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RESUMO

A incidéncia de radiacao eletromagnética pulsada ou modulada em uma amostra
absorciva pode levar a geracao de ondas acusticas. Este fendmeno, bem conhecido por
efeito fotoacustico, tem sido utilizado no estudo da absorcao 6ptica de materiais. Os
métodos de geracao de imagens fotoactsticos (PAI, do inglés PhotoAcoustic Imaging)
sdo técnicas que mapeiam amostras com base nos sinais fotoacusticos gerados por suas
diferentes regides. Nas ultimas décadas, as aplicagbes da PAI nas ciéncias médicas e
biologicas foram muito exploradas e apresentaram resultados promissores, principalmente
no diagnostico. A PAI apresenta as principais vantagens das modalidades de imagens
ultrassonicas e Opticas, uma vez que tem alta sensibilidade, alto contraste e é capaz de
detectar regides internas dos tecidos biologicos. Empregando dispositivos relativamente
simples, as modalidades PAI sao capazes de fornecer informagoes anatomicas e fisioldgicas
de organismos. Neste trabalho foi desenvolvido em laboratério um sistema PAI, utilizando
como fonte de radiagdo o laser Nd:YAG (pulsado, 10 Hz, 5 ns) e, como detector de
ondas acusticas, um transdutor ultrassonico piezoelétrico. O aparato completamente
automatizado escaneia uma regiao bidimensional em torno da amostra, coletando os sinais
fotoacusticos gerados em diversas localizagoes, e produz mapas de contorno. O sistema
apresenta alta sensibilidade na deteccao da absorcao éptica, permite a geragao de imagens
no visivel e IR, e foi caracterizado em 532 nm e 1064 nm, alcancando resolucao espacial de
0,4 mm. A imagem fotoactstica de dentes em diferentes estados de satde foi obtida com
o sistema PAI, a fim de se analisar a viabilidade da aplicacao da técnica no diagnodstico
odontolégico. O foco foi dado para a detecgao de céries incipientes, pois ainda nao existe um
método objetivo bem estabelecido para este diagndstico, e, quando detectada precocemente,
a carie pode ser tratada de maneira menos invasiva e com menos destrui¢ao dos tecidos

dentéarios.

Palavras-chave: Efeito fotoactustico. Método de geracdao de imagens fotoacusticos. Odon-

tologia. Carie incipiente.



ABSTRACT

The incidence of pulsed or modulated electromagnetic radiation in a absorptive
sample can lead to the generation of acoustic waves. This phenomenon, well known as
photoacoustic effect, has been utilised in studying optical absorption in materials. The
photoacoustic images, PAT (lit. PhotoAcoustic Imaging), are techniques that map samples
based on the photoacoustic signals generated by their different regions. In recent decades,
the applications of PAI in medical and biological sciences were widely explored and have
presented promising results since then, especially in diagnosis. The PAI shows great
advantages in modalities of optic and ultrasonic images, since it has great sensibility,
high contrast and is capable of detecting inner regions of biological tissues. By using
relatively simple devices, the PAI modalities are capable of providing anatomical and
physiological information of organisms. In the present work, a PAI system was developed
in the laboratory by utilizing as radiation source the Nd:YAG laser (pulsed, 10 Hz, 5
ns) and, as photoacoustic waves detector, an ultrasonic piezoelectric transducer. The
completely automatized apparatus scans a bidimensional region at the sample, collecting
photoacoustic signals generated in various localities and producing contour maps. The
system has high sensitivity for detecting optical absorption, can imaging in visible and
IR, and was characterized at 532 nm and 1064 nm, with 0,4 mm spatial resolution. The
photoacoustic image of teeth in different health states was obtained with the PAI system
with the aim of analysing the viability of the application of the technique in dentistry
diagnosis. Special attention was paid to the detection of incipient caries, because currently
there is no well established method to this kind of diagnosis and, the sooner the caries are
detected, the higher the possibility of treating them in a less incisive way (that is, with

less damage to dental tissue).

Keywords: Photoacoustic effect. Photoacoustic Imaging. Odontology. Incipient Caries.
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1 INTRODUCAO

Quando um material é iluminado por radiacao eletromagnética (EM) ndo estaciona-
ria (pulsada ou modulada), e, em decorréncia disto, emite ondas actsticas (ondas sonoras
ou ultrassdnicas), diz-se que ocorreu o efeito fotoactustico (PA do inglés PhotoAcoustic).
Tal fenomeno pode ser dividido nos seguintes processos: absorcao 6ptica, relaxamento nao
radiativo, aquecimento localizado, geragdo e emissao de ondas actusticas [1]. Com base
nestes eventos, ¢ possivel inferir diversas propriedades fisico-quimicas de amostras a partir
da analise do sinal fotoacustico gerado quando as mesmas sao submetidas a radiacao EM

de caracteristicas bem conhecidas.

Propriedades mecanicas e térmicas de materiais tém sido bastante estudadas empre-
gando o efeito PA, como pode ser exemplificado pelas referéncias [2] e [3], respectivamente.
Entretanto, é a analise da capacidade de absor¢ao éptica das amostras, através do feno-
meno, que fundamenta as aplicagoes do efeito PA que serdao abordadas neste trabalho,
sao elas: espectroscopia fotoactstica e os métodos de geracao de imagens fotoactsticos. A
absorcao éptica esta intimamente associada a composicao quimica do absorvedor, e desta

decorrem grande parte das propriedades do mesmo.

Apesar de ser descrito como fendémeno em 1880 [4], o efeito PA passou a ser aplicado
e investigado de forma mais aprofundada apenas apds o surgimento dos primeiros lasers,
na década de 60. As fontes capazes de emitir radiagdoes EM de alta pureza espectral e
com altissimas poténcias possibilitou o estudo de uma grande diversidade de materiais.
Os avancos tecnologico que culminaram em melhorias nos detectores de sinais acusticos,
tais como microfones e dispositivos piezoelétricos, também tiveram um papel fundamental
no desenvolvimento das técnicas fotoacusticas. Os artigos mais antigos que aplicaram o
efeito PA o utilizaram para a andalise quimica, e deram origem ao que se conhece hoje por
espectroscopia fotoacustica (PAS, do inglés PhotoAcoustic Spectroscopy). Apenas na década
de 90, apés a popularizacao dos computadores, foram publicados os primeiros trabalhos
[5, 6] que realizaram o mapeamento da amplitude das ondas fotoactsticas, surgiram, entao,
as modalidades de geracao de imagens fotoacustica (PAI, do inglés PhotoAcoustic Imaging)

[7]-

O vasto e crescente numero trabalhos que desenvolveram sistemas PAS; e o aplicaram
nas mais diversas areas, é justificado quando se compara a técnica as espectrometrias
Opticas tradicionais. Na PAS, se obtém a absorbancia éptica pela medida direta de uma
grandeza proporcional a absor¢ao (a amplitude do sinal PA). Os métodos tradicionais, por
outro lado, calculam a absobancia a partir da medida da poténcia luminosa que atravessou
a amostra. Tal caracteristica torna a PAS apta a analisar materiais altamente espalhadores

de forma simples, enquanto os métodos mais conhecidos necessitam de aparatos de medigao
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ou softwares computacionais complexos para realizar o mesmo [8]. A medigao direta da
absorcao Optica também viabiliza a investigagao de materiais altamente absorvedores
(opacos) pela PAS, o que nao é possivel de ser realizado pelos métodos espectrométricos
usuais. A alta sensibilidade da técnica é mais um fator que amplia e diversifica os tipos de
amostra analisaveis pela PAS, uma vez que permite a avaliagdo de materiais altamente

transparentes [9)].

Outra relevante caracteristica da PAS é a alta seletividade, decorrente do uso de
fontes de radiacao que emitem em comprimentos de onda bem definidos, isso confere ao
método uma altissima capacidade de diferenciar componentes. A simplicidade na operacao
dos sistemas PAS e a nao necessidade de preparacao das amostras, na maioria dos casos,
também sao vantagens destacaveis da técnica [10]. Evidentemente, a aplicagdo mais direta
e o fundamento das demais aplicacoes da PAS é a andlise quimica.Sao destacaveis intimeras
aplicagoes da PAS com grande éxito nas avaliagbes ambientais [11, 9], nas ciéncias bioldgicas
[12] e em diagndsticos médicos [13]. Atualmente existem diversos sistemas PAS portateis e
robustos o suficiente para a realizacao de medidas in locu e em tempo real que ampliam

ainda mais as possibilidades de aplicacoes da técnica.

As modalidades de geracao de imagens fotoactusticas desfrutam dos principais
beneficios das técnicas de imagem puramente Opticas e ultrassonicas, e nao apresenta as mais
notéveis desvantagens de cada uma das modalidades [14]. Por utilizar a diferenciabilidade da
absor¢ao Optica para geracao de imagens, a PAI tem como caracteristica o alto contraste.
Outra qualidade notavel do método é a capacidade de avaliar regides profundas das
amostras, mesmo quando os materiais em estudo sao espalhadores de luz. Esta ultima
propriedade é tipica dos sistemas ultrassonicos e nao ocorre nas modalidades puramente

opticas.

As principais aplicagbes da PAI sao nas areas biologicas e médicas, especialmente
no diagnodstico. Entre as demais modalidades de diagnéstico, a PAI se destaca por ser capaz
de obter informagoes de regides internas dos tecidos biologicos de forma nao invasiva e sem
utilizar radiacdo ionizante. A PAI fornece informagoes anatomicas, funcionais, metabdlica
e moleculares de alta resolugao dos organismos. Os aparatos utilizados em um sistema
PAS também sao mais simples e econdmicos se comparados a modalidades diagnéstico por
imagens de alto contraste usuais, tais como a ressonancia magnética nuclear, a tomografia

por emissao de pdsitrons e a tomografia computadorizada [15, 12].

A resolucao, a capacidade de penetragao, a velocidade de escaneamento e a dimensao
das imagens geradas pelos sistemas PAI podem ser modificadas alterando os componentes
do sistema. Essa versatilidade permitiu o desenvolvimento de diferentes modalidades PAI
para propésitos diversos. Entre as técnicas PAI destacam-se a microscopia fotoacustica
(PAM, do inglés PhotoAcoustic Microscopy) e a tomografia fotoactstica (PAT, do inglés

PhotoAcoustic Tomography). Como o nome sugere, a microscopia fotoactstica tem alta
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resolugao e é indicada na analise de pequenas estruturas, tais como células e organelas. A

PAT, por sua vez, é aplicada no mapeamento de tecidos e 6rgaos [16].

Nas tltimas duas décadas, os métodos PAI foram bastante desenvolvidos e revelaram
excelentes resultados nas andlises de tecidos moles, entretanto poucas estudos foram
realizadas com tecidos duros. A quantidade de trabalhos é ainda mais reduzida se a area
de interesse é restringida a odontologia. Apesar disso, podemos destacar os artigos de
Cheng at al. [17], Kim at al. [18], Koyama at al. [19], Hughes at al. [20] e Li at al. [21] que

aplicaram a fotoacustica no diagnéstico da cérie e obtiveram resultados promissores.

Uma pauta que tem despertado grande interesse dos pesquisadores da area de
odontologia é o diagndéstico de caries incipientes. Diz-se que um dente apresenta carie
incipiente quando observa-se degradacao no tecido dentério mais externo (esmalte) mas
ainda nao ha cavitagao, ou seja, a dentina ainda nao foi deteriorada. Neste estagio, é possivel
reverter a situagao sem a necessidade da restauracao, procedimento invasivo, com desgaste
dentario e muitas vezes bastante doloroso. O tinico sintoma da carie incipiente é a apari¢ao
de manchas brancas no dente, de forma que é extremamente dificil se diagnosticar a doenga
ainda nesta etapa do processo cariogénico. Em geral, as manchas brancas sao detectadas
apenas pela inspe¢ao visual de profissionais altamente experientes, além disso, a depender
da regiao dentaria desgastada, nem mesmo estes profissionais sdo capazes de observa-las.
Diante disso, fica evidente a importancia do desenvolvimento de técnicas de diagnéstico
de carie incipiente mais objetivos e abrangente. Nos tltimos anos foram realizados testes
com diversas técnicas avangadas, tais como: as radiografias digitais, a transiluminacao
por fibra optica e a tomografia por coeréncia éptica; e, apesar dos resultados promissores,
ainda nao ha um método objetivo bem estabelecido para a detecgdo de céries incipientes

clinicamente.

Para o presente trabalho, foi desenvolvido um sistema PAI capaz mapear a absor¢ao
Optica nas superficies das amostras. O aparato é completamente automatizado, e, apds o
escaneamento superficial, gera imagens fotoacusticas bidimensionais. Este dispositivo PAI
foi utilizado para avaliar a viabilidade do diagnéstico de caries incipientes com as técnicas

fotoacusticas.
Esta dissertagao ¢ dividida em 5 capitulos:

No capitulo 2 é apresentada uma revisao de literatura da teoria que descreve o
efeito PA e de suas principais aplicagoes. A secao 2.1 discute o fendmeno e desenvolve
o formalismo mateméatico que descreve a geracao de ondas fototoactsticas por amostras
solidas e liquidas. A secao 2.2 trata das aplicagoes, a PAS e PAI sdo destacadas e exploradas

com maiores detalhes.

