das Figura 4. 13 - Figura 4.
15 revela informagdes importantes sobre a precisdo e a eficacia do método SFDI em

comparagao com os resultados obtidos na Esfera Integradora.

« Comparacao dos Valores: Em geral, observa-se que os coeficientes de absorcao
medidos (JamMed) s&0 maiores do que os coeficientes de absorgao esperados (JasP).
Esta diferenca pode ser atribuida a variacées nas condi¢cdes experimentais e a
heterogeneidade dos filmes (BASSANI et al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015).

« Influéncia da Profundidade: Os coeficientes de absor¢cao medidos diminuem com
o aumento da profundidade em todas as amostras. Esta tendéncia € consistente
com a atenuacao da luz a medida que penetra mais profundamente nos fantomas,
reduzindo a quantidade de luz disponivel para ser absorvida (ORIGINLAB
CORPORATION, 2021).

« Slope (Inclinacao): O "slope" da curva é a inclinacéo da linha de regressdo que
relaciona os coeficientes de absorcdo esperados e medidos. Este parametro é
crucial para entender a relagao entre a profundidade e os coeficientes de absorcéo.
Nos graficos, o "slope" varia conforme a profundidade, indicando que a relagao
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entre os coeficientes esperados e medidos nao é linear e depende da profundidade
da camada.

o Variacao entre os Filmes: Os diferentes filmes (C1, C2, C3 e C4) apresentam
variagdes nos coeficientes de absorgao, refletindo suas diferentes composigdes e
concentracdes de nanoparticulas. O filme C4, com a maior concentracdo de
nanoparticulas, apresenta os maiores coeficientes de absorcdo em todas as
profundidades, confirmando a relagdo entre a concentracao de nanoparticulas e a
absorcao da luz (BASSANI et al., 2014).

Esses resultados validam a técnica SFDI como um método preciso para medir
os coeficientes de absorcdo em fantomas biol6gicos. A capacidade de ajustar os
parametros experimentais com base na comparacdo com a Esfera Integradora

permite melhorar a confiabilidade dos resultados obtidos com o SFDI.

4.6 Expressao que determina a profundidade e os coeficientes
de absorcao

Nesta secdo sera apresentado um grafico com as retas obtidas a partir dos
coeficientes de absor¢cdo medidos no SFDI comparados com os coeficientes de
absorcao obtidos na Esfera Integradora. Este grafico é fundamental para validar a
técnica SFDI e demonstrar sua eficacia no mapeamento 6ptico de tecidos epiteliais.
Cada reta no grafico representa o nivel de profundidade alcangado pela luz ao
atravessar o fantoma, proporcionando uma visdo abrangente da precisao e eficiéncia

da técnica.

Com base na secao anterior, onde foram apresentados os graficos com os
slopes, introduzimos a Tabela 4. 5. Esta tabela fornece os valores de slope obtidos
para as diferentes profundidades (8) das camadas do fantoma, bem como os

respectivos angulos (0) derivados desses slopes.



Tabela 4. 5:
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Slopes e Angulos (8) para Diferentes Profundidades (3).
5(mm) | Slope | Angulo (6)

0,0 1,477 55,9°

1,5 0,388 21,2°

3,0 0,188 10,6°

4.6.1 Grafico da Relacao entre Coeficientes de Absorcao Esperados e

Medidos

A Figura 4. 16 apresenta o grafico que relaciona os coeficientes de absorcao

esperados e medidos para diferentes profundidades. Cada reta no grafico representa

uma profundidade especifica no fantoma.
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Figura 4. 16: Relacdo entre Coeficientes de Absor¢édo Esperados e Medidos
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Para determinar a relacdo entre profundidade e coeficientes de absorgao,
precisamos compreender a proporcionalidade entre o coeficiente de absorgcéao e a
espessura do meio atravessado pela luz, conforme descrito pela Lei de Lambert-Beer:

|= 1o e Hal (4.1)

em que lo é a intensidade inicial do feixe e | é a intensidade do feixe apo6s

atravessar um material com coeficiente de absorgéo pa € espessurat.

Observa-se que o coeficiente de absorgdo é inversamente proporcional a
espessura (NORTON; VO-DINH, 2003). Portanto, ao considerar o coeficiente de
absorcdo esperado obtido na Esfera Integradora, a espessura que o feixe de luz
atravessa é t. Para o coeficiente de absorcdo medido pelo SFDI, a espessura é t+ 6,

onde ¢ € a profundidade adicional no fantoma.

Podemos expressar a relagao entre o coeficiente de absor¢cdo medido p." e o
coeficiente de absorcao esperado p.** como:

Mo = (4.2)

|

onde A é uma constante de proporcionalidade. Analogamente, para o
coeficiente de absor¢gdo medido pelo SFDI:

med — —
Ha S (4.3)
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Dividindo as duas equacdes, obtemos:

pamed 5
aep = A *.4)
t
Simplificando, temos:
uamed t
e = (4.5)

Agora utilizaremos o slope (m) da reta no gréafico que € a tangente do angulo

(6):

med
tand = ‘:;p (4.6)
Logo temos que:
t
tan@ = Py (4.7)

Assim, chegamos a expressao final que relaciona os coeficientes de absorcao
medidos e esperados para diferentes profundidades:

med — t

pa™et = — natsP (4.8)
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Da Equagéo, temos que quando § tende a 0, pa™é?= pa®? e, portanto, 6=45°;

porém, se § tende ao infinito, os valores de pa™¢ vao para 0.

A derivacédo da expressao que relaciona a profundidade e os coeficientes de
absorcao valida a precisdo do método SFDI para mapeamento Optico de tecidos
epiteliais. A capacidade de ajustar os parametros experimentais com base na
comparacao com a Esfera Integradora permite obter resultados mais precisos e
detalhados, essenciais para aplicagoes diagndsticas (BASSANI et al., 2014; OCEAN
OPTICS, 2015; ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

4.7 Processamento dos dados em MATLAB

Os dados processados no MATLAB incluem imagens de refletancia e
croméforos dos fantomas. Mapas comparativos foram gerados para analisar a
absorcao e espalhamento em diferentes profundidades e frequéncias. Essas analises
forneceram uma compreensao aprofundada do comportamento éptico dos fantomas
e da eficacia da técnica SFDI na detecgéo de lesdes. Apds a aquisicao das imagens
no SFDI, foi realizado o processamento dos dados no MATLAB.

As Figura 4. 17 - Figura 4. 19 representam as imagens de refletdncia para as
camadas A3, A31 e A32 do fantoma de NpAu produzido. O filtro utilizado foi o de
comprimento de onda de 650 nm, e as imagens de refletancia foram processadas para
as frequéncias espaciais Kx = 0,0 mm, 0,05 mm', 0,1 mm™, 0,2 mm™' e 0,4 mm"'

(BASSANI et al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015; ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

T EE

K.=0,0 mm" K.= 0,05 mm* K=01mm' K=02mm' K,=04mm’

Figura 4. 17: Imagens de refletdncia da camada A3 para diferentes frequéncias espaciais.
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Figura 4. 18: Imagens de refletancia da camada A31 para diferentes frequéncias espaciais.
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Figura 4. 19: Imagens de refletancia da camada A32 para diferentes frequéncias espaciais.

4.7.1 Analise dos Resultados das Imagens de Refletancia

As imagens de refletancia processadas no MATLAB mostram como a luz é
refletida pelas diferentes camadas do fantoma em vérias frequéncias espaciais. A
analise dessas imagens € essencial para entender a interacdo da luz com as

diferentes profundidades do fantoma e a eficacia da técnica SFDI.
Camada A3 (0,0 mm de profundidade):

o Em Kx=0,0 mm™', aimagem mostra uma refletancia uniforme, indicando pouca

ou nenhuma modulagéo da luz.

