ARTIGO CIENTIFICO

Revista Vida: Ciéncias da Vida (VICYV)

CARACTERIZACAO DA MUDANCA DO COEFICIENTE DE ATENUACAO
ASSOCIADO AO USO DE PRESSAO MECANICA E AGENTES CLAREADORES
OPTICOS ATRAVES DE TOMOGRAFIA POR COERENCIA OPTICA (OCT)

Characterization of the change in the attenuation coefficient associated with the use of
mechanical pressure and optical brightening agents through optical coherence tomography

(OCT)

RESUMO

A tomografia por coeréncia optica (OCT) é uma técnica de imagem ndo invasiva
utilizada para avaliar propriedades Opticas e estruturais de tecidos biologicos. Este
estudo realizou uma revisao da literatura para estabelecer o melhor protocolo para
estudo da alteracdo do coeficiente de atenuagdo da pele utilizando a técnica OCT
quando utilizado diferentes niveis de compressdo e a diferentes agentes
clareadores opticos (OCA). Na literatura, pressdes de 4 a 8 kPa reduziram o
coeficiente de atenuacdo, aumentando a penetragdo da luz no tecido. Ainda na
literatura foram identificado diversos OCA, como PEG-400 ¢ 6leo mineral, com
boa capacidade de modificar o coeficiente de atenuacdo Optica da pele, mostrando
efic4cia ao substituir 4gua intersticial e modificar o indice de refra¢@o dos tecidos.
Assim, o modelo experimental desenvolvido utiliza pele de porco devido a sua
similaridade estrutural e funcional com a pele humana, associado a um sistema
OCT modificado para aplicacdo de pressdo, e diferentes formulacdes de OCA. O
protocolo aqui descrito serd utilizado para medi¢do e comparagdo direta de
diferentes métodos para modificagdo do coeficiente de atenuagdo.

Palavras-chave: Tomografia por coeréncia optica; OCT; Pressdo mecanica;
Coeficiente de atenuacdo Optica; Agentes Clareadores Opticos.

ABSTRACT

Optical Coherence Tomography (OCT) is a non-invasive imaging technique used
to assess the optical and structural properties of biological tissues. This study
conducted a literature review to establish the best protocol for studying changes
in the skin's attenuation coefficient using OCT under different compression levels
and with various optical clearing agents (OCA). In the literature, pressures of 4 to
8 kPa were found to reduce the attenuation coefficient, thereby increasing light
penetration into the tissue. Additionally, several OCAs, such as PEG-400 and
mineral oil, were identified as effective in modifying the skin's optical attenuation
coefficient by replacing interstitial water and altering the refractive index of
tissues. The experimental model developed employs porcine skin due to its
structural and functional similarity to human skin, combined with a modified OCT
system for pressure application and various OCA formulations. The protocol
described here will be used for measuring and directly comparing different
methods for modifying the attenuation coefficient.

Keywords: Optical Coherence Tomography; OCT; Mechanical Pressure; Optical
Attenuation Coefficient; Optical Clearing Agents.
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A técnica de tomografia por coeréncia optica (OCT, do inglé€s Optical Coherence Tomography)

tem sido utilizada como uma ferramenta de diagndstico ndo invasivo baseada nas propriedades
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!. Ela utiliza a interferometria de baixa coeréncia, que permite a

Opticas do meio espalhadores
obten¢do de imagens tridimensionais de alta resolugdo de tecidos bioldgicos. Introduzida em 1991 2,
para aquisicao de imagens em sec¢do transversal ndo invasivas de sistemas biologicos, e desde entdo,
o sistema evoluiu e se tornou bem estabelecido na medicina, especialmente no campo da
oftalmologia. A OCT baseia-se na propriedade de retroespalhamento dos meios para construir
imagens tomograficas do interior das amostras. Na literatura, observa-se que a técnica vem se
desenvolvendo com o objetivo de extrair caracteristicas Opticas dos tecidos como por exemplo a
técnica OCT sensivel a polarizagdo (PS-OCT 3) explorando as propriedades de birrefringéncia dos
tecidos, principalmente o colageno, e algumas caracteristicas funcionais como o fluxo sanguineo
utilizando a speckle variance OCT (SV-OCT #) e Doppler OCT °.