No capitulo 3 é realizada uma descri¢ao do sistema PAI desenvolvido em laboratoério.

Também sao discutidos alguns testes realizados para avaliar as capacidades do sistems.
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Ainda neste capitulo, os resultados dos testes sao expostos e comentados.

O capitulo 4 trata das imagens fotoactsticas de dentes em diferentes estagios de
saude obtidas com o sistema descrito no capitulo anterior. O objetivo destes experimentos
¢é avaliar a capacidade das técnicas fotoactsticas no diagnostico de caries, com destaque

para as caries incipientes.

Por fim, no capitulo 5, sdo apresentadas as conclusoes e perspectivas de trabalhos

futuros.
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2 EFEITO FOTOACUSTICO: FUNDAMENTOS E APLICACOES

Este capitulo contempla toda a revisao de literatura de interesse ao presente
trabalho. A segao 2.1 apresenta a teoria que descreve o efeito fotoacistico, enquanto que a
2.2 discute importantes aplicacoes do fendomeno. A espectroscopia fotoacustica é tratada
em 2.2.1 e a geracao de imagens fotoacisticas é explorada em 2.2.2. A se¢do 2.2.2 comenta
especialmente as técnicas fotoacisticas de imagem microscopicas e tomograficas nas se¢oes

2.2.2.1 e 2.2.2.2, respectivamente.

2.1 EFEITO FOTOACUSTICO

A teoria do efeito fotoacustico sera abordada nesta secao. A subsecdo 2.1.1 define
o fendmeno, discute amplamente suas etapas e fornece uma breve visao histérica do
desenvolvimento de trabalhos que o investigaram. Em 2.1.2 é explorada a descri¢ao
matematica da geracao e propagacao de pulsos fotoacusticos originados por sélidos e

liquidos que absorveram pulsos curtos de laser (da ordem de nanosegundos).

2.1.1 Consideracoes gerais

O efeito fotoacustico (PA, do inglés PhotoAcoustic), também chamado de opti-
coacustico, consiste fundamentalmente na geragao de ondas actisticas por um material,
em decorrencia da absor¢ao de radiagao eletromagnética (EM) modulada ou pulsada [14].
Quando o pulso eletromagnético é absorvido pela amostra, elétrons da mesma sao excitados
eletronica e vibracionalmente e desexcitados em tempos da ordem de nanosegundos. Se o
decaimento eletronico ocorre sem emissao de radiagao, ou seja, o elétron passa para um
nivel eletronico menos energético e um nivel vibracional mais energético, mantendo sua
energia constante [22], hd4 um aquecimento localizado das regides absorvedoras irradiadas
da amostra. Tais aquecimentos culminam em variacoes de pressao localizadas que se
sobrepoem e dao origem aos pulsos actsticos [23, 24]. Com vérios pulsos eletromagnéticos
atingindo o material periodicamente, o processo descrito acima se repete e ondas PAs sao

originadas e propagadas. A figura 1 ilustra esquematicamente a geracao de ondas PAs.

Apesar de ter sido descoberto em 1880 por Bell, somente varias décadas depois
o efeito PA po6de ser amplamente explorado, pois no inicio ndo haviam tecnologias que
permitissem investigagoes mais profundas com analises quantitativas. Encontram-se na
literatura alguns trabalhos que estudaram o efeito em gases a partir da realizacao de
experimentos e desenvolvimento de fundamentagoes tedricas no periodo de 1930 a 1960,
tais como os artigos de Veingerov em 1946 [25], Luft em 1943 [26] e Cottrell em 1950 [27].

Na década de 60, o surgimento de lasers (fontes de radiagdo EM que apresentam alta pureza
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Figura 1 — Esquema da geragao de ondas fotoacusticas.
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espectral, alta estabilidade, alta poténcia e que propiciam a reprodutibilidade em diversos
laboratérios) proporcionou a exploragao aprofundada do efeito fotoacustico. Nas décadas
subsequentes, foram publicados numerosos artigos que elaboraram experimentos com a
fotoacustica em solidos, liquidos e gases, trataram do fendmeno analiticamente e propuseram
diferentes aplicagoes para o efeito, como pode ser exemplificado pelas referéncias [28, 29, 30].
A apari¢do de modelos de detectores ultrassonicos com alta sensibilidade no mercado, tais
como microfones condensadores e transdutores piezoelétricos, também contribuiu para a
melhor compreensao do fendémeno [7, 24]. Atualmente, os modelos teéricos e computacionais
que sao a base para a descri¢ao do efeito PA estao bem estabelecidos. Além disso, observa-se
um notéavel interesse de pesquisadores no desenvolvimento de equipamentos fotoacusticos
sofisticados, tais como sensores de temperatura, espectrometros, microscopios e tomografos
fotoacusticos. Aplicagoes destes dispositivos nas mais variadas areas do conhecimento

também tem sido amplamente exploradas e revelado resultados promissores. [7, 12, 16, 31].

As observagoes fisicas e os modelos matematicos desenvolvidos para a descri¢ao
da geragao de ondas fotoactusticas concordam a respeito das etapas de transformacao de
energia EM em energia térmica e divergem com relacdo ao modo como os aquecimentos
periddicos locais dao origem as ondas PA. Além das divergéncias intrinsecas ao fato
de que autores diferentes abordaram o problema isoladamente, observa-se também na
literatura que para descreverem esta ultima etapa do processo, teorias distintas foram
necessarias quando materiais diferentes foram avaliados, ou sistemas diferentes foram
utilizados para estudar uma amostra. Ou seja, ainda que pulsos eletromagnéticos originem
ondas acusticas em todos os casos analisados, as interpretagoes fisicas e consequentemente

as teorias matematicas que descrevem a transformacao do aquecimento em ondas de pressao
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dependem do aparato utilizado e da amostra avaliada. A geracao de ondas actsticas a
partir dos aquecimentos periddicos locais comumente se da pelos seguintes fendmenos:

difusdo térmica, flexdo termoeldstica e expansao térmica [7, 32, 33, 34].

A descricao da geragao de ondas fotoacusticas a partir da difusao térmica considera
que a interacao da radiacao EM modulada com uma amostra sélida gera aquecimentos
periddicos que se difundem pela amostra até chegarem a sua superficie, que faz fronteira
com um fluido circundante (em geral ar ou agua). Como a difusao ¢ um fenémeno de
transporte altamente dissipativo, apenas uma fina camada do fluido é aquecida e expandida
periodicamente. Esta passa a funcionar como um pistao oscilatério que comprime e expande
o restante do fluido, motivo que pelo qual o modelo é chamado de “pistao térmico”,
produzindo no mesmo ondas actsticas [34]. O modelo do pistao térmico foi proposto em
1975 por Resencwaig e Gersho (RG) e sua abordagem matemética detalhada pode ser

encontrada na referéncia [28].

A fim de obter melhores interpretagoes do sinal fotoactustico e investigar mais
profundamente a relacao deste com a absorcao Optica de amostras sélidas e liquidas,
McDonald e Wetsel desenvolveram em 1978 uma teoria que incluia a vibracao da amostra
decorrente da expansao térmica periddica de toda sua extensao como efeito gerador das
ondas fotoactsticas. Para tal, eles resolveram equacoes diferenciais de pressao e temperatura
acopladas para um sistema onde a amostra ficava dentro de uma célula preenchida com
gas, tornando o modelo do pistao térmico mais completo. Os autores observaram que
uma analogia entre o efeito que a amostra causava no gas em seu entorno e o efeito de
um pistao vibratério, entao batizaram o seu modelo de “pistao composto” [34]. A teoria

completa estd contida na referéncia [29].

O efeito da flexao termoelastica ocorre quando os aquecimentos ocasionados pela
radiacdo EM modulada produzem na amostra um gradiente de temperatura, perpendicular
ao plano que contém suas duas maiores dimensoes, responsavel pela formacao ondas de
pressao dentro da amostra que se propagam para o fluido circundante onde sao detectadas.
A flexado termoelastica pode ser entendida como uma parte do “pistao vibratorio” que nao
foi considerada por McDonald e Wetsel, visto que também é ocasionada por expansoes da
amostra. No caso da primeira, a expansao ¢é localizada em pontos da amostra, enquanto
que na segunda o corpo expande-se por inteiro. A teoria foi publicada por Rousset e
colaboradores em 1983 [30], anos apos as da difusdo térmica e expansao térmica. Assim, o
autor pode considerar os trés casos em seu artigo e obter uma abordagem tedrica mais

completa e abrangente da geragao das ondas actsticas.

Considera-se que em geral os trés fendomenos ocorrem simultaneamente na trans-
formagao do aquecimento periddico em ondas fotoacisticas, mas alguns efeitos podem se
tornar predominantes e/ou despreziveis, a depender das seguintes caracteristicas do sistema

experimental: coeficiente de absor¢ao 6ptica da amostra, taxa de repeticao e duragao do
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pulso eletromagnético. Em materiais pouco absorvedores, ou seja, transparentes, a radiagao
atinge todas as regioes da amostra com intensidade semelhante, levando a um aquecimento
uniforme e expansoes totais periddicas sao mais propicias a ocorrerem. Considerando
um dado material, se forem utilizadas radiagoes com baixas frequéncias de modulacao
e pulsos mais longos, o efeito da difusdo térmica predomina em detrimento dos demais.
Em oposicao, as altas frequéncias de modulagao e os pulsos curtos minimizam o efeito
da difusao térmica de modo que expansao térmica e flexdo termoelastica se sobressaem.
Quando a difusao térmica em uma dada amostra pode ser negligenciada devido a frequén-
cia de modulacao e duracao do pulso utilizado, diz-se que o sistema esta em regime de
confinamento térmico. Muitos materiais respondem neste regime quando sao irradiados
por lasers de nanosegundos. Baseados nisto, pesquisadores desenvolveram um modelo
tedrico para a geragao de ondas fotoactusticas onde o desprezo do termos associados a
difusdo térmica levou a simplificagbes matematicas consideraveis. Este sera apresentado

em detalhes na préxima segao [7, 32, 33].

As radiagoes EM moduladas podem ser classificadas em dois grupos com base na
diferenca entre os tempos de iluminacao e escuridao: se os periodos de iluminacao sdo muito
curtos, comparados aos de escuridao, elas sao ditas pulsadas, e caso sejam caracterizadas
por intervalos de tempo de iluminacao e escuridao iguais e formas de ondas quadradas
ou senoidais, as radia¢des nao apresentam uma denominacao especifica, e sdo em geral
chamadas simplesmente de radiacbes moduladas. As fontes de radiacdo pulsada mais
empregadas para geragao de ondas fotoacustica sao os lasers pulsados de nanosegundos,
capazes de emitir pulsos com duracao da ordem de 1072 s com frequéncias da ordem
de dezenas de Hz. Por outro lado, para se obter a radiacao modulada a ser utilizada na
fotoactstica sao comumente utilizados lasers continuos interrompidos mecanicamente e
lampadas moduladas.Uma diferenca notavel entre as ondas acusticas geradas por radiagao
pulsada e modulada é que as primeiras apresentam uma banda larga de frequéncias
enquanto que as segundas tém uma frequéncia bem definida: a mesma frequéncia de

modulagao da radiacdo EM [15].

Os modos de detecgao da onda fotoacustica podem ser direto, quando o detector ¢é
justaposto a amostra ou indireto, quando ha um fluido entre a amostra e o detector pelo
qual a onda actstica se propaga. Apesar de também ser utilizada na analise de liquidos
e sblidos, a deteccao direta é mais empregada no estudo de materiais gasosos, para os
quais foram desenvolvidas as células fotoacusticas com ressonancia: camaras com tamanho
equivalente a n comprimentos de onda capazes de amplificar os sinais fotoactsticos nela
gerados devido a ressonancia. As células fotoactusticas também sao aplicadas na avaliacao
de solidos ou liquidos com detecgao indireta, porém a diferenca de impedancia actustica
entre o gas que preenche a célula e as amostras causa distor¢oes e diminuicao da intensidade
do sinal detectado. Com o desenvolvimento dos detectores de imersao foi possivel realizar

experimentos de fotoacustica com a amostra (liquida ou sélida) e o detector submersos em
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liquidos, em geral a dgua, o que melhorou significativamente a qualidade do sinal detectado

devido a um melhor acoplamento actstico entre liquidos e sélidos ou outros liquidos [35].

2.1.2 Abordagem Matematica

Nesta secao sera exposta a teoria matematica de interesse ao presente trabalho,
isto €, equagoes que descrevem o efeito fotoacistico em sélidos e liquidos opacos devido a
incidéncia de pulsos curtos de laser (da ordem de nanosegundos) serdo discutidas, com maior
foco na obtencao de propriedades 6pticas e no estudo de materiais biologicos. Tais equagoes
sao utilizadas como fundamentos no desenvolvimento de softwares de equipamentos de
espectroscopia e geracao de imagens fotoacusticas. Toda a teoria abordada aqui considera
apenas o fenomeno da flexao termoelédstica como gerador da onda fotoacistica, a difusao e

a expansao térmica serao justificadamente desprezadas nos estudos.