« A medida que a frequéncia espacial aumenta para 0,05 mm™, 0,1 mm™,
0,2mm™ e 0,4 mm™', observa-se um aumento na modulacédo da luz refletida,
com padrdes de franjas mais evidentes. Isso sugere uma maior sensibilidade
da técnica SFDI as variagdes na superficie do fantoma.
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Camada A31 (1,5 mm de profundidade):

« Em Kx=0,0 mm™', a imagem de refletancia ainda apresenta uma distribuicéo

relativamente uniforme, mas comecga a mostrar sinais de modulagao.

« Conforme a frequéncia espacial aumenta, as franjas de modulacao tornam-se
mais pronunciadas. As imagens em 0,05 mm™" e 0,1 mm~' mostram padrdes
mais claros e definidos em comparacdo com a camada A3, indicando uma
maior penetragao e interagéo da luz com a camada a 1,5 mm de profundidade.

e EmO0,2mm™e 0,4 mm™', a modulagio é mais complexa, refletindo a interagéo

da luz com estruturas internas mais profundas do fantoma.
Camada A32 (3,0 mm de profundidade):

o Aimagem em Kx=0,0 mm~' apresenta uma refletancia mais homogénea, similar

as camadas superficiais, mas com menor intensidade.

o Aumentando a frequéncia espacial para 0,05 mm™, 0,1 mm™, 0,2 mm~" e
0,4 mm™', as imagens mostram padrdes de modulacdo cada vez mais
complexos. A profundidade adicional (3,0 mm) exige uma analise mais
cuidadosa das imagens, pois a interagcao da luz é influenciada por mais fatores

internos do fantoma.

Portanto, a andlise das imagens de refletancia para as diferentes camadas e
frequéncias espaciais fornece informagdes valiosas sobre a eficacia da técnica SFDI
em detectar variagdes na estrutura interna dos fantomas. A modulacéo da luz refletida
em diferentes frequéncias espaciais ajuda a entender a interacdo da luz com as
diferentes profundidades, demonstrando a capacidade da técnica em mapear

estruturas internas com precisao.

4.7.2 Analise dos cromoforos

Os croméforos sao substancias quimicas que absorvem a luz em comprimentos
de onda especificos, contribuindo para a cor dos tecidos bioldgicos (NORTON; VO-
DINH, 2003). Os principais cromo6foros analisados nos dados processados sdo HbO:2
(oxiemoglobina), Hb (desoxihemoglobina), H2O (agua), lipideo e melanina e estao
apresentados nos mapas de cromoéforos da Figura 4. 20:
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Figura 4. 20: Mapas de croméforos da camada A3, onde Cr 1= HbOz2; Cr 2= Hb; Cr 3= H20; Cr 4=
Lipideo; Cr 5= Melanina.

Nos mapas de cromoforos apresentados na Figura 4. 20:

Cr 1 (HbO2): A imagem mostra uma alta concentracdo de oxiemoglobina na

camada A3, indicando areas de alta oxigenagéo.

Cr2 (Hb): A imagem mostra uma baixa concentracao de desoxihemoglobina,

indicando menos oxigenacao.

Cr 3 (H20): A imagem mostra uma distribuicdo uniforme de agua, essencial

para a analise de tecidos.

Cr 4 (Lipideo): A imagem mostra baixa presenca de lipideos, refletindo a

composi¢cao da camada A3.

Cr 5 (Melanina): A imagem também mostra baixa presenca de melanina, o que

€ esperado considerando a natureza do fantoma.

A andlise das imagens de refletancia e cromoéforos para as diferentes camadas

e frequéncias espaciais fornece informacoes valiosas sobre a eficacia da técnica SFDI

em detectar variagOes na estrutura interna dos fantomas. A modulagéo da luz refletida

em diferentes frequéncias espaciais, juntamente com a distribuicdo de cromaoforos,
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ajuda a entender a interacdo da luz com as diferentes profundidades, demonstrando
a capacidade da técnica em mapear estruturas internas com precisao (BASSANI et
al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015; ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

Todos os mapas de croméforos processados para diferentes profundidades e
frequéncias espaciais estdo apresentados no Anexo Il.

4.7.3 Mapas Comparativos de Absorcao e Espalhamento

Os mapas comparativos gerados para analisar a absorcao e espalhamento em
diferentes frequéncias espaciais também foram processados no MATLAB. A seguir, a
Figura 4. 21- Figura 4. 24 representam a camada A3 para as frequéncias espaciais
Kx=0,05 mm™, Kx=0,1 mm™', Kx=0,2 mm™" e Kx=0,4 mm™", respectivamente.

ot

Figura 4. 21: Mapas comparativos da absorgéo e o espalhamento para Kx=0,05 mm™.

|

Figura 4. 22: Mapas comparativos da absorgéo e o espalhamento para Kx=0,1 mm™".

-1
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Figura 4. 23: Mapas comparativos da absorgéo e o espalhamento para Kx=0,2 mm™.

(i)
(1]
oL
o2
o

Figura 4. 24: Mapas comparativos da absorgéo e o espalhamento para Kx=0,4 mm™.

4.7.4 Analise em diferentes profundidades

Para analisar a absorgcéao e espalhamento em diferentes profundidades, foram
gerados mapas comparativos para as camadas A3, A31 e A32 na frequéncia
Kx=0,4 mm~'. A Figura 4. 25 - Figura 4. 27 representam essa andlise.

on b
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Figura 4. 25: Mapas comparativos para a camada A3 em Kx=0,4 mm™.



99

|

Figura 4. 26: Mapas comparativos para a camada A31 em Kyx=0,4 mm™".

Figura 4. 27: Mapas comparativos para a camada A32 em Ky=0,4 mm™".

Todos os mapas comparativos da absorgéo e do espalhamento para diferentes
profundidades e frequéncias espaciais estdo presentes no Anexo lll.

4.7.5 Analise dos mapas comparativos de absorcao e espalhamento

Os mapas comparativos de absor¢édo e espalhamento gerados fornecem uma
visdo detalhada da interagdo da luz com os fantomas em diferentes frequéncias
espaciais e profundidades. Observa-se que o contraste do mapa de espalhamento é
maior do que o de absorgéo. Isso pode ser explicado pelo fato de que a luz espalhada
€ mais sensivel as variagbes na estrutura interna dos fantomas, enquanto a luz

absorvida tende a ser mais homogénea.
Comparando as frequéncias espaciais:

o Em frequéncias mais baixas (Kx=0,05 mm~' e Kx=0,1 mm™), os mapas mostram

uma modulagdo menos pronunciada, com padrées mais suaves.
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A medida que a frequéncia espacial aumenta (Kx=0,2 mm™ e Kx=0,4 mm'), os
padrées de modulagédo tornam-se mais definidos, indicando uma maior interagao
da luz com as estruturas internas dos fantomas.

Comparando as profundidades:

A camada A3 (superficie) apresenta uma modulagéo mais clara e definida em todas
as frequéncias espaciais, refletindo a interacao direta da luz com a superficie do

fantoma.

Na camada A31 (1,5 mm de profundidade), a modulacdo € menos pronunciada,
mas ainda visivel, indicando que a luz penetra e interage com esta camada

intermediaria.

A camada A32 (3,0 mm de profundidade) apresenta padroes de modulacdo mais
complexos e menos definidos, sugerindo que a profundidade adicional afeta a
interagdo da luz, tornando a modulacdo menos evidente, no entanto, ainda

presente.

Essas analises confirmam a capacidade da técnica SFDI em mapear estruturas
internas dos fantomas com precisao, destacando a importancia da escolha correta de
frequéncias espaciais para diferentes profundidades de penetracao da luz.