Utilizando as imagens OCT ¢ possivel estimar o que se conhece como coeficiente de atenuagao
através da aplicagcdo da lei de Beer-Lambert sobre o sinal medido. Este parametro ¢ de extrema
relevancia em diversas aplicacdes, como para diagnostico de cancer, ou detec¢do de caries. No
entanto, outra area, como a fotobiomodulagdo, podem se beneficiar da medi¢do do coeficiente de
atenuacdo. Nas fototerapias (FT), a luz tem de penetrar camadas superficiais de tecido até atingir
camadas alvo mais profundas. Assim, o coeficiente de atenuagdo Optico do tecido apresenta um
grande papel neste processo.

A alteracdo do coeficiente de atenuacdo ¢ algo de diversos estudos, pois pode beneficiar tanto
técnicas de imagem como o OCT, quanto técnicas de tratamento como a FT. Na FT uma préatica
comum ¢ aplicar pressdo sobre a superficie do tecido irradiado para que a luz atinja camadas mais
profundas de tecido. A influéncia da pressdo sobre a alteragdo do coeficiente de atenuacdo foi
estudada e demonstrou-se que a pressdo mecanica reduz o coeficiente de atenuagdo na regido do
infravermelho 8. J4 para melhoria de imagem OCT, diversas abordagens utilizando o que se conhece
como agentes clareadores Opticos (OCA — do inglés Optical Clearing Agentes) °. Ambas as
abordagens nunca foram comparadas diretamente e nem combinadas.

Desta forma, o presente trabalho visa realizar uma revisao da literatura para se estabelecer um
protocolo para estudo da alteragdo do coeficiente de atenuacao utilizando a técnica OCT e investigar
as alteragdes no coeficiente de atenuagdo da pele submetida a diferentes niveis de compressao e a

diferentes OCA.

2 MATERIAIS E METODOS
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As plataformas PubMed e Google Scholar foram utilizadas para analise exploratoria e
identificacdo dos trabalhos que utilizam a técnica OCT, associadas ao uso de pressao mecanica para
alteracdo do coeficiente de atenuacdo, e associada ao uso de OCA seguros para suo em pele humana.

Os artigos encontrados foram filtrados de acordo com a relevancia dentro do tema e lidos para
obten¢do do melhor protocolo a ser estabelecido. Foram incluidos trabalhos de revisdes, artigos
experimentais e casos clinicos condizentes com a temética do estudo, escritos nos idiomas portugués,
espanhol e inglés, publicados entre os anos de 2000 e 2024. Foram excluidos da amostra artigos
referentes ao OCT associados a outros recursos adicionais que ndo fossem compressdao e OCA para
imagens de pele.

Com base nas informacdes obtidas, o procedimento experimental para obteng¢do das imagens
OCT sob efeito de compressdo e aplicagdo dos OCA foram estabelecidos. E estdo apresentados na

secdo de resultados deste trabalho. Um teste piloto do aparato experimental ¢ também apresentado.

3 RESULTADOS

Pressao mecanica sobre a pele

Na literatura, foram encontrados apenas dois trabalhos que medem a alteragdo do coeficiente
de atenuacdo da pele sob o efeito de pressdo mecénica exercida sobre a superficie do extrato corneo
utilizando o OCT ¢,

Nesses trabalhos, os autores identificaram que a utilizacao de pressdes da ordem de 4 a 8§ kPa
formam suficientes para aumentar a penetracdo da luz diminuindo o coeficiente de atenuagdo de
1 mm!. Pode-se considerar que esta é uma pressdo baixa, referente a uma massa < 0,5 kg de aplicada
sobre uma area de 25 x 25 mm?.

Desta forma, foi estabelecido um protocolo que aplica pressdes menores de 3 kg sob uma area

de 25 x 25 mm.