A segdo 2.1.2.1 discute os regimes e condigoes nos quais as equagdes que aparecerao
nas segoes subsequentes podem ser utilizadas. A 2.1.2.2 visa ilustrar o fenémeno fotoactstico
matematicamente. Ela mostra de forma simplificada como a partir dos pulsos fotoactsticos
se obtém diversas propriedades do material que o gerou, chegando de maneira trivial e
intuitiva a uma relagdo entre a variagao de pressao inicial (imediatamente apds a absorgao
6ptica) e as grandezas térmicas, mecénicas e 6pticas da amostra. As segoes 2.1.2.3 ¢ 2.1.2.4
apresentam uma abordagem matematica mais rigorosa e expoem as equagdes comumente
utilizadas nos softwares dos espectroscopios e nos programas de reconstrucao de imagens
fotoactsticos. Em 2.1.2.3 se chega a partir de equagoes fundamentais da Fisica a equacao
diferencial que descreve a geragao e propagacao da onda fotoacustica (a equagdo geral da
fotoacustica), enquanto que em 2.1.2.4 a solugdo na forma integral desta equacao para o
caso de um material homogéneo e um pulso com duragao temporal descrita por uma delta
de Dirac ¢é obtida.

2.1.2.1 Confinamento térmico e confinamento de tensao

No contexto da abordagem matemaética dos sinais fotoacisticos gerados por uma
dada amostra duas grandezas temporais caracteristicas do sistema sao de suma importancia:
o tempo de relaxagao térmica, também de denominado de tempo de difusdo térmica, 74, €

o tempo de relaxacao de tensao, 75 [15].

Para compreender estes tempos imagina-se que a amostra ¢ dividida em pequenos
cubos iguais com lados medindo d. aqui denominados de sitios de absor¢ao (figura 2). O
tamanho dos sitios de absorcao esta intimamente relacionado a capacidade de diferenci-
abilidade do sistema fotoacustico empregado na andlise da amostra. Pode-se distinguir
as caracteristicas Opticas, térmicas e actsticas de dois sitios mas nao de dois pontos que
pertencam a um mesmo sitio, ou seja, cada cubinho tem propriedades correspondentes. Se

tratando da geracdo de imagens a partir dos sinais fotoactsticos, os sitios representam os
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voxels da imagem que serd construida e seus tamanhos podem ser ajustados modificando

parametros do aparato utilizado a fim de se obter a resolugdo desejada para a imagem

(15, 14, 24, 7).

Figura 2 — Sitios de absorcao.
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O tempo de relaxacao térmica é definido por:

d2
Tih = ——, 2.1
= (2.1)

onde ay,(m?/s) é a difusividade térmica do material.

O tempo de relaxacao de tensao é definido por:
Ts = —, (2.2)

onde vs(m/s) é a velocidade do som na amostra [15, 14].

Se a duragao do pulso eletromagnético responsavel pela geracao da onda PA na
amostra (7;) é menor do que 7, ou seja, o tempo de iluminagdo nao é suficiente para o
calor gerado se difundir pela amostra por uma distancia minima, diz-se que o sistema
esta operando sob o regime de confinamento térmico. Quando tal regime ¢é alcancado a
difusdo térmica nao contribui para a formacao dos pulsos actsticos, visto que o tempo de
duragao da iluminagao nao é suficiente para que o fenémeno seja detectado, entao pode-se
desprezar os termos matematicos associados a difusao térmica, como sera realizado nas

préximas segoes [15, 14, 7].

Se a duracao do pulso eletromagnético incidente (7;) for menor que 7, o sistema
atingiu o confinamento de tensdo. A consideracao deste regime também permitira algumas

simplificagbes mateméticas nas segoes subsequentes [15, 14, 7].
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Em resumo, os regimes de confinamento térmico e de tensdo sao representados

respectivamente pelas seguintes equagoes:
T < Ts (2.3a)

T < T (23b)

Observa-se que os artefatos utilizados nas medicoes fotoacusticas realizadas por
varios autores foram escolhidos de forma a respeitarem os regimes de confinamento térmico
e de tensao para que a analise tedrica do sistema seja simplificada. Os experimentos que
serao apresentados no capitulo 4, utilizando os aparatos experimentais descritos no capitulo

3, foram realizados sob ambos os confinamentos. [14, 7].

2.1.2.2 Variacao de pressao inicial

Nesta se¢ao sera calculado o aumento de pressao em um sitio imediatamente apos
o mesmo absorver um pulso de laser curto com caracteristicas conhecidas operando sob
os regimes de confinamento térmico e de tensao. O resultado explicita como a partir da
variagao de pressao inicial (pulso actstico no tempo e local em que foi gerado) se obtém

propriedades térmicas, épticas e actsticas do sitio.

A variagdo de volume relativa de um sitio (dV//V') decorrente da absor¢ao de um

pulso 6ptico logo apds tal fendmeno é fornecida pela seguinte equacao

“// = —kp+ BT, (2.4)

onde k(Pa1) é a compressibilidade isotérmica, 3(K 1) é o coeficiente térmico de expansio
volumétrica e p(Pa) e T(K) sdo respectivamente os aumentos com relacao aos valores no
equilibrio ambiente (antes do pulso dptico atingir a amostra) de pressao e temperatura do

sitio imediatamente apds a absorcao da radiacao EM.

Se o sistema opera sob os regimes de confinamento térmico e de tensao, isto é,
as equagoes (2.3a) e (2.3b) sdo satisfeitas, a variagdo de volume se torna desprezivel e

obtém-se
_ T

R

p (2.5)

Percebendo que toda a energia responsavel pela alteragao local de temperatura
foi proveniente da absorcao Optica mas nem toda a energia absorvida contribui para
esta variacao visto que podem haver desexcitagoes radiativas além das nao radiativas no

material, infere-se que
A
T — Ui 7
pCy

(2.6)
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onde 1, (adimensional) representa a razao entre a energia luminosa transformada em
calor e a absorvida e depende do material analisado e A, consiste na deposicao de energia

optica especifica (J/m?) do pulso de laser.

Substituindo (2.6) em (2.5), chega-se a:

P= oy (2.7)

A fim de simplificar a visualizagdo da equagao (2.7) o pardmetro de Gruneisen I’

seré introduzido

B

r= :
kpCy

(2.8)

E importante notar que I' engloba as grandezas associadas as caracteristicas

mecanicas e térmicas do sitio. Com a substitui¢ao de I', p se torna:

p= FnthAe- (29)

No caso da absor¢ao de féton tinico (absorgao linear) hd uma relacao direta entre

A, e o coeficiente de absorcao optica associado ao sitio:
Ae = o F, (2.10)

com i,(m~1) representando o coeficiente de absor¢ao éptica e F(J/m?) a fluéncia 6ptica,
grandeza corriqueiramente medida em laboratério de forma simples. A equagao (2.9),

entao, se torna:
p = Inppo F. (2.11)

A equagao (2.11) revela a relagao direta entre os termos pticos 7y, € fiq, 0s termos térmicos
e acusticos inclusos no parametro de Gruneisen e a variacao de pressao sofrida pelo sitio de
absorcao que possilita a investigacao das propriedades dos materiais a partir de métodos
fotoacusticos. A inferéncia da energia dptica absorvida por regioes localizadas da amostra

a partir do pulso acustico é a base das principais aplicacoes do efeito fotoacustico.

Se I' e my, sdo caracteristicas do material conhecidas e F' é medido, com a afericao
de p, pq pode ser facilmente obtido. Entretanto o p ndo é medido diretamente, mas sim a
magnitude do pulso actistico que no tempo e local em que foi gerado tinha a magnitude p.
Em geral, se obtém p a partir do pulso detectado por meio de métodos computacionais.
A expressao aqui encontrada para p serd utilizada na segao 2.1.2.4 para a resolucao da

equacao que descreve a geracao e propagacao da onda fotoacustica.

2.1.2.3 FEquagdao geral da fotoacustica: geragdo e propagacao da onda acustica

Aqui sera considerado que a regiao de propagacao do pulso de pressao é acusti-

camente homogénea, ou seja, as grandezas contidas no pardmetro de Gruneisen serao
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consideradas constantes em toda a amostra e regiao de propagacao do pulso de pressao e

nao dependente da localizagao.

Tal situacao é analisada porque nos materiais mais estudados pelos sistemas PAS
e PAI assim como nas amostras de interesse deste trabalho a diferenciabilidade das
propriedades Opticas se sobrepoe fortemente a diferenciabilidade das propriedades térmicas
e mecanicas. A razao entre a energia transformada em calor e a energia absorvida ,n,,

também pode ser considerada constante sem grandes perdas nas situagoes de interesse.

A partir das equacoes acopladas que descrevem a temperatura e a pressao de um
meio da dindmica dos fluidos (pagina 282 de [36]) obtém-se as equagbes a seguir
oT(r,t)

= H(7,1), (2.12)

V- g i) = - (213)

IR T k2 o
p(7,t) e T(7,t) sdao respectivamente os aumentos de pressdo e temperatura no ponto 7
e tempo t do meio com relagao aos seu valores no equilibrio com o ambiente. p, C,, K e
B, vs sdo, nesta ordem, a densidade, a capacidade térmica isobarica, a compressibilidade
isotérmica, o coeficiente térmico de expansao volumétrico e a velocidade do som relativos
ao meio onde a onda acistica se propaga na condi¢ao de equilibrio ambiente [15, 24, 37].
H representa a energia térmica (decorrente da absorcao éptica) por unidade de volume por

unidade tempo, logo se associa a deposi¢ao de energia Optica por volume Ae(f’ ,1) através

de ~
0A(r',t)
ot

Para se chegar a equagao (2.12) o termo fonte associado ao aumento de temperatura

H(7\t) = 1o, (2.14)

devido ao pulso 6ptico (H(7,t)/pC,) foi acrescentado [38]. Além disso, considerou-se que
o sistema estava sobre o regime de confinamento térmico de modo que o termo associado
a difusdo térmica foi desprezado. Também utilizou-se a aproximagao valida para a maioria
dos liquidos de que o calor especifico a pressao constante é igual ao calor especifico a

volume constante [37].

Para se obter a equagao de onda (2.13), denominada de equagao geral da fotoacustica
24, 15], considerou-se que o fluido onde a onda se propagava era inviscivel (sem viscosidade).
Além disso, foi considerado que o calor especifico a pressao constante é igual ao calor

especifico a volume constante [37].

Substituindo as equacoes 2.12 e 2.14 na equacao 2.13 e utilizando a igualdade da

termodinamica k = C,/C,pv? e a condi¢ao C,, = C,,, obtém-se

2 L O oy _BOHY
[V 02 0P p(r,t) = SR (2.15)
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Pode-se observar que do lado esquerdo da equacao estao os termos associados a
propagacao da onda de pressao (actstica), enquanto que do lado direito verifica-se o termo
fonte que gera a onda e esta relacionado diretamente as propriedades do pulso éptico por
2.14.

A equacao 2.15 é valida para ondas acusticas geradas por pulsos de laser sob o
regime de confinamento térmico em liquidos nao viscosos. E importante salientar que a
equagao juntamente com a condi¢ao inicial obtida em 2.1.2.2 também descreve bem o sinal
gerado por alguns materiais solidos, tais como tecidos biolégicos, e propagado em liquidos
nao viscosos e por esta razao é amplamente utilizada no desenvolvimento de softwares de

geracao de imagem fotoacusticas.

A préxima segdo mostrard a solucdo desta equagdo na forma integral (que em geral
é resolvida numericamente) e comentard alguns casos especificos onde a solugao pode ser

encontrada analiticamente.

2.1.2.4 Resolugdo da equagdo de onda fotoacustica em uma regiao homogénea termica-

mente e acusticamente

A solugao da equagao (2.15) na forma integral pode ser obtida pelo método da
fungao de Green. Este método fornece que [39]
1 /OO o, ﬁaH(?”/,t/)

= — G(r,t;r'
47T (r77ra)

R drid’, (2.16)
o 2

onde G(7,t; ot ) é a funcao de Green associada ao operador
21 0
vs2 Ot2’

e os demais termos dentro da integral sao exatamente o termo fonte da equacao 2.15.

(2.17)

Segundo a referéncia [39], a funcao de Green retardada de (2.17) numa regido sem fronteiras
é —
. 1 P
Gmnﬂw:_*qéy—c—“"rg} (2.18)
US

Assim p(7,t) é dado por

B 1 80 = 1 5 | 7= \] -
t)=———~— [ ——=H| |[t———]||dr 2.19
p(rt) = oot ) w7 7] [r ( 0 )] r (2.19)

Considerando que o comportamento temporal do pulso é descrito por uma fungao 6(¢),

H(r', ') pode ser escrito como:
H(r ) = A7, 0)5(¢). (2.20)

Substituindo (2.20) e (2.10) em (2.19):

p('f’,t) = E@ntha /_OO mua(r )F(T 70)5 (t — | dr'. (221)
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A equacgao (2.21) revela a relagao entre o pulso actstico (variagdo de pressao) detectada
no tempo t e na posicao 7, onde se situa o detector, e os coeficientes de absor¢ao optica

dos pontos localizados em 77.