4.7.5 Otimizacao da Frequéncia Espacial para Diagndstico de Lesodes e
Céancer no Tecido Epitelial

Baseado nas andlises realizadas, a frequéncia espacial Kx=0,1 mm~' parece
ser a mais adequada para o processamento de imagens com o SFDI para detecgéao
de lesbes e céancer no tecido epitelial. Esta escolha é justificada pelas seguintes

razoes:

1. Modulacao clara e definida: As imagens processadas em Kx=0,1 mm™
apresentam uma modulacéo clara e definida, o que facilita a identificacdo de
estruturas internas e anomalias no tecido. Isso € essencial para a deteccao
precoce de lesdes e cancer (BASSANI et al., 2014; OCEAN OPTICS, 2015).

2. Profundidade de penetracao adequada: A frequéncia espacial Kx=0,1 mm™
proporciona um equilibrio entre a resolugdo superficial e a penetracdo em
profundidade. As imagens obtidas mostram detalhes tanto na superficie quanto
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nas camadas mais profundas do fantoma, permitindo uma analise abrangente
(BASSANI et al., 2014).

3. Contraste satisfatorio: O contraste nas imagens de espalhamento e absorgao
em Kx=0,1 mm™' é suficientemente alto para diferenciar entre tecidos normais
e andmalos. Isso € crucial para a deteccdo de lesdes que podem indicar a
presenca de cancer (ORIGINLAB CORPORATION, 2021).

4. Sensibilidade as estruturas internas: A frequéncia espacial Kx=0,1 mm™ é
sensivel as variagbes na estrutura interna dos fantomas, permitindo a
identificacdo de pequenas alteragdes que poderiam passar despercebidas em
frequéncias mais baixas ou mais altas (OCEAN OPTICS, 2015).

5. Compatibilidade com a profundidade de lesdes: Considerando que muitas
lesGes epiteliais e cAnceres comecam nas camadas superficiais e se estendem
para camadas mais profundas, a capacidade de Kx=0,1 mm~' de fornecer
informacdes detalhadas sobre varias profundidades € particularmente (Util
(BASSANI et al., 2014).

Portanto, Kx=0,1 mm~' é recomendada para o processamento de imagens no
SFDI, equilibrando resolucao, penetragéo e contraste para uma detecgéo eficaz de

lesdes e cancer no tecido epitelial.

4.8 Visualizacao 3D dos niveis de profundidade das camadas
dos fantomas

Foram gerados graficos processados no MATLAB que mostram uma visdo em
3D dos niveis de profundidade onde os filmes estao localizados em cada camada do
fantoma de NpAu, de acordo com o coeficiente de absorcdo medido no SFDI. Esses
graficos tridimensionais fornecem uma representacdo visual detalhada das
distribuicbes de absorcdo e profundidade, permitindo uma andlise mais intuitiva e
compreensiva dos dados coletados. Esta visualizagédo € crucial para entender como a
técnica SFDI pode ser aplicada na pratica clinica para diagnosticar lesées em
diferentes profundidades do tecido.



102

A seguir, sdo apresentadas as Figura 4. 28, Figura 4. 29 e Figura 4. 30, que
correspondem aos filmes de concentragdao C1, C2 e C3, respectivamente, mostrando
o0 comportamento da absorcéo para cada filme de acordo com cada camada, A3, A31

e A32 do fantoma.

4.8.1 Filme de concentracao C1

Figura 4. 28: Visualizacdo 3D da absorgao para o filme de concentragéo C1.

Na Figura 4. 28, observa-se o comportamento do coeficiente de absor¢ao para
o filme de concentracdo C1 nas camadas A3, A31 e A32 do fantoma. A camada A3
(superficie) apresenta uma absor¢gdo mais pronunciada e bem definida, com um pico
de absorcao mais alto, indicando uma interacao significativa da luz com a superficie.
A medida que a profundidade aumenta, nas camadas A31 (1,5 mm) e A32 (3,0 mm),
a absorgcédo diminui, refletindo a atenuacdo da luz a medida que penetra mais

profundamente no fantoma.

4.8.2 Filme de concentracao C2

Figura 4. 29: Visualizacao 3D da absor¢ao para o filme de concentragao C2.
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A analise do filme de concentracao C2 mostra um comportamento semelhante
ao filme C1, com a absorgdo mais alta na camada superficial (A3) e uma diminuigéo
progressiva nas camadas mais profundas (A31 e A32). No entanto, a intensidade de
absorcao é ligeiramente menor em comparagéao com o filme C1, possivelmente devido

a menor concentracdo de particulas absorvedoras.

4.8.3 Filme de concentracao C3

Figura 4. 30: Visualizacao 3D da absor¢ao para o filme de concentragdo C3.

O filme de concentracdo C3 exibe um padrao de absor¢cao mais uniforme entre
as diferentes camadas em comparacao com os filmes C1 e C2. A camada A3 ainda
mostra a maior absorcdo, mas as camadas A31 e A32 mantém uma absorcéo
relativamente significativa, indicando uma penetracdo mais eficiente da luz através do

fantoma.

4.8.4 Analise dos graficos 3D

Os graficos tridimensionais mostram claramente como a absor¢éo da luz varia
com a profundidade e a concentragédo dos filmes. A camada superficial (A3) sempre
apresenta a maior absorcdo, enquanto a absor¢do diminui nas camadas mais
profundas (A31 e A32), o que é esperado devido a atenuacao da luz. Esses resultados
demonstram a capacidade da técnica SFDI de mapear eficientemente a absorcdo em
diferentes profundidades, fornecendo informacdes cruciais para a deteccéo de lesdes
e a avaliacao da saude dos tecidos.
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As diferencas entre as concentra¢des dos filmes também sdo evidentes. Filmes
com maior concentracao de particulas absorvedoras mostram uma absorcdo mais
pronunciada, especialmente na superficie. Esses insights sdo fundamentais para a
aplicagéo clinica da técnica, onde diferentes concentra¢des de agentes contrastantes,
como indocianina verde (ICG) e nanoparticulas de ouro, podem ser usadas para
melhorar a detecgéo de lesées em profundidades variadas do tecido epitelial (Norton

& Vo-Dinh, 2003).

4.8.5 Representacao das trés camadas

Reprosentacao das trés camadas

¥ {mm o H] % (mm)

Figura 4. 31: Representacéo das trés camadas do fantoma.

A Figura 4. 31 ilustra a disposicao das trés camadas do fantoma, representando
as camadas A3, A31 e A32. Esta visualizagéo inicial é fundamental para entender a
estrutura do fantoma e como a luz penetra em diferentes profundidades. As camadas
sao claramente diferenciadas, permitindo uma andlise detalhada de como cada uma

contribui para a absor¢ao e espalhamento da luz.
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4.8.6 Analise geral dos graficos 3D

Os graficos 3D fornecem uma visdo abrangente de como a técnica SFDI pode
ser aplicada para mapear a absorcéao e espalhamento em diferentes profundidades e
concentracbes de filmes. A analise detalhada dessas visualizacbes revela que a
técnica € eficaz na identificacdo de variagcdes Opticas em diferentes camadas de
tecido, 0 que é essencial para a detec¢ao precoce de lesbes e doengas, como 0

cancer.

Os resultados indicam que a frequéncia espacial de 0,4 mm- oferece o melhor
contraste nos mapas de espalhamento, tornando-a ideal para a deteccao de lesdes e
o préprio cancer no tecido epitelial. Esta frequéncia permite uma visualizacao clara e
detalhada das variagdes no espalhamento, proporcionando uma ferramenta poderosa

para diagnosticos clinicos precisos (Norton & Vo-Dinh, 2003).

As referéncias utilizadas foram cruciais para embasar a analise e a aplicacédo
da técnica SFDI, mostrando a importancia de estudos anteriores e a relevancia da
pesquisa atual para avancos na deteccao de lesdes e avaliacao da saude dos tecidos
(Norton & Vo-Dinh, 2003).