OCA

Zaytsev et al !0 utilizaram, PEG-400 e 6leo mineral (OM) como OCA e 4cido oleico (AO)
melhorador de permeabilidade cutinea. Eles reportaram que o PEG-400 possui a desvantagem de
desidratar a pele, o que pode levar a uma mudanga morfoldgica do tecido. Wen et al '! reportaram o

uso de PEG-400 mas desta vez com o uso de propanodiol (1,2-propanediol) como melhorador de
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permeabilidade cutinea. Guo et al ' utilizaram o uma mistura de PEG-400 e frutose como OCA e
tiazona como melhorador de permeabilidade cutanea. No entanto a tiazona ¢ um ingrediente
controverso para uso em pele humana, além de ser um produto de dificil comercializagdo no Brasil.
Outros melhoradores de permeabilidade cutdnea também podem ser utilizados, como o
dimetilsulféxido (DMSO) 3.

Assim, foi estabelecido o uso das formula¢des de OCA apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Formulagdes de agentes clareadores Opticos

Formulac¢ao Concentrac¢ao (%)
1 Acido Oleico (AO) 100
2 PEG-400 100
3 PEG-400/A0 80/20
4 | Oleo Mineral 100
5 PEG-400/ 95/5
Propanodiol
6 Frutose saturada (78 wt)/ 55/40/5
PEG-400/
Propanodiol

Modelo Experimental

Uma forma de se aproximar da pele humana para testes de protocolos, sem a necessidade da
obtencdo de amostras de pele humana e pela utiliza¢ao de pele de porco. A pele de porco, com sua
similaridade estrutural e funcional a da pele humana, emerge como uma ferramenta valiosa em
diversas areas da pesquisa cientifica. Sua acessibilidade e baixo custo, podendo ser facilmente
encontrada em agougues, a tornam ideal para estudos que buscam simular condi¢des da pele humana
com fidelidade e precisdo *!15. A utilizagdo da barriga de porco para simular a pele humana em
experimentos cientificos ¢ uma pratica comum em diversas areas de pesquisa, como dermatologia,

cirurgia plastica e engenharia de tecidos.

Sistema OCT

Para a realizacdo destes estudos, foi estabelecido o uso do sistema OCT (XR/2.0, Lumedica,
USA) que opera na faixa de comprimento de onda central de 840 nm, e oferece resolucdo de ~5 pum.

Para aplicacdo de pressdo simultaneamente a aquisi¢do das imagens OCT, o sistema de suporte foi
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modificado para compor um “suporte de pressdo”. Este suporte de pressdo (Fig 1A), foi desenvolvido
e impresso em impressora 3D utilizando filamento de PLA. A seguir uma lamina de microscépio foi
cortada e colada sobre este suporte, cirando uma janela de 25 x 25 mm?, permitindo a aplicagdo de
pressdo constante sob esta area e a obten¢do de imagens OCT simultaneamente. Para medicao da
forca exercida sobre a amostra de pele, e posterior calculo da pressdo, foi utilizada uma balanga
posicionada sob a amostra de pele de porco (Fig 1B). A for¢a exercida ¢ controlada realizando-se

mais ou menos pressao entre o suporte de pressao e a balanga.

Figura 1: Modificagdo do suporte do sistema OCT para aplicacdo de pressao sobre as amostras
de pele. (A) Suporte de pressao impresso em PLA com impressao 3D com uma ldmina de microscopio
de 25 x 25 mm? formando uma janela para aquisi¢do de imagem sob aplica¢do de pressdo. (B)
Aparato experimental para obten¢ao de imagens sob aplicagdo de pressdo, o suporte de pressao exerce

pressdo sobre a amostra de pele, e a forca aplicada ¢ medida pelo uso de uma balanga.

A

Suportede OoCT
Pressao
' Suportede

Pressao

Amostra

Balanca

Fonte: Autoria propria

Procedimento Experimental

Amostras de pele de porco, adquiridas em um agougue, sdo acondicionadas em recipientes
herméticos e armazenadas sob refrigeracdo até o momento da realizacdo dos experimentos. As
amostras de carne de porco sdo cuidadosamente limpas e secas antes de serem utilizadas.