Pode-se também associar o pulso detectado a variacao de pressao inicial p(77,0).
Para tal serd utilizada a equagao (2.7) obtida em 2.1.2.2 considerando que o tamanho
de cada sitio é tao pequeno com relacao ao volume total da amostra que a variagao de
pressao inicial de um sitio pode ser considerada a variacao de pressao no tempo t=0 no

ponto " onde o sitio estd localizado e de um problema discreto migra-se para o continuo.

Esta consideragao juntamente com a igualdade termodinadmica [24]

Cp
= 2.22
P Cyvs2’ (2.22)
com C,, = C, resulta em:
1 9 o 1 . 7= [\ -
7 ) = il Y V) 1 2 S ) 2.23
PO = gy | 0 ( - ) i (223)

As integrais espaciais em 2.21 e 2.23 representam o soma dos pulsos gerados por cada um
dos sitios de absorcao e em geral, podem ser resolvidas computacionalmente. Solugoes
analiticas para casos onde a geometria da amostra é simples com 6timas concordancias com
os resultados experimentais podem ser encontradas nas referéncias [40, 41]. Os fundamentos
matematicos discutidos até este ponto sao a base dos métodos computacionais utilizados
nos programas que integram sistemas de espectroscopia e geragao de imagens fotoacusticas.
Estes métodos tratam o problema de forma inversa e a partir de p(7,t) sdo capazes de
encontrar informagcoes sobre propriedades épticas e termodindmicas de regides localizadas

da amostra bem como a sua geometria.

2.2 APLICACOES

Esta secao aborda duas importes aplica¢oes do efeito fotoactstico: a espectroscopia
fotoactstica (2.2.1) e as modalidades fotoacusticas de geragdo de imagens (2.2.2). A
microscopia fotoactstica e a tomografia fotoacistica sao destacadas em 2.2.2.1 e 2.2.2.1,

respectivamente.

Como discutido na secdo 2.1, entre a producao e a deteccao das ondas fotoacusticas
existem 5 processos fisicos: absor¢ao Optica, geracdo de ondas térmicas, propagacao de
ondas térmicas, geracao de ondas elasticas e propagacao de ondas elasticas. Com base
nestes eventos, pode-se diferenciar propriedades de amostras distintas, ou mesmo de partes
distintas de determinada amostra, pela andlise de seus sinais fotoacusticos. Além de
caracteristicas térmicas e mecanicas, pode-se obter, a partir da inspecao da onda acustica,
o coeficiente de absorcao 6ptica dos materiais estudados. Isto propiciou o surgimento de

varias técnicas baseadas no efeito fotoacustico, tais como a calorimetria fotoacustica, a
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espectroscopia fotoactstica (PAS) e a modalidade de geragao de imagem fotoacistica
(PAI). O coeficiente de absorgao éptica apresenta altissima especificidade e técnicas PAS e
PAT estao embasadas em sua diferenciacao. A exploracao, busca por aperfeicoamento e o
crescente nimero de aplicacoes recentes da PAS e da PAI podem ser evidenciadas pelas

referéncias [16, 42, 43, 15, 44, 1], e as proximas secoes se focardo em tais técnicas.

Encontra-se uma vasta quantidade de estudos na area de ciéncias dos materiais
que aplicaram a fotoactustica na investigacdo de propriedades de amostras orgéanicas e
inorgénicas. A implementacao destas técnicas para analise de materiais biolégicos propiciou
o desenvolvimento de novas modalidades de diagnéstico, baseadas no efeito, que ja foram
bastante exploradas e apresentaram excelentes resultados [16, 42, 43]. Esta se¢ao focaré,
principalmente, na fotoactistica aplicada a tecidos biolégicos, sob a seguinte justificativa:
os trabalhos realizados para esta dissertagao (apresentados nos capitulos 3 e 4) consistiram
na construcao de um sistema capaz de imagens fotoacusticas, e na avaliacao da viabilidade

de seu uso no diagnostico odontolégico.

Para que um material possa ser estudado por meio das técnicas fotoactsticas, é
necessario que em sua composi¢ao haja substancias capazes de absorver radiagao EM nos
comprimentos de onda utilizados pelo aparato o suficiente para gerar sinais acisticos pas-
siveis de serem detectadas pelo sistema. Essas substancias sao denominadas de cromoéforos
e, no contexto das modalidades de imagem de tecidos bioldgicos, sao intituladas de agentes
de contraste. Estes se classificam em dois tipos: os agentes de contraste endogenos, que a
priori ja faziam parte da composicao natural do tecido, e os exdgenos, que sao produzidos

externamente e introduzidos nas amostras por meio da intervengao humana [15, 42].

Exemplos de agentes de contraste enddgenos comuns sdo a hemoglobina (pode-se
diferenciar a oxi-hemoglobina da desoxi-hemoglobina), a melanina, os acidos nucleicos,
os lipideos e a agua. Utilizando a absorcao de radiagoes EMs visiveis e infravermelhas
pela hemoglobina, obtém-se informacoes a respeito da morfologia e da fisiologia de vasos
sanguineos [43, 15]. Pode-se descobrir informagoes extremamente importantes para o
diagnéstico de melanoma pela andlise do sinal fotoacistico gerado pela melanina [45]. A
partir da absor¢ao da radiacao ultravioleta pelos acidos nucleicos sao construidas imagens de
nucleos celulares. Os lipideos permitem a investigagao preventiva de doencas vasculares tais
como a arterosclerose [46], ja a absor¢ao da dgua possibilita o estudo de lesdes. Uma grandes
vantagem do uso dos cromoéforos enddgenos nas técnicas fotoacusticas é a simplificacao
do procedimento; uma vez que todas as etapas de producao e administracao dos agentes
de contraste ndo sdo necessarias, e também nao havera motivos para preocupagoes com
alteragoes na amostra devido a introdugao de substancias [15, 47]. Ademais, diversos
agentes de contraste exdgenos utilizados no diagnéstico por imagem desencadeiam efeietos
colaterais nos pacientes. O espectro de absorcao dos croméforos endogenos mais usuais €

mostrado na figura 3
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Figura 3 — Espectros de absorcao de agentes de contraste endogenos.
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Fonte: Adaptado de [15].

Os agentes de contraste exdgenos sao administrados nas amostras, a fim de intensi-
ficar o sinal oriundo de alguma substancia, ou conferir maior seletividade a determinados
componentes dos tecidos analisados. E comum o uso de nanopaticulas e os corantes or-
ganicos, tais como o azul de metileno e a indocianina verde, como agentes de contraste
ex6genos. Uma discussao aprofundada sobre estes e outros diversos agentes de contraste

exdgenos, bastante utilizados atualmente, foi realizada por Fu et al. em 2019 [47].

2.2.1 Espectroscopia fotoacustica
2.2.1.1 Técnicas espectrométricas

O termo espectroscopia refere-se de forma genérica ao estudo das interagoes das
radiagoes eletromagnéticas (EM) com a matéria. As técnicas espectrométricas experimentais
(espectrometrias) consistem fundamentalmente na analise do espectro das radiagbes EM
absorvidas ou emitidas por um material, a fim de deduzir a composi¢ao quimica do mesmo, e,
consequentemente, algumas de suas propriedades fisico-quimicas. Tais técnicas sao referidas,
na grande maioria dos estudos, também pelo termo espectroscopia e este trabalho fara
da mesma forma. A espectroscopia proporcionou grande parte dos conhecimentos atuais
acerca das estruturas submicroscépicas da matéria, de forma que pode-se afirmar que o
estado da arte da fisica atomica e molecular, da quimica e da biologia molecular s6 foi

possivel gracas a esta técnica [48].
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O espectro (de emissao ou absorgao) de uma dada amostra estd intimamente
relacionado com a distribuicao eletronica dos materiais que a constituem. A partir do
comprimento de onda das linhas espectrais, deduz-se os niveis de energia de sistemas
atomicos e moleculares; a intensidade de uma dada linha espectral fornece a probabilidade
de determinada transicao (eletrénica, rotacional ou vibracional) acontecer; ja a largura
natural de uma linha espectral propicia o calculo do tempo de vida médio de estados
excitados. Estes sao alguns exemplos de como a espectroscopia pode ser utilizada na infe-
réncia das estruturas eletronicas de atomos e moléculas, e, consequentemente, na dedugao
das estruturas das moléculas e dos tipos de interagoes entre as mesmas. Uma enorme
quantidade de linhas espectrais foram correlacionadas com elementos, moléculas e ligagdes;
e tabeladas. Atualmente ao investigar uma substancia desconhecida por espectroscopia,

compara-se seu espectro aos dados tabelados [48].

As técnicas espectrométricas tradicionais, ou seja, as espectroscopias Opticas, po-
dem ser divididas em 4 grupos, a depender do fenémeno fisico responsavel pela geragao do
espectro a ser analisado. O primeiro deles engloba as espectroscopias de emissao atomica,
que investigam as amostras a partir das radiacoes emitidas pelos seus constituintes. Estas
técnicas sao amplamente utilizadas na Astronomia, para o estudo dos corpos celestes que
estao situados em locais de dificil acesso mas emitem radiagdes para regides acessiveis.
O segundo grupo inclui as espectroscopias de luminescéncia, que também utilizam as
radiagoes emitidas pelos materiais, porém, diferentemente das espectroscopias de emissao
atomica, as de luminescéncia excitam a amostra para que ela emita a radiacao a ser
analisada. Os principais tipos de espectroscopia de luminescéncia sdo a quimiluminescéncia,
a espectrometria de fluorescéncia e a espectrometria de fosforescéncia. As técnicas classi-
ficadas no terceiro grupo analisam as radiacoes espalhadas, e por isso sao denominadas
espectroscopias de espalhamento; técnicas representantes deste grupo sao a espectrometria
Raman, a turbidimetria e nefelometria. No quarto grupo estao as espectroscopias de
absor¢ao, ou seja, as técnicas que identificam o espectro absorvido por dada amostra para

sua andlise [49].

2.2.1.2 Definicoes e aspectos gerais

O efeito fotoacustico (PA, do inglés PhotoAcoustic) permite a afericdo da energia
Optica absorvida por uma amostra através da analise de pulsos actsticos. Como a onda
fotoacustica é gerada em decorréncia da absorcao 6ptica, as grandezas que a descrevem
fornecem as informacoes necessarias a realizacao de medidas espectrométricas. O termo
espectroscopia fotoactstica (PAS, do inglés PhotoAcoustic Spectroscopy) refere-se a técnica
espectrométrica baseada no efeito PA [1], este método é classificado como uma espectros-
copia de absor¢ao. A PAS é considerada uma técnica de medi¢do de composi¢do quimica e

de concentragdo de componentes, com alta sensibilidade e alta seletividade.
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A diferenca fundamental entre a PAS e as espectroscopias Opticas convencionais
estd na natureza da grandeza fisica medida. As técnicas usuais aferem a poténcia dos
fotons transmitidos, espalhados ou refletidos pela amostra para produzirem os espectros
a serem analisados. J4 na PAS, informacoes espectrais sao obtidas a partir da medicao
direta de uma grandeza proporcional a absor¢ao 6tica, a amplitude do sinal fotoactstico.

1, 8, 31].

Um grande desafio para as espectroscopias de absor¢ao éptica é a determinacgao
da parcela de energia que foi efetivamente absorvida pelo material. Para tal, detecta-
se o espectro de uma dada fonte luminosa antes e depois de atravessar a amostra, e,
subtrai-se o segundo espectro obtido do primeiro. Esta diferenca fornece a atenuagao, ou
seja toda a parcela de energia incidente que nao chegou ao detector (devido a absorcao
e espalhamento). Para se obter espectros de absor¢ao de materiais espalhadores, sdo
necessarios calculos computacionais, aprimoramentos do aparato experimental e até mesmo
preparacoes especiais das amostras. Estes procedimentos em geral sao complicados e
dependem de caracteristicas especificas dos materiais analisados. Como no caso da PAS
a medicao da absorc¢ao ocorre de forma direta, os fétons associados a outros fenémenos
6pticos naturalmente nao sdo contabilizados. Isto é uma notavel vantagem da PAS, uma
vez que a técnica possibilita a realizacao de analises espectrométricas com experimentos
simples, até mesmo em materiais altamente espalhadores, sem a necessidade de tratamentos

das amostras.

Outro relevante beneficio da PAS é sua alta sensibilidade, que permite a deteccao
de absorbancias da ordem de 107'%m™" [10]. Além disso, a PAS é capaz de fornecer o
espectro de absorcao de materiais altamente absorventes, e até mesmo completamente
opacos, 0 que, obviamente, nao pode ser obtido empregando a espectroscopia de absorcao
optica. Assim, a PAS é adequada na andalise de uma vasta quantidade de materiais, com

diferentes caracteristicas opticas, em diversos formatos e em qualquer estado fisico [8, 31].