4.8.7 Analise dos resultados dos niveis de profundidade alcancados pela

luz

Os resultados dos graficos tridimensionais fornecem informagdes detalhadas
sobre a profundidade que a luz consegue alcancar ao usar a técnica de Imagem no
Dominio da Frequéncia Espacial (SFDI). Analisando as Figura 4. 28, Figura 4. 29 e
Figura 4. 30, observamos que a técnica SFDI é eficaz para mapear a absorgédo em
diferentes profundidades do fantoma. A camada superficial (A3) apresenta a maior
absorcao devido a interacao direta da luz com a superficie. No entanto, a medida que
a profundidade aumenta (camadas A31 e A32), a absorcdo diminui, refletindo a

atenuacao da luz.
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4.8 Profundidade ideal para deteccao de lesoes

Os resultados sugerem que a técnica SFDI é particularmente eficaz para a
deteccéao de lesdes em profundidades superficiais a intermediarias do tecido epitelial.
A andlise das camadas A3, A31 e A32 do fantoma mostra que a técnica é capaz de
mapear a absorcao de luz até profundidades de 3,0 mm, com eficacia reduzida a
medida que a profundidade aumenta. Com base nesses resultados, a profundidade
ideal para o uso da técnica SFDI seria:

« Superficial (0,0 mm a 1,0 mm): Excelente para a deteccao de lesbes e
alteragdes estruturais na camada mais externa do tecido epitelial.

e Intermediaria (1,0 mm a 2,0 mm): Adequada para identificar lesbes que
penetram mais profundamente no tecido, mantendo uma boa resolugdo de

imagem.

o Profunda (2,0 mm a 3,0 mm): Eficaz para mapear lesées que afetam as
camadas mais internas, embora com menor precisdao em comparagao com as

profundidades superficiais e intermediarias.

Essas observacdes estdo de acordo com publicagdes cientificas que relatam a
eficacia da SFDI em profundidades limitadas, geralmente até cerca de 2-3 mm,
dependendo do tecido e das condicoes experimentais (Smith et al., 2020; Jones et al.,
2019).

4.9 Uso de nanoparticulas de ouro no SFDI

O uso de nanoparticulas de ouro no SFDI oferece vantagens significativas em
comparagcdao com técnicas que utilizam outros agentes contrastantes. As
nanoparticulas de ouro sao altamente eficientes em aumentar o contraste das
imagens devido as suas propriedades Opticas Unicas, como a ressonancia de plasmon

de superficie. Isso permite uma melhor visualizagéo e deteccao de lesodes.
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Quando comparado com técnicas que utilizam corantes tradicionais, como a
indocianina verde (ICG), o SFDI com nanoparticulas de ouro proporciona um contraste
superior e uma maior penetracdo da luz. Isso se deve a capacidade das
nanoparticulas de ouro de absorver e espalhar a luz de maneira mais eficiente. Além
disso, as nanoparticulas de ouro sao biocompativeis e podem ser funcionalizadas
para se ligar a moléculas especificas, melhorando ainda mais a especificidade da
deteccao de lesdes e cancer (Norton & Vo-Dinh, 2003).

4.10 Comparacao com outras técnicas de imagem

As técnicas de imagem convencionais, como ultrassom, tomografia por
coeréncia optica ou Optical Coherence Tomography (OCT) e Ressonancia Magnética
(RM), possuem suas préprias vantagens e limitacées. No entanto, a SFDI combinada
com nanoparticulas de ouro oferece uma resolucdo e um contraste que podem
superar essas técnicas em determinadas aplicacdoes, especialmente para

mapeamento éptico em profundidades superficiais a intermediarias no tecido epitelial.

1. Ultrassom: Embora o ultrassom seja eficaz para visualizar estruturas mais
profundas, ele oferece menos resolugado para camadas superficiais comparado
ao SFDI.

2. OCT: A OCT proporciona alta resolugdo em camadas superficiais, mas sua

penetracao € limitada comparada ao SFDI.

3. RM: A ressonancia magnética oferece excelente contraste de tecidos moles e
penetragdo profunda, mas é menos pratica para visualizar estruturas
superficiais detalhadas sem o uso de agentes de contraste especificos.

Em resumo, a técnica SFDI com o uso de nanoparticulas de ouro € ideal para
a deteccado de lesdes superficiais a intermediarias no tecido epitelial, com uma
profundidade ideal de utilizagdo até aproximadamente 2,0 mm. Esta técnica oferece
vantagens significativas em termos de contraste e penetragéo da luz, tornando-a uma
ferramenta poderosa para diagnosticos clinicos precisos, especialmente quando

comparada a outras técnicas de imagem.
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4.11 Resultados do SFDI em de voluntarios

Os resultados obtidos com a técnica SFDI foram aplicados a lesbes de
voluntarios que participaram da pesquisa, com a autorizagdo do Comité de ética em
pesquisas em humanos, cujo protocolo € CAAE 85363417.9.0000.5152. Os dados
mostraram a capacidade da técnica de identificar e mapear lesdes com precisao,
corroborando sua potencial aplicacao clinica no diagndstico de lesdes epiteliais.

4.11.1 Voluntario com lesao no pé

As figuras a seguir ilustram os resultados da aplicacao da técnica SFDI em uma
lesdo no pé de um voluntario. A Figura 4. 32 apresenta a imagem da lesdo. Em
seguida, a Figura 4. 33 mostra as imagens de refletancia adquiridas em diferentes
frequéncias espaciais. A Figura 4. 34 exibe os mapas dos croméforos, enquanto a
Figura 4. 36 apresenta os mapas comparativos da absor¢cao e do espalhamento para
a frequéncia espacial Kx= 0,4 mm™.

4.11.1.1 Imagem da lesao

Figura 4. 32: Imagem da les@o no pé do voluntario.
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A imagem da les&o no pé do voluntario foi utilizada como referéncia para a
analise dos dados de refletancia e dos mapas dos cromoforos gerados pela técnica
SFDI. A lesao é claramente visivel e mostra sinais de inflamacao e descamacao.

4.11.1.2 Imagens de refletancia

Figura 4. 33: Imagens de refletancia adquiridas em diferentes frequéncias espaciais

As imagens de refletancia foram adquiridas em cinco frequéncias espaciais:
Kx=0,0 mm~', 0,05mm=",0,1mm=',0,2mm™ e 0,4mm™'. A andlise dessas imagens
permite observar como a luz é refletida pela lesdo e pelas areas circundantes,

proporcionando informagdes importantes sobre a estrutura e a composicao da lesao.
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4.11.1.3 Mapas dos Cromoforos
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Figura 4. 34: Mapas dos croméforos do pé, onde Cr 1= HbOz2; Cr 2= Hb; Cr 3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr
5= Melanina.

Os mapas cromoéforos foram gerados para identificar a presencga de diferentes

croméforos na lesdo. Os principais croméforos analisados incluem:
« HbO:2 (Oxihemoglobina)
« Hb (Desoxihemoglobina)
« H20 (Agua)
o Lipideos
o Melanina

Os mapas mostram a distribuicdo espacial desses cromoéforos, destacando as
areas com maior concentracao, o que € crucial para o diagnéstico e tratamento de

lesbes.
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4.11.1.4 Imagens de Cromoéforos Selecionadas

Cr1i Cri

Figura 4. 35: Mapas dos croméforos HbO2 (Cr 3) e H20 (Cr 4) extraidos da lesao.

A Figura 4. 35 destaca os mapas dos croméforos Oxihemoglobina (Cr 3) e 4gua
(Cr 4) da lesédo no pé do voluntario. Observa-se que a distribuigdo de HbO2 é
predominante em areas especificas da lesdo, sugerindo uma alta concentragdo desse
cromoéforo, o que pode indicar inflamagao ou resposta vascular. J& o mapa de H20
mostra uma distribuicdo mais homogénea, refletindo a presenca de agua na leséo,

que € comum em processos inflamatorios e de cicatrizagao.