Para o experimento de pressao mecanica, a amostra de pele € posicionada entre o suporte com
a janela de vidro e a balanga. Uma forca de compressao ¢ aplicada a amostra através e aferida com a
utilizagdo da balanca (Fig. 1 B).
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Imagens de OCT sdo adquiridas com a aplicagdo de diferentes magnitudes da forca de
compressdo, iniciando com 3 kg e variando-se de 0,5 kg até atingir 1 kg, para valores menores que
1 kg a variagdo ¢ de 0,1 kg. Para cada condi¢do de compressdo, novas imagens sdo imagens.

Este procedimento e o uso do suporte construido visa garantir uma pressao uniforme em toda a
regido de contato vidro-pele sem afetar a distribuigdo de pressdo na regido central da area de contato.

Medimos a area de contato pele-vidro (25 x 25 mm?) é possivel determinar a compressio
aplicada.

A Fig. 2 A e B apresenta um exemplo de imagem OCT adquirida sem aplica¢dao de pressdo e

com aplicagdo de pressdo, respectivamente.

Figura 2: Exemplo de imagem OCT adquirida sem (A) e com (B) utiliza¢ao de pressao

mecanica

Fonte: Autoria propria

Para o experimento utilizando-se OCA, a amostra de pele dividida em pequenas se¢des de
50 x 50 mm?. Em cada se¢do € aplicado um OCA (de acordo com a tabela 1), e uma leva massagem
¢ realizada por 3 min. Apds este periodo, o excesso de produto (caso ainda exista) é removido com o
uso de papel absorvente e a amostra ¢ posicionada sob o sistema OCT. A janela de vidro utilizada no
experimento de pressdo e mantida no local, possibilitando futuras comparagdes, no entanto sem
aplicagdo de pressdo. Imagens OCT s@o adquiridas com intervalos de 0, 3, 5, 7 ¢ 10 min ap0s o inicio
do experimento. Isso permite o estudo da cinética do OCA.

Finalmente, o uso associado de pressdo mecanica com OCA ¢ realizado. O procedimento
realizado na etapa de OCA puro ¢ repetido e as medidas sdo realizadas sob a aplicagdo de diversos

niveis de pressao.
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4 CONCLUSAO

Neste trabalho, foi identificado o melhor protocolo para utilizagdo de compressdo mecanica e os
melhores OCA para aplicagdo em pele. Ainda, foi identificado que para um estudo prospectivo, o uso
de modelo de pele de porco ¢ adequado devido a sua similaridade estrutural e funcional a da pele
humana, permitindo a realiza¢do de experimento mantendo um baixo custo. Neste trabalho foi ainda
descrito o protocolo a ser seguido para comparagdo direta entre a alteragdo do coeficiente de
atenuacao obtido pelo uso da compressao mecanica e OCA sozinhos ou associados.

Ao aplicar pressao, a variacdo do coeficiente de atenuagdo Optica em funcdo da compressao pode
ser explicada por fatores como a espessura das camadas da pele, a heterogeneidade do tecido e o
angulo de incidéncia do feixe de luz. Essa abordagem destaca o potencial da OCT como uma
ferramenta ndo invasiva para avaliar as propriedades Opticas e mecénicas da pele. A capacidade de
medir alteragdes no coeficiente de atenuacdo em resposta a compressdo abre novas possibilidades
para o desenvolvimento de técnicas inovadoras de diagnostico e monitoramento de condi¢des
cutaneas, como feridas cronicas e tumores de pele.

Ja no caso dos OCA, o efeito de alteragdo do coeficiente de atenuacgdo se da devido a substituicao
da agua do intersticio pelo OCA. Essa substitui¢do aproxima o indice de refracdo do tecido ao incide
de refracdo dos lipidios que causam o espalhamento. Esse efeito redugdo do espalhamento do tecido
pelo efeito conhecido como index matching.

E fundamental reconhecer as limitagdes do modelo de pele de porco e a necessidade de validagio
dos resultados em estudos com tecido humano. Além disso, a influéncia de outros fatores, como a

temperatura e a umidade, sobre o coeficiente de atenuagdo deve ser investigada em futuros estudos.
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