2.2.1.83 Instrumentacao

Um sistema de medidas fotoacusticas é constituido fundamentalmente pelos se-
guintes componentes: uma fonte luminosa modulada ou pulsada; uma célula fotoacustica,
dentro da qual sdo dispostas as amostras; um detector (ou um conjunto de detectores) de
sinais acusticos; alguns dispositivos eletronicos, para amplificar e ler o sinal; e um sistema

computacional para controlar todo o aparato e processar os dados coletados [35].

2.2.1.3.1 Fontes de radiacao eletromagnética

Considera-se que uma fonte de luz ideal para a PAS é aquela que [35]:
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Emite comprimentos de onda bem definidos por meio de sintonizacao;

Apresenta um método de modulagao intrinseco com frequéncia estével e controlavel.
As frequéncias mais adequadas sao as da faixa de kHz, pois as ondas actsticas sao
geradas na mesma frequéncia e ha uma ampla variedade de detectores actsticos

compactos nesta faixa de frequéncias;

E capaz de emitir luz a alta poténcia, pois as amplitude das ondas fotoactsticas sio

proporcionais a poténcia da luz incidente;

Emitem feixes que podem ser colimados a didmetros estreitos.

Os lasers cumprem com praticamente todos estes requisitos. Por tal motivo, pouquis-
simo tempo apdés a criagao dos primeiros lasers, foram desenvolvidos de sistemas PAS
utilizando os dispositivos como fontes luminosas [50]. Além disso, atualmente, os lasers
sao as fontes mais empregadas nos diversos sistemas PAS existentes. Sao facilmente encon-
trados trabalhos que produzuriam sistemas PAS utilizando lasers a gas de CO; [51, 52],
lasers de diodo [53, 54|, lasers de cascata quantica [55, 56] e lasers Q-suitched Nd:YAG

[57], como exemplificado pelas refeéncias citadas [35].

Os lasers de C'Oy emitem na regiao do infravermelho médio, compreendendo a
faixa das frequéncias que ocasionam grande partes das transi¢oes roto-vibracionais, bem
conhecida por regidgo de impressao de digital dos compostos. Estas fontes de radiagao
de alta poténcia possibilitaram o surgimento de sistemas PAS bastante sensiveis. As
principais desvantagens da utilizagdo dos lasers de C'Oy nos sistemas PAS sao o alto custo
do equipamento e de sua manutencao. Além disso, muitos lasers de C'O, nao apresentam
um método de modulacao intrinseco, sendo, nestes casos, necessaria a modulagdo mecanica
do feixe [35].

Provavelmente as fontes de luz mais utilizadas nos aparatos fotoactsticos sao os
lasers de diodo de retroacgao distribuidas (DFB, do inglés Distributed FeedBack). Estes
laser emitem modos tinicos, sdo sintonizaveis, compactos, robustos e seus feixes podem
ser modulados por variagao de corrente ou temperatura. Tais caracteristicas, juntamente
com o fato dos lasers de diodo poderem ser acoplados a fibras épticas, permitiram o
desenvolvimento de sistemas PAS menores, mais estaveis e resistentes, capazes de realizar

medidas in locu e ndo apenas em laboratério [35].

Os lasers Q-switched Nd:YAG emitem radiacao pulsada de alta poténcia em um
tnico comprimento de onda (1064nm). Quando combinados com componentes de conversao
de comprimento de onda, estes laser sdo 6timas fontes de radiacao para sistemas PAS de
alta sensibilidade. A associacao de lasers Nd:YAG com osciladores paramétricos opticos

(OPOs), por exemplo, permitiu a detecgdo de concentra¢oes menores que parte por bilhdo

(ppb) [35].
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O desenvolvimento de LEDs (light-emitting diodes) modulados a altas frequéncia,
com alta poténcia e capazes de emitir bandas de comprimentos de onda estreitas permitiu
o desenvolvimento de sistemas PAS utilizando LEDs como fonte luminosa. Os LEDs
apresentam as grande vantagem por serem muito mais econémicos e compactos do que os
lasers [58, 59, 60, 61].

2.2.1.3.2 (Célula fotoacustica

Uma célula fotoactustica consiste simplesmente em um recipiente onde sao colocadas
as amostras a serem estudadas e o detector acustico. A célula PA influencia diretamente
o formato e a amplitude das ondas PAs geradas pela amostra. Os ruidos dos sistemas
também dependem da célula PA, entao, pode-se dizer que a sensibilidade de um aparato
PAS estéa associada ao tipo de célula PA utilizada. O recipiente mais indicado para cada

sistema depende da natureza da amostra que sera analisada [31].

No estudo de gases, a amostra pode preencher toda a célula fotoactstica, e o
tamanho e formato da célula podem ser ajustados de modo que haja ressondncia das ondas
PAs dentro da célula. As células fotoacusticas ressonantes aumentam a amplitude da onda

fotoacustica, melhorando a sensibilidade do sistema.

Na analise de so6lidos e liquidos, muitas vezes é indicado que se preencha a célula
PA com algum liquido (em geral a d4gua) a fim de se obter um melhor acoplamento actstico

entre a amostra e o meio que a circunda e também entre o meio e o detector [35, 62, 31].

2.2.1.3.3 Detectores acusticos

Os detectores acusticos sao fundamentalmente equipamentos que convertem sinais
acusticos (variagoes de pressao) em sinais elétricos. Os dispositivos de detecgao mais usuais

sdo os microfones capacitivos e os transdutores piezoelétricos ultrassonicos [31].

Microfones capacitivos sao capacitores com distancia entre as placas variaveis.
Quando a distancia entre as placas dos capacitores se ajusta em decorréncia da pressao a
qual o aparelho esta submetido, geram-se pulsos elétricos proporcionais aos pulsos actsticos.
Os pulsos elétricos podem ser lidos pelos dispositivos eletronicos que serao discutidos na
préxima secao. Os microfones capacitivos mais empregados a PAS sao os de eletreto, estes
dispositivos sdo compactos, econémicos e resistentes. Atualmente existe no mercado uma
ampla variedade de pequenos microfones de eletreto, que abrangem uma vasta regiao de
frequéncias sonoras e ultrassonicas. Os microfones sao mais indicados nas PAS de amostras

gasosas [35].

Transdutores (ou detectores) piezoelétricos (PZT do inglés PieZoelecTric) sao
equipamentos que transformam os estresses mecanicos em sinais elétricos devido a presenca

de um material PZT em seu interior. Materiais PZT sao aqueles que, quando submetidos a
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variacoes de pressao, se polarizam e geram correntes proporcionais aos estresses mecanicos.
Exemplos de materiais PZT comumente empregados na confecgao de transdutores sao o
quartzo e a turmalina. Também existem detectores PZT ceramicos, que, diferentemente dos
de cristal tnico, utilizam um conjunto de camadas de materiais diferentes como elemento
piezoelétrico. Comparacoes entre os diversos tipos de transdutores podem ser encontradas

na referéncia [63, 31].

Os transdutores piezoelétricos oferecem grandes vantagens na analise de materiais
nos estados liquidas e solidos. A otimizacao do casamento de impedancia acustica entre
o transdutor e a amostra no estado sélido, quando o dispositivo é posto em contato
direto com a mesma, fornece maior sensibilidade e confiabilidade aos sistemas PAS. O
desenvolvimento de transdutores PZT de imersao, detectores que podem ser submersos
em diversos liquido, possibilitou um acoplamento ainda mais sofisticado, uma vez que a
célula fotoacustica pode ser preenchida pelo liquido que melhor se adequa a dada amostra.
Outro beneficio dos detectores PZT ¢é a capacidade de responder rapidamente aos estresses
mecanicos. Em decorréncia desta caracteristica, os transdutores PZT sdao muito mais

indicados em sistema PAS que operam com radiagoes pulsadas [64, 35, 62, 31].

2.2.1.3.4 Dispositivos eletronicos para controle e automacgao de medidas

Amplificadores eletronicos capazes de filtrar e amplificar os sinais provenientes do
detector actstico sao dispositivos fundamentais a PAS, uma vez que a rela¢ao sinal-ruido dos
sinais fotoacusticos é muito pequena para a grande maioria das amostras estudadas. Apds
serem transformados em sinais elétricos e amplificados, os sinais fotoactsticos precisam
ser digitalizados para posteriormente serem tratados e armazenados em computadores.
Para realizar a digitalizagao, sao utilizados processadores de sinais digitais, tais como
osciloscopios, que também permitem controle do modo como o sinal serda armazenado. Além
disso, para a automatizacao completa do sistema, sdo necessarias unidades de automacao
e controle eletronicas altamente integradas, bem como um software que trate os dados e

forneca os espectros das amostras.

Nos caso em que sao utilizadas radia¢does moduladas, também podem ser necessarios
controladores de corrente e temperatura dos lasers . Além disso, nos casos especificos de
estudos de amostras gasosas, podem ser desejaveis dispositivos mecanicos e eletronicos

para ejetarem as amostras para dentro das células PA e expulsarem os gases das mesmas.

2.2.1.4 Aplicacoes da PAS

De modo geral, a aplicagao da PAS é a analise quimica quantitativa e qualitativa
[65]. Como a andlise quimica fornece uma grande quantidade de informagoes relevantes a
respeito das propriedades dos materiais, a PAS é bastante aplicada em ciéncias de materiais

(66, 67]. A técnica também foi amplamente empregada em estudos ambientais, avaliando
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propriedades dos solos [68, 69] e concentragao de gases poluentes no ar [56, 53]. Diversas
aplicagdes da PAS nas dreas médicas e biologicas também sdo encontradas facilmente na
literatura, uma vez que é possivel inferir caracteristicas fisiologicas de organismos a partir
da andlise quimica de tecidos biolégicos [70, 71]. Estes sdo apenas alguns poucos exemplos

das intmeras aplicagoes da PAS.

Como comentado, através da PAS torna-se possivel a andlise das linhas espectrais de
materiais altamente transparentes e altamente absorvedores (opacos), o que ndo ocorre no
caso das técnicas espectrométricas de absorcao tradicionais. Tal qualidade amplia bastante
os campos de aplicagdo da PAS. A seguir serao discutidos alguns resultados relevantes
obtidos com a PAS visando ilustrar o potencial da técnica. Outras aplicacoes interessantes
podem ser encontradas nas referéncias [8, 72, 51, 65, 31]. E importante salientar que a
PAS permanece em crescente desenvolvimento sendo aplicada cada vez mais em diversas

areas.

Uma notavel aplicacdo da PAS é o estudo dos componentes dos solos. O conhe-
cimento do tipo de solo de um local é de extrema importancia para a agricultura, uma
vez que conhecendo as propriedades dos solos pode-se avaliar a viabilidade do plantio
de dada cultura, assim como realizar seu manejo adequado. Usualmente o estudo de
solos é realizado por inspecao laboratorial, nas quais uma porc¢ao da terra é retirada,
tratada e posta para reagir com diversos componentes. Este processo é longo, complexo,
demanda mao de obra especializada e pode produzir residuos danosos ao meio ambiente.
As espectroscopias, por outro lado, tem se mostrado como métodos mais rapidos, mais
econdmicos (a longo prazo), sem contato, ndo poluentes e objetivos para andlise de solos.
A espectroscopia fotoacustica destaca-se entre os métodos espectrométricos tradicionais
por nao necessitar de preparacoes das amostras, podendo a avaliacao ser realizada até

mesmo in loco, e por garantir maior sensibilidade e especificidade as analises.

Os solos sao compostos fundamentalmente por agua, matéria organica e minerais
argilosos, tais como carbonato de célcio, a caulinita e a bentonita. Os componentes dos
solos podem ser distinguidos a partir de seus espectros fotoacusticos (ou espectros de
absorgao) caracteristicos. Existe certa dificuldade na identificacao da transi¢ao associada a
cada pico de absorcao no espectro de uma dada amostra de solo devido a sobreposicao
das absor¢oes associadas a um grande nimero de compostos. Apesar disso, cada tipo
de solo apresenta absorcoes caracteristicas bem conhecidas e a partir da espectroscopia
fotoacustica é possivel classificar os solos bem como inferir suas propriedades. A figura
(figura 4) mostra os espectros fotoactsticos na regiao do infravermelho de 10 tipos de solos
bem conhecidos [68, 69].

Uma outra aplicacao da PAS extremamente relevante, na drea de medicina, foi
demonstrada na referéncia [73]. O artigo utilizou a PAS para monitorar a quantidade

de etileno contida no ar expirado por pacientes enquanto os mesmos eram submetidos a
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Figura 4 — Espectro fotoactstico de 10 tipos de solos distintos.
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Fonte: Adaptado de [68].

cirurgias cardiacas. Neste caso a concentracao de etileno na expiragao esta intimamente
relacionada com a peroxidacao de lipidios, que, por sua vez, estd associado a resposta
cirtrgica. Um equipamento PAS comercial foi capaz de fornecer a concentracao de etileno
em amostras do ar expirado pelos pacientes em tempo real. A figura 5 mostra a concentracao
de etileno em fungao do tempo de duragao da cirurgia. O artigo [73] comprova a viabilidade
da aplicacao da PAS, método néo invasivo e de alta sensibilidade, na analise em tempo
real a peroxidacao de lipideos, que pode ser utilizada para estudos clinicos e em periodos
perioperatorios [73, 74]. Outras aplicagoes da PAS na andlise de componentes do ar exalado

por individuos com objetivo de diagndstico podem ser encontrados em [74].