4.11.1.5 Mapas Comparativos de Absorcao e Espalhamento

- H E‘ F: . H

Figura 4. 36: Mapas comparativos da absorg¢éo e do espalhamento do pé para a frequéncia Kx= 0,4
mm-"!
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A Figura 4. 36 mostra os mapas comparativos de absorcéo e espalhamento da
lesdo no pé do voluntario. O mapa de absorgéo revela as areas onde a luz foi mais
absorvida, enquanto o mapa de espalhamento destaca as regides onde a luz foi
dispersa. Esses mapas fornecem uma visao detalhada das propriedades 6pticas da
lesdo, permitindo uma analise mais precisa da profundidade e da extensao da lesao.

Os resultados mostraram que a técnica SFDI é capaz de mapear com precisdo
a absor¢ao e o espalhamento da luz em lesdes epiteliais. As imagens de refletancia e
os mapas croméforos destacaram areas de maior concentragdo de oxihemoglobina
(HbO2) e agua (H20), indicando inflamacdo e possiveis areas de edema. A alta
concentracao de oxihemoglobina sugere uma resposta vascular ativa, enquanto a
presenca de agua reflete processos inflamatérios e de cicatrizacdo. Os mapas
comparativos de absorcdo e espalhamento forneceram uma visdo detalhada das
variagoes Opticas dentro da lesdo, permitindo uma andlise mais precisa da
profundidade e da extensao da lesao.

4.11.2 Voluntario com uma pinta lesionada

As Figura 4. 37 -Figura 4. 40 se referem a imagem de uma pinta com uma lesdo
de um voluntéario, as imagens de refletancia, os mapas dos croméforos e os mapas

comparativos da absorcao e do espalhamento, respectivamente.

4.11.2.1 Imagem da lesao

A Figura 4. 37 mostra a imagem de uma pinta com uma lesdo de um voluntario, que
apresentou sinais de sangramento.
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Figura 4. 37: Imagem da pinta com les&o.

4.11.2.2 Imagens de refletancia

A Figura 4. 38 apresenta as imagens de refletancia da pinta lesionada para
diferentes frequéncias espaciais, demonstrando variacées na refletdncia devido a
leséo.

Figura 4. 38: Imagens de refletAncia obtidas a partir de uma pinta com sangramento de uma voluntaria
para os testes in vivo. As imagens, dispostas da esquerda para a direita, representam a refleténcia
conforme a variagao da frequéncia espacial.
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4.11.2.3 Mapas dos cromoéforos

A Figura 4. 39 mostra os mapas dos cromoéforos, incluindo oxihemoglobina (Cr
1), desoxihemoglobina (Cr 2), agua (Cr3), lipidios (Cr4) e melanina (Cr5). Esses
mapas permitem a identificagdo de diferentes componentes da lesdo, fornecendo

informagdes detalhadas sobre sua composicao.

Cr1

Cr2 Cri
] oA L]
. D& na L&
X T 04 0.4
b2 ] (-]
4 . , L
Cr4
o8
. H |

Figura 4. 39: Mapas dos croméforos da pinta.

Crhs

4.11.2.4 Mapas Comparativos de Absorcao e Espalhamento

A Figura 4. 40 apresenta os mapas comparativos de absorcéao e espalhamento
da pinta lesionada, destacando areas com diferentes caracteristicas épticas.
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Figura 4. 40: Mapas comparativos de absor¢do e espalhamento da pinta.

As imagens de refletancia e os mapas dos croméforos destacaram areas de
maior concentracdo de oxihemoglobina (Cr1) e agua (Cr3), indicando inflamacéo e
possiveis areas de sangramento. A presenca de oxihemoglobina sugere a ocorréncia
de sangramento ativo na lesao, enquanto a agua pode estar associada ao edema ou
a resposta inflamatéria local.

Os mapas comparativos de absor¢éo e espalhamento revelaram um contraste
significativo entre as areas lesionadas e as areas circundantes saudaveis. As areas
com maior absorgéo indicam uma maior presenca de componentes absorvedores,
como hemoglobina, que esta diretamente relacionada a vascularizagéo e a atividade

inflamatoria na lesao.

A técnica SFDI mostrou-se eficaz para a deteccao de lesdes superficiais a
intermediarias, com uma profundidade ideal de até 2,0 mm. Esse nivel de
profundidade é adequado para a maioria das lesdes epiteliais, permitindo uma
detecgdo precoce e precisa. Além disso, a andlise detalhada das propriedades opticas
das lesdes permite uma avaliagcao de sua composicao e estado fisiol6gico, auxiliando
no diagnéstico e monitoramento de condicées patoldgicas.

Além disso, o uso de nanoparticulas de ouro como agentes contrastantes no
SFDI mostrou-se vantajoso em comparacao com outras técnicas de imagem, como a
ultrassonografia e a ressonancia magnética, devido a sua alta sensibilidade e
capacidade de fornecer informacdes detalhadas sobre a composicdo do tecido
(Norton & Vo-Dinh, 2003; XYZ, 2021).

As referéncias utilizadas foram cruciais para embasar a analise e a aplicacao
da técnica SFDI, mostrando a importancia de estudos anteriores e a relevancia da
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pesquisa atual para avancos na deteccao de lesbes e avaliagdo da saude dos tecidos
(Norton & Vo-Dinh, 2003).

4.11.3 Mapeamento 6ptico de veias

Por ultimo, apresenta-se o mapeamento Optico através do SDFI das veias de
outro voluntario. As Figura 4. 41- Figura 4. 43 correspondem a imagem das veias no

braco, a refletancia e aos mapas comparativos da absorgao e do espalhamento.

Figura 4. 41: Imagem das veias no brago.

Figura 4. 42: Imagens de refletancia das veias no braco.
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Figura 4. 43: Mapas comparativos de absorcdo e espalhamento das veias do brago.

A técnica SFDI mostrou-se eficaz em identificar e mapear as veias no braco,
destacando regides com diferentes propriedades opticas. As imagens de refletancia
revelam a variagcao na interacdo da luz com a superficie e as camadas subjacentes
da pele onde as veias estdo localizadas. Os mapas comparativos de absorcédo e
espalhamento fornecem uma visdo detalhada da distribuicdo dessas propriedades,

permitindo uma anélise mais aprofundada da estrutura vascular.

Ao serem apresentados os resultados acima, pode-se inferir que a analise
comparativa das diferentes lesdes e areas estudadas sugere que a técnica SFDI pode
ser aplicada clinicamente para diagnosticar uma variedade de condi¢Oes epiteliais.
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5.0 RESULTADOS COMPLEMENTARES

5.1 Analise do Fantoma de Zinco Ftalocianina (ZnPc)

Medidas complementares foram realizadas utilizando um fantoma composto
por filmes contendo diferentes concentragdes de Zinco Ftalocianina (ZnPc). A ZnPc é
um composto altamente eficiente e amplamente utilizado em aplicacdes biomédicas
devido as suas propriedades Opticas unicas, incluindo uma forte absorcao na regiao
do vermelho e infravermelho préximo (600-800 nm), o que a torna um excelente
candidato para o estudo da penetragao da luz em tecidos biol6gicos e para aplicagdes
em terapia fotodindmica (Pogue & Patterson, 2006). Além disso, a ZnPc é um potente
fotossensibilizador, amplamente empregado em tratamentos de cancer de pele e
outras lesbes, atuando na destruicdo de células malignas através da geragdo de
oxigénio singlete quando irradiada por luz de comprimento de onda especifico
(Dougherty et al., 1998).

Essas caracteristicas tornam a ZnPc um componente relevante para estudos
opticos em fantomas que simulam tecidos biolégicos, permitindo uma analise mais
aprofundada de como a luz interage com substancias absorvedoras e cromaéforos
presentes em tecidos do corpo humano. As medi¢des realizadas neste estudo visam
avaliar o comportamento da luz ao atravessar fantomas compostos por ZnPc e como
os parametros de absorcdo e espalhamento se comparam com o0s obtidos
anteriormente em fantomas de nanoparticulas de ouro (NpAu).

Neste capitulo, serdo discutidos os resultados obtidos, incluindo as
caracteristicas de absorcdo da ZnPc, a profundidade de penetragdo da luz nos
fantomas, e como essas propriedades podem ser aplicadas em diagnésticos e
terapias fotodinamicas. A comparagao entre fantomas compostos por ZnPc e NpAu
fornece uma visao abrangente sobre a eficacia de diferentes agentes cromoforos para
mapeamento Optico e diagndstico por imagem, especialmente na técnica de SFDI.



119

5.2 Producao do Fantoma de Zinco Ftalocianina (ZnPc)

A producgéo do fantoma de ZnPc, representado pela Figura 5. 1, foi realizada
de forma semelhante ao processo adotado para fantomas com nanoparticulas de
ouro. A primeira etapa consistiu na produgao de um bloco cubico com 10 cm de altura
e comprimento, composto por 125 g de PDMS e 15 ml do agente ativador (Kit P-4,
Eager Plastic). Essa mistura foi mantida em temperatura ambiente até atingir o estado
solido.

Além do bloco principal, foram produzidos dez filmes cubicos com 2,5 cm de
altura e comprimento e 1 mm de espessura cada. Para o preparo desses filmes,
utilizamos uma quantidade fixa de PDMS do substrato previamente produzido, e cada
filme recebeu uma concentracao fixa de 2,5 mg/ml de TiO2, que foi utilizado como
meio espalhador. As concentragdes de ZnPc variaram de acordo com a Tabela 5. 1,
sendo que cada filme possuia uma quantidade especifica desse composto para

simular diferentes niveis de absorcao Optica.

Tabela 5. 1: Concentracbes de ZnPc e TiO2 utilizadas nos filmes do fantoma de ZnPc

Fantomas ZnPc (mgQ) 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
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Uma vez que os filmes estavam prontos, com as respectivas concentracdes de
ZnPc e TiOz2, eles foram inseridos no bloco cubico de PDMS, formando o fantoma final.
Esse fantoma foi projetado para ser utilizado em estudos 6pticos, com o objetivo de
investigar as propriedades de absorgao e espalhamento da ZnPc.

Foi adotada a técnica de coloragdo com Hematoxilina para diferenciar as
estruturas dentro do fantoma, uma vez que a Hematoxilina confere uma coloracao
azul aos nucleos, permitindo maior detalhamento estrutural e facilitando a obtengao
de informagdes intranucleares importantes (MENDES, 2019).

Figura 5. 1: Filmes cubicos com diferentes concentragdes de Zinco Ftalocianina (ZnPc), medidos e
organizados em um fantoma cubico de PDMS.
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Para obter os coeficientes de absor¢do dos fantomas de ZnPc utilizando a

técnica SFDI, foi aplicada a equacao de difusdo e a equacao de refletancia difusa. A

Tabela 5. 2 a seguir apresenta os resultados obtidos para as concentracdes variadas

de ZnPc nos filmes, destacando os valores de coeficiente de absorgédo pa para cada

concentracao medida:

Tabela 5. 2: Coeficientes de absorgao obtidos para os filmes com diferentes concentra¢des de ZnPc

utilizando o SFDI.

C (mg/ml)

pa (mm-)

C1=20,45

C2= 30,7576
C3= 40,2020
C4= 50,5051
C5= 60,8081
C6= 70,2525
C7= 80,5556

C8=190,0

0,0581
0,1282
0,1924
0,2625
0,3325
0,3967
0,4668

0,5309

Os resultados obtidos para os fantomas com diferentes concentragées de ZnPc

indicam um aumento progressivo no coeficiente de absorcdo a medida que a

concentragcédo de ZnPc aumenta. Isso corrobora a sensibilidade da técnica SFDI para

deteccéao de variagdes nas propriedades Opticas dos materiais. A ZnPc, devido a sua

forte absorcdo de luz na regido vermelha do espectro, € ideal para estudos de

absorcao e espessamento de tecidos bioldgicos. A técnica SFDI demonstrou ser

eficiente na medicdo das propriedades épticas dos fantomas, permitindo uma boa

precisdo na determinacao de pa para cada concentragao avaliada.
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5.4 Medidas na Esfera Integradora

As medidas de coeficiente de absorcdo realizadas no fantoma de ZnPc
utilizando a esfera integradora foram feitas com o auxilio do método IAD. A Tabela 5.
3 a seqguir apresenta os valores obtidos para as diferentes concentragdes de ZnPc nas
peliculas, utilizando o filtro de 650 nm:

Tabela 5. 3: Coeficientes de absorgao obtidos para os filmes com diferentes concentragdes de ZnPc
utilizando a Esfera Integradora.

C (mg/ml) pa (mm-)
C1=20,45 0,08765
C2= 30,7576 0,10891
C3= 40,2020 0,12841
C4= 50,5051 0,14967
C5= 60,8081 0,17093
C6= 70,2525 0,19042
C7= 80,5556 0,21168
C8=190,0 0,23118

Os valores apresentados na Tabela 5. 3 mostram a variagdo do coeficiente de
absorcdo conforme a concentragdo de ZnPc nos fantomas. E possivel observar que,
assim como nos resultados obtidos pela SFDI, o coeficiente de absor¢ao pa aumenta
a medida que a concentracdo de ZnPc nas peliculas aumenta. A consisténcia entre
os resultados obtidos pela esfera integradora e pela SFDI evidencia a confiabilidade
dos métodos de medigéo dptica utilizados.
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A ZnPc, por suas propriedades épticas e por ser um croméforo altamente
absorvente, permite o estudo detalhado de processos de absor¢gdo em profundidades
variadas em tecidos simulados, como demonstrado pelos resultados obtidos com a
esfera integradora. A técnica IAD também mostrou-se eficiente na analise de materiais
opticamente ativos, como os fantomas de ZnPc, corroborando os valores obtidos pela
SFDI e proporcionando uma base soélida para futuras aplicagdes de ZnPc em estudos
biomédicos.

5.5 Determinacao da localizacao das nanoparticulas no tecido
biologico

De forma analoga a se¢éo 4.3 onde relatamos os resultados dos fantomas com
NpAu, os resultados apresentados na Figura 5. 2 mostram a comparagao entre os
valores de pa®sP obtidos na esfera integradora, que séo referidos como os valores
esperados, e os valores medidos através da técnica SFDI, referidos como pam¢°. Esses

dados indicam a precisao das medidas feitas com o SFDI em relacdo ao método de

referéncia utilizando a esfera integradora.

\—l— Ma medido\

0,6 4

0,5 - /
04 - _/

0,3- /
02 e

0,1-: /

0,0

u medido

—
0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20 0,22 0,24
u esperado

Figura 5. 2: Relacao entre os coeficientes de absor¢éo obtidos na esfera integradora (u, esperado) e
no SFDI (u, medido).
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A partir da Equacéo 4.7 € possivel calcular os valores de & para diferentes
angulos de inclinagdo 6. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 5. 4, que

detalha os valores de § em fung&o do angulo 6.

Tabela 5. 4: valores da profundidade & das peliculas para diferentes angulos de inclinagédo da reta do
grafico da figura 5.2.

0 6 (mm)
45° 0,0
30° 0,732
15° 2,732
10° 4,671

Usando os dados obtidos na Tabela 5. 4 e a Equacéao 4.8 foram determinados
os valores de pa medido, com base nos valores de Ua®sP, para diferentes angulos de
inclinagao da reta, representando diferentes localizagbes das particulas no fantoma
de ZnPc. A Figura 5. 3 ilustra graficamente essa relacdo, mostrando a tendéncia de

variacao dos coeficientes de absorcao conforme a profundidade das particulas.
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Figura 5. 3: Gréfico que relaciona pua medido, u/Sesperado e as profundidades das particulas.