Vale salientar que a analise de materiais bioldgicos com a PAS apresenta grandes
vantagens: a técnica é capaz de obter informacoes do material a partir de amostras
muito pequenas, e sem a necessidade de contato fisico com a mesma, o que possibilita a
reutilizagao de amostras e o estudo in vivo. Entre estes trabalhos, destacam-se artigos
que avaliaram o espectro de absor¢do do sangue através da PAS, a fim de inferir aspectos

fisiol6gicos de tecidos biologicos e diagnosticé-los. [12, 8].

2.2.2 Métodos de geracao de imagens fotoacusticos
2.2.2.1 Consideracoes gerais

O surgimento de técnicas de geragdo de imagens bioldgicas causou grande impacto
nas ciéncias e na medicina, especialmente no diagnoéstico, uma vez que permitiu o acesso
a informagoes anatomicas e fisioldgicas a respeito de organismos de forma nao invasiva

in vitro ou in vivo. Existem atualmente diversos equipamentos no mercado capazes de
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Figura 5 — Concentragao de etileno x tempo.
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realizar imagens de tecidos biolégicos por meio de diferentes modalidades que ja sao
bem conhecidos e utilizados em estudos clinicos, pré-clinicos e no diagnéstico médico. As
modalidades de imagem mais comuns podem ser divididas em 4 grupos: o primeiro engloba
as que utilizam radiagOes ionizantes tais como a radiografia convencional, a tomografia
computadorizada e a tomografia por emissao de poésitrons; o segundo é constituido pelas
modalidades 6pticas, e tem a microscopia de fluorescéncia confocal, a microscopia de
fluorescéncia de dois fétons e a tomografia por coeréncia dptica como representantes; no
terceiro grupo estao as ultrassonografias e no quarto as ressonancias magnéticas. Cada
uma das técnicas citadas acima apresentam beneficios e 6nus de forma que a decisao da
mais adequada para o estudo de dado sistema deve ser realizada com cautela levando
em conta a resolucao espacial, os agentes de contraste, o tempo despendido para gerar a

imagem, a profundidade que se deseja alcancar, etc [42].

Na segunda metade da década de 90, foram publicados artigos que empregaram
sinais fotoacisticos na geracao de imagens biomédicas e sugeriram o uso das mesmas para
diagnostico [5], surgiu entdo, a modalidade de geracao de imagens fotoacusticas (PAI,
do inglés PhotoAcoustic Imaging). Isto despertou o interesse de um grande nimero de
pesquisadores, que rapidamente apresentou novas tecnologias para a otimizacao da técnica

e a testaram em diversos tecidos biolégicos [16, 7).

Para realizar a PAI, irradia-se a amostra com pulsos curtos de laser (em geral da
ordem ns) e detecta-se, em pontos que circundam a mesma, ondas ultrassonicas de banda
larga emitidas por ela. Posteriormente, os dados coletados sao processados computacional-
mente e a imagem ¢ gerada. As ondas ultrassonicas sao geradas em decorréncia da absorgao

optica pelos croméforos presentes nos tecidos bioldgicos. Os cromoéforos estao situadas
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em pontos especificos da amostra e, absorcoes seguidas de decaimentos nao radiativos
culminam no surgimento de sitios absorvedores aquecidos na amostra. Tais sitios originam
pulsos actsticos que sao propagados no material, no meio em que o cerca e finalmente
detectados e processados por um algoritmo de reconstrucao de imagem. As amplitudes dos
pulsos ultrassonicos determinam os coeficientes de absorc¢ao optica dos sitios absorvedores
enquanto que o atraso temporal destes pulsos com relagao ao pulso de luz incidente é
utilizado para localizar os sitios absorvedores no tecido [75, 76]. Com estas informagoes
pode-se construir uma imagem mapeando os coeficientes de absor¢ao 6ptica ao longo da

amostra [24, 42]. A figura 6 representa esquematicamente um sistema PALI.

Figura 6 — Esquema sistema PAL.
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A analise de imagens fotoactusticas fornece informagoes anatdomicas, funcionais
e metabdlicas dos tecidos, que sao bastante titeis em estudos clinicos, pré clinicos e no
diagnostico. A alta especificidade do coeficiente de absor¢ao éptica propicia a PATI alto
contraste. Ja a elevada penetrabilidade das ondas actsticas nos tecidos permite a geracao
de imagens fotoactusticas bioldgicas com boa resolu¢ao em profundidades relativamente
altas [42, 14]. O crescente desenvolvimento de pesquisas sobre a PAI nas duas tltimas
décadas é, em parte, justificado quando se compara a modalidade as técnicas de diagnodstico

por imagem mais utilizadas atualmente.

A PAI nao utiliza radiacao ionizante, logo a auséncia dos riscos a saude e da
necessidade de construgao de dispendiosas instalagoes para cumprir com as normas de
seguranca do uso de radiagdes ionizantes sao notaveis vantagens da PAI sobre as técnicas

que utilizam raios-X.
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A diferenca fundamental entre a ultrassonografia convencional e a PAI estd na
forma como as ondas ultrassonicas detectadas e utilizadas para a formacao da imagem
sao originadas. Na primeira, as oscilagoes tratam-se apenas de reflexoes de pulsos de
mesma natureza que foram incididos no tecido, ja na segunda, elas sao consequéncia de
aquecimentos resultantes da absorcao de radiacao eletromagnética pelo material bioldgico.
Desta forma, a US se baseia nas propriedades mecanicas e elasticas das substancias para
distingui-las, ja a PAI, utiliza a capacidade de absor¢ao 6ptica para tal. Isto confere a
PAI um contraste muito mais elevado do que o observado em imagens ultrassonicas pois a
diferenca entre os coeficientes de absor¢ao optica de materiais biolégicos diferentes sao
bastante acentuadas, ainda que suas propriedades mecanicas e eldsticas sejam altamente
semelhantes. Ademais, a absor¢ao 6ptica depende do comprimento de onda da radiacao,
logo, o contraste da imagem pode ser controlado pela variacao desta grandeza na fonte de

radiagao incidente [14].

Quando a PAI é comparada a técnicas de diagnodstico por imagem puramente
Opticas observa-se que a natureza das oscilagoes emitidas pelos tecidos, detectadas e
utilizadas para a formacao da imagem ¢é o que substancialmente difere os métodos. No caso
das modalidades épticas sao as ondas eletromagnéticos que darao a informagcao necessaria
para a geracao da imagem. Como os fendmenos 6pticos de espalhamento e atenuagao
ocorrem fortemente em materiais bioldgicos, tal caracteristica confere as técnicas uma
enorme diminui¢ao da resolucao espacial das imagens com o aumento da profundidade da
regiao de interesse. O uso das modalidades opticas apenas é viavel quando deseja observar
camadas que distam cerca 1 milimetro da superficie. J4 no caso da PAI, um algoritmo
combina pulsos ultrassonicos (mecénicos) provenientes do material biolégico a fim de
formar a imagem [14, 42]. Os tecidos biolégicos sdo aproximadamente 1000 vezes mais
transparentes ao ultrassom do que a luz conferindo a PAI a possibilidade de gerar imagens
de regides situadas a alguns centimetros da superficie com resolugao espacial comparavel ou
até maior que a das obtidas por modalidades épticas [16]. H4 sistemas PAT com resolugao
espacial de até centenas de nanometros. A resolucao das imagens diminui com o aumento
da profundidade da regiao de interesse, ainda assim foram desenvolvidos sistemas PAI
capazes obter imagens de camadas que estdo até poucas dezenas de centimetros distantes
da superficie [75, 77].

Uma outra grande vantagem da PAI é a capacidade de realizacao de imagens vascu-
lares de alta resolucdo utilizando a hemoglobina como croméforo endégeno. As angiografias
por tomografia computadorizada ou por ressonancia magnética necessitam da introdugao
de agentes de contraste externos para produzir imagens vasculares. Normalmente os agentes
utilizados, tais como o iodixanol e o iopamidol, causam efeitos adversos no paciente. Ainda
usufruindo da absorc¢ao da hemoglobina, é possivel realizar com a fotoactistica oximetrias,
ou seja, medidas do nivel de saturacao de oxigénio no sangue. Para tal, analisa-se a dife-

rencga entre as absorc¢oes pelo sangue em dois ou mais comprimentos de onda e estima-se a
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concentragao de oxihemoglobina (HbO;) e de desoxihemoglobina (Hb) levando em conta o
espectro de absor¢ao de cada uma (figura 3). A descoberta de neovascularizagao, hipoxia
e isquemia sdo informacgoes extremamente valiosas no diagnéstico de tumores, doencas
vasculares e artrite que podem ser obtidas pela PAI empregando a hemoglobina como

croméforo [43, 12].

A compatibilidade com outras modalidades, especialmente as épticas e as ultras-
sonografias, também é um beneficio da PAI. As imagens PA podem ser sobrepostas as
imagens originadas por outras técnicas a fim de se obter informagoes mais completas e
precisas das amostras [42]. Além disso, pode-se destacar que os sistemas PAI sdo mais
compactos e economicos se comparados aos sistemas que utilizam radiacao ionizante e aos

que realizam ressonancia magnética nuclear [43].

2.2.2.2  Instrumentacao

As fontes de radiacao eletromagnéticas empregadas nos sistemas PAI em geral sao
lasers pulsados capazes de fornecer pulsos monocromaéticos, curtos e de alta poténcia. O
tipo de laser é escolhido de acordo com o material que se deseja analisar de modo que o
comprimento de onda emitido seja fortemente absorvido pela substancia. Os mais usuais
sao o Q-switched Nd:YAG de nanosegundo, o Ti:Safira, os lasers de corantes e os lasers
de diodo. Estes utimos permitiram o desenvolvimento de aparatos PAI mais compactos e

econdmicos [42].

Para a deteccao das ondas ultrassonicas normalmente se empregam transdutores
ultrassonicos (UST do inglés ultrassound tranducers) receptores, equipamentos capazes de
transformar perturbagoes mecanicas em perturbagoes elétricas que podem ser facilmente
digitalizadas. Os UST mais empregados aos sistemas PAI sao os piezoelétricos. A depender
do sistema, os transdutores podem serem instalados sozinhos ou em arranjos com geometrias
diversas. Conjuntos de transdutores fornecem imagens de melhor qualidade em um tempo
muito menor, se comparados aos elementos tnicos [43]. A escolha do UST influencia
diretamente na resolucao e na capacidade de penetracao do sistema. Transdutores que
captam ondas actsticas de altas frequéncias fornecem maior resolucao espacial. Por outro
lado, a capacidade de penetracao do sistema diminui com o aumento da frequéncia central
de detecgao do transdutor devido ao aumento da atenuac¢ao acustica com a frequéncia
[15]. O aumento da largura da banda de frequéncias que o transdutor esté apto a coletar

também refina a resolucao. [76]

Além dos equipamentos utilizados para a irradiacao da amostra e para a detecgao
do sinal ultrassonico os seguintes artefatos comumente compoem os sistemas PAI: um
amplificador de sinal elétrico, um osciloscépio e um computador (figura 6). O amplificador
é acoplado ao UST e, como comentado anteriormente, seu uso se faz necessario devido

ao fato das ondas fotoacusticas apresentarem amplitudes baixas e serem muitas vezes
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confundidas com os ruidos. Osciloscépios sao utilizados em laboratorio para digitalizar os
sinais elétricos provenientes do transdutor e aparatos mais compactos com esta mesma
funcao sao empregados nos dispositivos PAI comerciais, desenvolvidos para a pratica
clinica. O computador controla as regides que precisam se deslocar para o escaneamento,
realiza a sincronizacao do escaneamento com a deteccao e executa os algoritmos de geracao

das imagens [15, 42].

Os modos como sao realizadas a iluminagado 6ptica, a deteccao ultrassonica e a
geracao computacional modificam as caracteristicas das imagens PA obtidas e classificam
os sistema PAI em diferentes técnicas. As principais formas de implementacao da PAI sao
a tomografia fotoactustica (PAT do inglés PhotoAcoustic Tomography), também referida
por tomografia fotoacustica computadorizada (PACT do inglés PhotoAcoustic Computed
Tomography) e a microscopia fotoactistica (PAM do inglés PhotoAcoustic Microscopy)!
(15, 16].

A PAT se destaca pela sua capacidade de fornecer imagens de estruturas bioldgicas
internas ao tecido situadas distantes de sua superficie. Comumente a PAT apresenta
resolucdo da ordem de 10™*m e alcanca camadas localizadas a alguns centimetros da
superficie. Um sistema PAT tipico mapeia a absorcao 6ptica da amostra a partir da
formacao de imagens baseada na reconstrucao, método similar ao utilizado na tomografia
computadorizada convencional e na tomografia por emissao de positrons; os sistemas PAM
usuais, por outro lado, em geral realizam o escaneamento focado. A PAM é indicada no
estudo de estruturas organicas superficiais que nao podem ser vistas a olho nu pois gera
imagens de alta resolucio (da ordem 107%m) mas tem a capacidade penetracao limitada a

poucos milimetros [15, 16].