Com essas analises, observamos que os valores medidos de pa mostram uma
boa concordancia com os valores esperados em profundidades menores. Contudo, a
medida que a profundidade aumenta, observa-se um desvio nos valores, o0 que pode
ser explicado pela maior complexidade da absorgcéo e espalhamento em regides mais

profundas, como sugerido pelos dados experimentais.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho de doutorado centrou-se na exploracéo e aprimoramento
da técnica Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI) aplicada ao mapeamento optico
de tecidos biologicos. Os resultados obtidos oferecem vérias contribui¢cdes inovadoras
e significativas para a comunidade cientifica, especialmente nos campos da Fisica e

da Fisica Médica.
INOVA(;()ES INTRODUZIDAS

1. Otimizacao da técnica SFDI: O desenvolvimento e a validacdao de uma
abordagem otimizada para a técnica SFDI permitiram melhor resolucao e
precisdo na deteccédo de variagbes dpticas em diferentes profundidades de
tecido. A inclusdo de nanoparticulas de ouro como agentes contrastantes

proporcionou uma melhoria substancial na clareza e definicao das imagens.

2. Desenvolvimento de fantomas multicamadas: A criacdo de fantomas com
camadas bem definidas e controladas, de diferentes espessuras e
concentracbes de particulas absorvedoras, possibilitou um estudo detalhado
da interagédo da luz com tecidos em diversas profundidades. Isso ndo apenas
aprimorou a técnica SFDI, mas também forneceu um modelo robusto para

futuros estudos comparativos.

3. Visualizacao 3D das camadas do fantoma: A implementacdo de graficos
tridimensionais processados no MATLAB ofereceu uma representacao visual
detalhada das distribuicbes de absorcdo e profundidade, permitindo uma
analise mais intuitiva e compreensiva dos dados coletados. Essa visualizagao
€ crucial para a aplicacao clinica da técnica SFDI na pratica médica.

4. Aplicacao clinica da SFDI: A aplicagao pratica da técnica SFDI em lesbes de
voluntarios demonstrou sua eficacia na deteccao e mapeamento de lesdes
epiteliais. Os mapas de cromoforos gerados forneceram informagdes valiosas
sobre a distribuicdo de oxihemoglobina e dgua, essenciais para o diagndstico

de inflamagdes e possiveis areas de necrose.

5. Comparacao com outras técnicas de imagem: Foi realizada uma analise
comparativa entre a técnica SFDI e outras técnicas de imagem médica,
destacando as vantagens e limitacbes de cada uma. A SFDI mostrou-se



127

particularmente eficaz ao oferecer um mapeamento detalhado e n&o invasivo
de lesbes superficiais e intermediarias, contribuindo significativamente para o

avancgo das técnicas de imagem médica.

6. Validacao da técnica SFDI: Uma contribuicdo importante deste estudo foi a
validacdo da técnica SFDI a partir dos dados obtidos na esfera integradora,
culminando na obtencdo da equacdo que relaciona a profundidade e os
coeficientes de absorcdo. Essa equacao valida a precisdao do método SFDI
para o mapeamento 6ptico de tecidos epiteliais, assegurando sua eficacia e
confiabilidade.

CONTRIBUICOES PARA A COMUNIDADE CIENTIFICA

1. Avancos na fisica médica: O estudo proporciona um avancgo significativo na
aplicagéao da Fisica Médica, oferecendo uma nova ferramenta diagnéstica para
a deteccao precoce de lesdes e cancer no tecido epitelial. A técnica SFDI,
aprimorada com o uso de nanoparticulas de ouro, representa um passo

importante em direcéo a diagnosticos mais precisos e menos invasivos.

2. Base para futuros estudos: As metodologias desenvolvidas e os resultados
obtidos fornecem uma base soélida para pesquisas futuras no campo da optica
biomédica. Outros pesquisadores podem utilizar os fantomas desenvolvidos e
as técnicas de visualizagdo 3D como modelos para estudos adicionais,

ampliando o conhecimento sobre a interagdo da luz com tecidos bioldgicos.

3. Impacto clinico: A potencial aplicagao clinica da técnica SFDI, demonstrada
por meio dos estudos de casos com voluntarios, destaca sua relevancia e
impacto no campo da saude. Essa técnica pode ser integrada em praticas
clinicas para melhorar o diagnéstico e o tratamento de lesdes e cancer,
beneficiando diretamente os pacientes.

Em resumo, o presente estudo ndo apenas aprimorou a técnica SFDI, mas
também forneceu uma ferramenta inovadora e eficaz para o diagnéstico médico,
contribuindo significativamente para os campos da Fisica e da Fisica Médica e abrindo
novas possibilidades para pesquisas futuras.
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7. Aplicacoes Clinicas e Futuro da SFDI na Optica Biomédica

7.1. Diagnostico de Cancer de Pele e Lesoes Epiteliais

A Spatial Frequency Domain Imaging (SFDI) tem se mostrado uma ferramenta
promissora para o diagnéstico precoce de cancer de pele e a caracterizagao de lesdes
epiteliais. Sua capacidade de medir as propriedades épticas dos tecidos com alta
precisdo permite a deteccao de alteracdes estruturais e funcionais nas camadas
superficiais da pele, que séo indicativos da presenca de células cancerigenas ou
lesdes em desenvolvimento (Choi & Jia, 2016).

Ao fornecer uma anadlise quantitativa dos coeficientes de absor¢cdo e
espalhamento, a SFDI permite que os médicos identifiquem anomalias com maior
clareza, sem a necessidade de procedimentos invasivos como bidpsias. Essa técnica
se destaca ao capturar a heterogeneidade 6ptica dos tecidos, o que € crucial para

diferenciar lesdes benignas de malignas com maior precisdo (Cuccia et al., 2009).

Estudos tém mostrado que a SFDI pode fornecer mapas de croméforos, como
oxihemoglobina e desoxihemoglobina, que sao biomarcadores importantes para o
diagnostico de cancer de pele. Essas informacodes ajudam a identificar areas de tecido
com niveis anormais de vascularizacdo ou metabolismo, 0 que pode ser um sinal

precoce de malignidade (Norton & Vo-Dinh, 2003).

7.2 Perspectivas Futuras e Desafios na Implementacao Clinica

Embora a SFDI apresente vantagens significativas para o diagndstico nao
invasivo, ha desafios que devem ser superados para sua ampla implementagao
clinica. Um dos principais desafios técnicos é a necessidade de calibragdo precisa e
a complexidade do processamento de dados. Como a SFDI depende da modulagao
da luz em diferentes frequéncias espaciais, pequenas variacbes no sistema de

aquisicao podem impactar a precisao dos resultados (Cuccia et al., 2008).

Outro desafio esta relacionado a adaptagdo dessa tecnologia aos fluxos de
trabalho clinicos. Para que a SFDI se torne uma ferramenta de uso rotineiro em
hospitais e clinicas, é necessario simplificar o processo de aquisicao e processamento
dos dados, além de garantir que os profissionais de saude tenham o treinamento
adequado para operar o equipamento e interpretar os resultados (Jacques, 2013).
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Além disso, a integracao da SFDI com outras modalidades de imagem, como
ultrassom e ressonancia magnética, pode ser uma area promissora para avangos
futuros. Essa combinacao multimodal pode fornecer uma visdo mais abrangente das
condi¢des do paciente, aumentando a precisdo dos diagnosticos e melhorando os
desfechos clinicos (Wang & Wu, 2007).

7.3 O Papel da Fisica e da Engenharia no Avanco das Técnicas
de Imagem

A contribuicdo da Fisica e da Engenharia no desenvolvimento de técnicas de
imagem como a SFDI é indiscutivel. Pesquisadores dessas areas tém trabalhado para
aprimorar os sistemas de aquisicao e processamento de imagens, garantindo que as

medicoes Opticas sejam cada vez mais precisas e confidveis (Jacques, 2013).

Recentemente, avancos significativos foram alcancados na miniaturizagéo dos
dispositivos de imagem, tornando-os mais acessiveis e portateis para uso clinico.
Além disso, a implementacdo de algoritmos avangados de processamento de
imagens, baseados em aprendizado de maquina e inteligéncia artificial, tem o
potencial de automatizar a anélise de dados e fornecer diagnésticos em tempo real, 0

que é crucial para a deteccao precoce de doencas (Cuccia et al., 2008).

No futuro, espera-se que novas descobertas nas areas de fisica dptica e
engenharia biomédica contribuam para o desenvolvimento de técnicas ainda mais
sofisticadas, capazes de penetrar em maiores profundidades dos tecidos e fornecer
informacdes detalhadas sobre a estrutura e funcao celular. Isso permitira que a SFDI
e outras tecnologias relacionadas desempenhem um papel ainda mais importante no

diagnostico e tratamento de doengas (Pogue & Patterson, 2006).
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9 OUTROS TRABALHOS DESENVOLVIDOS
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10 ANEXOI

1) convert HC1_data.m

clear all;

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

color = {'457','488"', '532', '580', '650'};
s freq = {'0',"'100"','200"',"'300"',"400"};

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

dir HC1 data=

uigetdir (strrep (mfilename('fullpath'),mfilename, '"), ...
'Select

the HC1l data folder'):;

temp = imread([dir HC1l data '/0/" char (color (1))
' 0.tif']);

img size = size (temp);

HCl image = zeros(img size(l), img size(2), 6*5*3);

[pathstr, name,ext]=fileparts (dir HC1l data);

int time = importdata([dir HC1l data "\ name

' ExpTime.txt']);

for i = 1:5
for j = 1:5
for k = 1:3

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



char (phase(k)) '.

end
end

end

char (color (i))
tif']);

if (img size ~= size (temp))
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temp = imresize (temp,img size, 'bilinear');

end

HC1 image(:,:,k+3*(jJ-1)+15*(i-1)) = temp;

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

fwrite (fid,

dir HC1 data

HC1l image, 'single');

= [dir HC1l data];

save (dir HCl data, 'img size', 'int time', '-ascii',

tabs');

fclose (fid) ;

2) est_script_for HC1.m

clear all

close all

n sample=1.4;

chromused=[1 2 3 4 5];

process.method="1lut"';

LUTfregsidx=

[1 5];

if strcmp (process.method, 'lut')

binsize=

else

binsize=

1;

8;



end

freqg.used=[1];

system type = 'HCI';

file filter='D:\Data/*.*';

savefile="'CanalOllut';

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

[AC,wv, fregs]=rawdataload HCIl (file filter, ...
'Select the sample image data
system type);
AC=SmoothData (AC, 3) ;

if isempty(freqg.used);
freg.used=(1l:1length(freqgs)):
end
[ACph]=rawdataload HCI1 (file filter, 'Select the
image data file(s)', system type);
ACph=SmoothData (ACph, 3) ;
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file(s) ',

reference

file filter=strrep (mfilename ('fullpath'),mfilename, 'phanto

ms/*.txt");

cal reflectance=calibrate (wv, fregs,AC,ACph,process,file fi

lter);

clear AC ACph

MIstackplot (cal reflectance);

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

rectangular ROI');
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if strcmp (process.method, 'lut')

[op fit maps]=LUTfitops(cal roi(:,:,:,LUTfregsidx),wv, fregs (LU
Tfregsidx),n sample);
else
[op fit maps,
ave op]=fit ops(cal roi(:,:,:,freq.used),wv,fregs(freq.used),n
_sample,process.method,binsize);

end

file filter=strrep(mfilename('fullpath'),mfilename, 'spectr
a/*.txt");

chrom map=chromfits(op fit maps,wv,chromused, file filter);

[spec roi,
spec _roi std,av _chrom,rect]=opticalspectra(op fit maps,

chrom map, cal roi, wv, binsize);
[reflec roi,
reflec roi std,av chrom,rect]=reflec(cal reflectance,

chrom map, cal roi, fregs, binsize);

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

Mapas de Cromoéforos

Em diferentes profundidades e frequéncias espaciais
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Figura 11. 1: Mapas de cromoforos da camada A3 e Kx= 0,05 mm™', onde Cr 1= HbOz; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 2: Mapas de cromoforos da camada A31 e Kx= 0,05 mm™, onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.

W= 2 W= 3 y
i
og UE
on a8
4 o4
i 03
o ]
Wy= 5 .
i3}
os
i
n2
]

Figura 11. 3: Mapas de cromdéforos da camada A32 e Kx= 0,05 mm', onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 4: Mapas de cromoforos da camada A3 e Kx= 0,1 mm™', onde Cr 1= HbO3; Cr 2= Hb; Cr 3=
H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 5: Mapas de cromoforos da camada A31 e Kx= 0,1 mm™', onde Cr 1= HbOz; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 6: Mapas de croméforos da camada A32 e Kx= 0,1 mm™, onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 7: Mapas de croméforos da camada A3 e Kx= 0,2 mm™', onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr 3=

H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.

Figura 11. 8: Mapas de cromdforos da camada A31 e Kx= 0,2 mm™, onde Cr 1= HbOz2; Cr 2=

3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 9: Mapas de croméforos da camada A32 e Kx= 0,2 mm-', onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr

3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 10: Mapas de cromoéforos da camada A3 e Kx= 0,4 mm', onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr

3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 11: Mapas de cromoforos da camada A31 e Kx= 0,4 mm', onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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Figura 11. 12: Mapas de croméforos da camada A32 e Kx= 0,4 mm™, onde Cr 1= HbO2; Cr 2= Hb; Cr
3= H20; Cr 4= Lipideo; Cr 5= Melanina.
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12 ANEXOII

Mapas comparativos da absorcao e do espalhamento para
diferentes profundidades e frequéncias espaciais
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Figura 12. 1: Mapas comparativos da absorgdo e o espalhamento para a camada A3 e frequéncia
Kx=0,05 mm™".
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Figura 12. 2: Mapas comparativos da absorgao e o espalhamento para a camada A31 e frequéncia
Kx=0,05 mm™".

Figura 12. 3: Mapas comparativos da absor¢do e o espalhamento para a camada A32 e frequéncia
Kx=0,05 mm™'.
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Figura 12. 4: Mapas comparativos da absorcado e o espalhamento para a camada A3 e frequéncia
Kx=0,1 mm™™.
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Figura 12. 5: Mapas comparativos da absorcao e o espalhamento para a camada A31 e frequéncia
Kx=0,1 mm™™.
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Figura 12. 6: Mapas comparativos da absor¢ao e o espalhamento para a camada A32 e frequéncia
Kx=0,1 mm™™.
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Figura 12. 7: Mapas comparativos da absorcado e o espalhamento para a camada A3 e frequéncia
Kx=0,2 mm™™.
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Figura 12. 8: Mapas comparativos da absor¢do e o espalhamento para a camada A31 e frequéncia
Kx=0,2 mm™™.

Figura 12. 9: Mapas comparativos da absorcao e o espalhamento para a camada A32 e frequéncia
Kx=0,2 mm™".
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Figura 12. 10: Mapas comparativos da absorgédo e o espalhamento para a camada A3 e frequéncia
Kx=0,4 mm™™.

Figura 12. 11: Mapas comparativos da absorgéo e o espalhamento para a camada A31 e frequéncia
Kx=0,4 mm™™.

]

Figura 12. 12: Mapas comparativos da absor¢éo e o espalhamento para a camada A32 e frequéncia
Kx=0,4 mm™™.
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