Cada um dos métodos serao discutido nas se¢des subsequentes e as principais

diferencas entre os sistema PAM e PAT usuais estao resumidas na tabela 1.

2.2.2.8  Microscopia Fotoacistica

Em geral, os sistemas PAM mapeiam a absorcao éptica com base no escaneamento
focado, ou seja, tanto o feixe 6ptico quanto o detector realizam a varredura a passos curtos

de pequenas regioes em torno do material estudado.

Para garantir que as imagens sejam geradas por escaneamento focado em um tempo
razoavel sao empregados pulsos de lasers com alta taxa de repeticao que podem chegar
a centenas de megahertz [16]. Diferente da técnica PAT que emprega pulsos lasers com
energia maior que 10mJ, a PAM geralmente utiliza pulsos com energia menores que 1mJ
pois a regiao iluminada é muito pequena [42]. Os UST dos sistemas PAM apresentam

abertura angular e largura de banda menores se comparados aos aplicados ao PAT.

1 Asreferéncias [15], [15] e [42] utilizam o termo PACT para se referir ao que neste trabalho é denominado

de PAT e o termo PAT para se referir a um grupo que engloba a PACT e a PAM.
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Tabela 1 — Diferencas notaveis entre os sistemas PAT e PAM convencionais

PAM PAT
Modo de iluminagao Focado ou difuso Difuso
Modo de detecgao Um transdutor ou um ar- Um tunico transdutor

ranjo de trandutores

Ordem da resolugao ti- | Ordem de yum Ordem de 0,1mm
pica das imagens

Profundidade usual- | Poucos mm Poucos cm
mente alcancada

Principais aplicagoes Corpo inteiro de pequenos Células, organelas e ca-
animais e orgaos humanos pilares
Agilidade no escanea- | Lenta Rapida

mento de dada area
Fonte: Elaborada pela autora com base em [16], [24], [15], [44], [43], [42].

Se a resolucao maxima do sistema PAM for determinada pelos componentes 6pticos,
classifica~se a técnica como microscopia fotoactstica de resolugao 6ptica (OR-PAM do
inglés optical resolution photoacoustic microscopy) ja se o UST limita a resolugdo maxima,
denomina-se a modalidade de microscopia fotoacustica de resolugao acustica (AR-PAM do
inglés optical resolution photoacoustic microscopy). Os aparatos da OR-PAM sao equipados
com lentes 6pticas de forma que o feixe seja focalizado em mintusculas dreas da amostra
com seu didmetro podendo variar de alguns micrometros a centenas de nandémetros, a
depender da resolugao espacial desejada [15]. A AR-PAM pode utilizar um feixe focalizado
com grande didmetro ou até mesmo difuso. Em geral a OR-PAM fornece maior resolucao,
enquanto que a AR-PAM permite a realizacao de imagens de camadas mais profundas dos
tecidos. Por apresentar altissima resolugao superficial (da ordem de micrémetros ou até
centenas de nanémetros), a OR-PAM é indicada para a obtencao de imagens de células e
organelas e para a deteccdo de tumores pela avaliagdo da angiogénese de capilares [42]. A
AR-PAM, por outro lado, foi bastante aplicada na analise de estruturas macroscopicas de

pequenos animais.

A figura 7 trata-se da imagem de fibroblastos obtida por OR-PAM. A OR-PAM
empregado continha um oscilador paramétrico éptico (OPO) e um UST com frequéncia
central em 40MHz. Os agentes de contraste enddégenos que viabilizaram a obtencao da
imagem foram os citocromos contidos nos citoplasmas (em verde) e os dcidos nucleicos

nos nucleos (em azul). Para ser absorvido pelos citocromos o OPO foi sintonizado em



Capitulo 2. Efeito fotoacustico: fundamentos e aplicacoes 40

422nm e em 250nm para os acidos nucleicos. A amostra foi escaneada duas vezes, uma em
cada comprimento de onda, e as duas imagens geradas foram sobrepostas para originar a

imagem reproduzida na figura 7.

Figura 7 — OR-PAM de Fibrobastos.
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Fonte: Adaptado de [78].

A referéncia [76] expde um sistema AR-PAM com capacidade de fornecer o mape-
amento da absorcao 6ptica em diversos comprimentos de onda e produzir imagens com
resolucao da ordem de dezenas de micrometros de regioes localizadas a alguns milime-
tros da superficie do tecido. Para tal, foram empregados um laser de corante pulsado
sintonizavel emitindo pulsos de 6ns e um UST com frequéncia central em 50MHz. A
partir das imagens originadas pelo sistema podem ser obtidas informagoes funcionais além
das anatomicas, por isto os autores referem-se ao mesmo por functional photoacoustic
microscopy (fPAM), de animais e humanos in vivo. Combinando medidas realizadas com o
laser operando em 584nm e 764nm, o sistema foi capaz de identificar um melanoma em
um rato e localiza-lo através da construgao de uma imagem tridimensional do tumor e dos
vasos sanguineos que o circundam 8. A figura 8 (a) representa uma projegao ortogonal da
area escaneada, enquanto que a figura 8 (b) trata-se de uma superposicao destas projecoes
para a visualizagdo tridimensional do tumor, inferéncia do seu volume e profundidade na
pele. A figura revela o grande potencial de aplicabilidade da AR-PAM no diagnostico de

cancer de pele.

2.2.2.4 Tomografia Fotoacustica

O método de formacao de imagens baseadas na reconstrugao, normalmente aplicado
na PAT em geral forma a imagem sem a necessidade de grandes deslocamentos do feixe
luminoso e dos detectores. Por outro lado, na formagao da imagem por escaneamento
focado, principal técnica aplicada aos sistemas PAM, os transdutores e os feixes percorrem

toda a regiao de interesse da amostra.
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Figura 8 — AR-PAM de Melanoma.

Fonte: Adaptado de [76].

A irradiacao das amostras nos sistemas PAT em geral é feita por feixes de lasers
pulsados e difusos, capazes de iluminar completamente o material a cada pulso. A alta
poténcia da radiacao ¢ extremamente importante nesta modalidade pois além empregar
feixes com grande didmetro ela visa obter informagoes de camadas profundas dos tecidos
biol6gicos [42]. Como nao se faz necessario a varredura do laser por todo o campo de
visao (FOV do inglés field of view) para a realizacdo da PAT, os pulsos de lasers aplicados
aos sistemas PAT em geral sao mais longos e com menores taxas de repeticao do que os

utilizados nos sistemas PAM e isto nao compromete a velocidade da geracao da imagem
na PAT.

Para a captacao das ondas ultrassonicas a PAT utiliza detectores de banda larga, ou
seja, capazes de receber diversos comprimentos de ondas acusticas, e com um amplo angulo
de abertura para captar pulsos provenientes de diversas regioes. O sistema pode dispor de
um unico transdutor ou de um arranjo de transdutores e ha necessidade de deslocamento
em ambos os casos para a obtencao de uma amostragem de dados espacialmente densa. E
fato que caminho a ser percorrido pelo elemento tinico é muito maior do que o associado
ao conjunto de transdutores logo, gerar imagens utilizando o primeiro despende muito
mais tempo, apesar da vantagem economica. Por esta razao, pode-se dizer que os sistemas
que operam com um Unico transdutor sao adequados para estudos de amostras estaticas

mas nao para investigagoes de tecidos biolgicos in vivo ou aplicagoes clinicas [16].

A fim de escanear as amostras completamente os detectores de ultrassom sao
deslocados na dire¢cao das coordenadas das geometrias esféricas, cilindricas ou planares
até percorrerem todo o FOV coletando os dados. A depender do aparato utilizado o FOV
pode ser ter uma, duas ou trés dimensoes [15]. Os arranjos de transdutores empregados
nos sistemas PAT com geometria esférica tem forma de arco ou de hemisfério oco. Nos

casos de geometria cilindrica, os arranjos tém em geral forma de anel e nos aparatos que
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seguem geometria planar, os arranjos sao lineares ou retangulares [16, 42].

Com o sistema PAT exposto na referéncia [79] foram realizadas imagens tridimen-
sionais do corpo inteiro de ratos in vivo nas quais se podem localizar e diferenciar muito
bem diversos 6rgaos (Figura 9). Os ntmeros 1 e 2 indicam o coragao do animal, sendo 1 o
atrio esquerdo e 2 os ventriculos. O 3 rotula o figado, o 4 o bago, o 5 0s vasos toracicos e
0 6 um dos rins. O 7 indica a coluna e o 8 aponta para tecido adiposo. Para tal, foram
utilizados pulsos de 10ns oriundos um OPO operando no comprimento de onda de 800nm.
A deteccao das ondas fotoactsticas foram realizadas por um arranjo hemisférico contendo
256 transdutores ultrassonicos com frequéncia central de 4M Hz. A resolugao espacial

obtida por este sistema PAT varia de 250 pum a 500 um.

Figura 9 — PAT de corpo inteiro de rato de 3 dngulos distintos.

Fonte: Adaptado de [79].

A referéncia [80] discute a importancia da andlise morfologica de vasos sanguineos
periféricos no diagnéstico preventivo de diversas doengas tais como a arterosclerose, as
varizes e a endocardite infecciosa. O artigo aponta os motivos pelos quais as modalidades
de imagem usuais nao sdo compativeis com este tipo de estudo e indica a PAT como uma
técnica adequada para tal andlise mapeando a rede de vasos sanguineos da palma da mao
humana. A PAT foi capaz de gerar imagens tridimensionais de alta resolucao de forma
nao invasiva e sem o uso de agentes de contraste exdgenos das veias e artérias contidas
na mao que permitiu a visualizagdo das formas dos vasos e de suas localizagoes (figura
910). O sistema PAT utilizado contém um arranjo em formato hemisférico de transdutores
ultrassonicos com frequéncia central em 2M Hz e largura de banda de 70% e empregou

pulsos lasers com comprimento de onda em 795nm para escanear a mao [80].
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Figura 10 — PAT de palma da mao.

{
(urur) apeprt

Fonte: Adaptado de [80].
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3 DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE IMAGENS FOTOACUSTICAS

3.1 DESCRICAO DO APARATO EXPERIMENTAL

A figura 11 ilustra o aparato experimental desenvolvido para a geragao de imagens
fotoactusticas. O sistema é capaz de escanear superficies de objetos, e fornecer mapas de
contorno que associam a intensidade (distancia vale-pico) do sinal fotoactstico a localidade

onde o mesmo foi detectado.

Figura 11 — Diagrama do Sistema de Imagem Fotoacustica.
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A fonte de radia¢ao pulsada consiste em um laser Q-switched Nd:YAG (Continuum
Surelite 1I-10) que pode operar em 532nm ou 1064nm. Apés ser emitido pelo laser, o
feixe de aproximadamente 7 mm de didmetro é refletido por um prisma de angulo reto e
levantado por espelhos, entao passa por um divisor de feixe que o separa em duas partes:
uma é desviada para atingir um fotodetector e a outra segue na mesma direcdo e passa
por outro espelho. Este tltimo elemento redideciona a radiagao, a colocando para incidir
na amostra, formando um angulo de 90° com sua superficie. Antes de atingir a amostra,
porém, o feixe ainda atravessa um pinhole de 1 mm para ficar com este didmetro e garantir

maior resolucao a imagem.

O material a ser analisado deve ser encaixado em um suporte situado dentro de
um pequeno reservatério de plastico transparente preenchido com dgua destilada (célula
fotoactstica). O recipiente foi fixado sobre um arranjo de duas estacoes de translacao
(Thorlabs Z625(B), MTS50-Z8) capazes de o deslocar independentemente nas diregoes

X-Y, permitindo que o feixe eletromagnético percorra todos os pontos da superficie da
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amostra. A agua tem o papel de melhorar o acoplamento actstico entre a amostra e o
transdutor e diminuir a atenuacao acustica. Isto ocorre porque a impedancia actustica do ar

~1 muito mais préxima da

¢ 4.10% kg m~2 s~ !, enquanto que a da dgua ¢ 1,5.10 kg m=2 s
impedancia do material piezoelétrico contido no transdutor (da ordem de 10° kg m~=2 s7*

ou 107 kg m~2 s71), bem das impedancias associadas a amostras sélidas ou liquidas [82].

Para captar as ondas ultrassonicas e transforma-las em sinais elétricos, que podem
ser lidos em um osciloscépio, foi utilizado o transdutor ultrassonico de imersao com frequén-
cia central em 5MHz (OLYMPUS V310-N-SU). Este foi posicionado a aproximadamente 1
cm da amostra, formando um angulo de 45° com o feixe luminoso, de modo que ficou parci-
almente submerso na agua destilada. O transdutor foi acoplado a um amplificador de sinal
de banda larga, produzido manualmente no laboratério, com ganho de 90,4, para garantir
maior diferenciacio entre o sinal fotoacustico e os ruidos. Apds amplificados, os sinais sao
enviados ao canal 1 de um osciloscépio digital de 200MHz (Tektronix TDS 2024B). Ao
canal 2 do mesmo equipamento, foi conectado o fotodetector a fim de sincronizar o sinal

fotoacustico.

3.2 SOFTWARE PARA AUTOMACAO DO ESCANEAMENTO E GERACAO DA IMAGEM
FOTOACUSTICA

Para realizar o escaneamento das amostras e gerar imagens fotoacusticas de forma
completamente automatizada foi desenvolvido um programa utilizando o Labview. O
software conecta-se com os motores das estacoes de translagdo e com o osciloscopio. As
informagoes obtidas a partir do dltimo sao utilizadas para a producdo de imagens. As

fungoes do programa sao:

e Gerar uma matriz m x n, onde m é o nimero de passos que a amostra percorrera na

direcao X mais uma unidade e n é o equivalente para a direcao Y;
e Controlar o movimento da estacao de translacao da direcao X;
e Controlar o movimento da estacao de translacao da direcao Y;

e Coletar o sinal fotoacustico gerado pela amostra em cada uma das localizagoes,
calcular a distancia vale-pico deste sinal e armazenar o valor no elemento da matriz

correspondente a localizagao;

e Gerar um mapa de contorno das distancias entre o pico e o vale do sinal fotoactstico

distribuido espacialmente e salvar este gréfico.

Na interface do programa (Figura 12), o usudrio deve primeiramente colocar as
referéncias dos equipamentos a serem utilizados e escolher uma pasta para salvar a imagem

que sera originada assim como o nome do arquivo. Ele também precisara informar o quanto
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o recipiente (com a amostra imersa em dgua) deve se deslocar e o tamanho do passo em
cada uma das direcoes. Além disso, é necessario que ele forneca todas as especificacoes
sobre escala, posicao, canal, nivel do trigger e forma de obten¢do que sdo empregadas no

osciloscépio para tornar o sinal visivel de forma clara e completa.

Figura 12 — Interface do programa.
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De posse de todos os dados, o software comeca a operar. Sao realizados n passos
na direcao X até que se percorra toda a extensao desejada pelo usuario, entao é realizado
um passo na direcdo Y, e mais n na direcado X, o processo se repete até que o alcance
maximo especificado para Y também tenha sido contemplado, ou seja, toda a regiao
delimitada do plano X-Y tenha sido varrida. A cada deslocamento a distancia vale-pico do
sinal fotoactstico ¢é salva como o elemento associado a respectiva posicao de uma matriz
bidimensional. Apds o escaneamento completo da amostra, a matriz é plotada como um

grafico de contorno colorido.

3.3 TESTES PARA AVALIACAO DO SISTEMA

3.3.1 Testes com Rodamina 6G: avaliacdo da resposta do sistema a coeficientes

de absorcao o6ptica distintos
3.3.1.1 Altas concentragoes

3.3.1.1.1 Materiais e métodos

Para aferir a capacidade do sistema de diferenciar de valores distintos de energia
Optica absorvida, ou seja, distinguir coeficientes de absorcao éptica, foram realizados

alguns testes com solugdes de Rodamina 6G (Rh 6G) em etanol.

A Rh 6G é um corante organico de baixo custo comumente utilizado na industria

téxtil. A substancia também é bastante empregada em pesquisas nas areas de Fisica e
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Quimica, destacando-se seu uso como meio de ganho em lasers de corante. As solugoes
de Rh 6G foram escolhidas como amostras para a realizacao dos testes porque o corante
absorve fortemente na regiao de emissao do segundo harmoénico do laser Q-switched
Nd:YAG (A = 532nm). O solvente etanol foi escolhido devido ao baixo custo e a alta
solubilidade (80g/L) da Rh 6G no mesmo [83].

Quatro pequenas mudancas foram realizadas no sistema original para a realizacao

deste teste:

a célula fotoacustica foi modificada para um recipiente de acrilico maior e mais

transparente a luz;

e os espelhos cujas fungoes eram levantar e abaixar o feixe nao foram utilizados e o
feixe passou a incidir nas paredes acrilicas do recipiente, a fim de atingir a amostra

em uma direcao paralela ao solo;

e o transdutor foi posicionado dentro da célula fotoacustica, completamente submerso

e também paralelo ao solo, formando um angulo de 90° com o feixe de luz;

e o amplificador utilizado nao foi o amplificador descrito anteriormente, pois este
ainda nao havia sido finalizado. Empregou-se, entao, um outro amplificador feito

artesanalmente que apresentava ganho igual a 36.

Para acondicionar a amostra, um microtubo de eppendorf graduado e com capa-
cidade 0,5 mL foi encaixado em um suporte de ago inox (figura 13). Este suporte foi
acomodado no reservatorio de acrilico que foi preenchido parcialmente com agua destilada,

de forma que a dgua nao atingisse a parte superior do eppendorf.

Figura 13 — Suporte eppendorf.

Fonte: Elaborada pela autora.

O recipiente de acrilico (célula fotoactustica) foi posicionado de modo que o feixe
do laser atingisse a regido lisa (sem marcas de graduagoes) do eppendorf apés atravessar
as paredes de acrilico. Para encontrar o posicionamento 6timo da amostra, movimentou-se

o suporte do eppendorf (preenchido com uma solu¢ao de Rh em etanol) com relagao ao
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feixe do laser até que o sinal fotoactstico observado no osciloscépio apresentasse apenas
um pico e um vale estreitos em destaque. O eppendorf permaneceu imével, parcialmente

submerso e aberto durante a realizagao de todos os testes.

A preferéncia do eppendorf, frasco de polipropileno, em detrimento das cubetas
de vidro se deu pelo fato de que o plastico apresenta um melhor acoplamento acustico
com a agua. O sinal fotoacustico observado quando o analito era colocado em uma cubeta
de vidro apresentou varios picos, associados as diversas reflexdes das ondas actisticas nas
paredes da cubeta. As ondas acusticas refletidas geraram interferéncias e criaram padroes
complicados de se analisar. Por outro lado, o sinal fotoactstico verificado quando o analito
era colocado no frasco plastico bem posicionado apresentava apenas um pico e um vale
em destaque (figura 14), como mencionado. O tamanho do eppendorf foi selecionado
levando em conta a economia da amostra, assim, utilizou-se o menor frasco disponivel que

permitisse que o laser atingisse a amostra sem sofrer desvios.

O laser Q-switched Nd:YAG foi posto a operar no segundo harménico (A=532
nm), recebendo uma diferenga de potencial de 1,25 kV e emitindo pulsos de 5 ns a uma
taxa de repeticao de 10 Hz. A energia 6ptica média dos pulsos foi medida na regido onde
a amostra foi acomodada (com a célula fotoacistica vazia), resultando em um valor de

aproximadamente 0,7 mJ.

O sinal fotoacustico de 6 solugoes de Rh 6G em etanol com concentragoes de
1,54.107%mol /L; 5,71.10%mol /L; 1,10.10 5mol /L; 2,06.10 5mol/L; 1,20.10 *mol /L e
2,13.10~*mol /L foi gravado pelo sistema. Para alterar a concentracio da amostra sem
mover o eppendorf, iniciou-se medindo a amostra mais diluida, e posteriormente foram
adicionadas, com o auxilio de uma pipeta, gotas de uma outra solucao concentrada de Rh

em etanol, até que se alcancassem as concentracoes desejadas.

Para fins de comparacao foi realizada a espectrometria de absorcao éptica das
amostras com um espectrofluorimetro do modelo Fluoromax da Horiba. Os espectros
obtidos sao apresentados na figura 15. O equipamento calcula a absorbancia a partir da
diferenca entre a energia fornecida por uma lampada e a energia que atravessou a amostra
(extingao). Como a Rh 6G praticamente nao é espalhadora, o célculo da absorbancia a

partir da extingdo pode ser realizado sem problemas.

Para uma melhor andlise, as distancias entre o pico e o vale de cada um dos
sinais fotoacusticos foram plotadas em funcao das concentragoes das amostras. As alturas
dos picos de absor¢ao dos espectros de absor¢ao também foram plotadas em funcao das

concentragoes.
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3.3.1.1.2 Resultados

Os sinais fotoacusticos gerados pelas 6 solugoes de diferentes concentragdes de Rh

em etanol sao mostrados na figura 14.

Figura 14 — Sinais fotoacusticos gerados por solu¢oes de Rh 6G a diferentes concentragoes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pode-se observar que os vales e picos ocorreram no mesmo tempo para todas as

concentragoes. Sabe-se que atraso temporal de um pulso fotoactstico com relagao ao pulso

laser é exatamente o tempo que a onda acustica leva para viajar do local onde foi gerada
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até o detector. Assim, a coincidéncia nas localiza¢oes dos picos e vales indica que a mesma
regiao espacial (irradiada pelo laser) das amostras gerou o pulso actstico detectado em
todos os casos. Também fica evidente nos gréaficos o crescimento da amplitude do pulso
acustico com o aumento da concentragao. Isto ocorre porque uma solugao mais concentrada
de Rh 6G absorve mais energia 6ptica que aquece a regiao irradiada a um valor mais alto

de temperatura, e gera uma variagado de pressao (pulsos fotoactsticos) mais intensa.
Os espectros de absorcao das solugoes sao apresentados na figura 15.

Como esperado, sao observados picos de absor¢ao em torno de 530 nm que crescem
a medida que a concentragao da solugdo aumenta. Comparando o grafico fotoacustico da
solugao concentracao 1,54.107% mol/L com o espectro de absor¢ao da mesma, observa-se
uma pequena ondulagao na regiao do sinal no primeiro, enquanto que nao se pode distinguir
o pico de absor¢ao dos ruidos no segundo. Entao, pode-se dizer que a técnica fotoacustica

foi mais sensivel a baixas concentragoes.

O grafico das distancias entre o pico e o vale dos sinais fotoactsticos em funcao da
concentracoes é apresentado na figura 16. Pode-se observar uma relacao linear para as 4
amostras mais diluidas. As solugdes com concentragoes da ordem 10~*mol/L revelam um
comportamento diferente, evidenciando uma possivel saturacdo do sistema fotoactstico
para tais valores de concentracao. A fim de melhor explorar a regiao de comportamento
linear deste sistema, serao discutidas, na proxima, secao mais algumas medidas de sinais

fotoacustico gerados por solugdes com concentracoes da ordem de 10~ "mol /L.

A figura 17 mostra o grafico da absorbancia maxima em func¢ao da concentragao
das solugoes. A partir do mesmo, constata-se a relagao linear entre as concentragoes e
o pico de absorbancia, indicando nao haver saturagdao no sistema espectrométrico até a

concentragao de 2,13.10"*mol /L.

3.3.1.2  Baizas concentragoes

3.3.1.2.1 Materiais e métodos

Para melhor analisar a regido de comportamento linear do sistema fotoactstico
bem como sua alta sensibilidade foram realizados os mesmos testes com 8 solucoes de Rh
6G em etanol com concentragoes da ordem de 10~ "mol/L. A poténcia do laser também foi
diminuida pela modificagdo da voltagem na qual a lampada de flash do equipamento era

submetida. Desta vez a voltagem utilizada foi 1.15 kV que gerou uma energia 6ptica média
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Figura 15 — Espectros de absor¢ao optica de solugoes Rh 6G a diferentes concentracoes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

de aproximadamente 0,3 mJ nas regides irradiadas das amostras. O laser permaneceu

emitindo pulsos de 5 ns a uma taxa de repeticao de 10Hz.

Nestes experimentos eram esperadas menores amplitudes dos sinais fotoacusticos,
pois os sinais foram gerados por solugoes de concentra¢des muito mais baixas irradiadas
por um feixe de menor energia. Assim, para que fosse possivel diferenciar os sinais dos

ruidos, foi utilizado o amplificador com ganho igual a 90,4. Todos os outros parametros
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Figura 16 — Concentracao x Distancia vale-pico do sinal fotoactstico.
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Figura 17 — Concentracgao x Absorbancia maxima.
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do sistema foram mantidos idénticos aos do conjunto de testes com altas concentragoes,

descritos na secao anterior.

Sob tais condigoes foram gravados os sinais fotoactsticos de cada uma das solugoes.

A distancia vale-pico dos sinais fotoactsticos foi plotada em funcao das concentragoes..
3.3.1.2.2 Resultados

Os sinais fotoacusticos gerados pelas 9 solugoes de Rh 6G em etanol com diferentes

concentragoes sao apresentados na figura 18.
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Figura 18 — Sinais fotoacusticos gerados por solu¢oes de Rh 6G a diferentes concentragoes
- baixissimas concentragoes.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados revelam a sensibilidade do sistema PA para detectar Rh a baixissimas
concentragoes, ou seja, de identificar absor¢oes Gpticas muito fracas. Na referéncia [83], o
valor medido para o coeficiente de absorc¢ao 6ptica molar de solugoes de Rh em etanol,
no comprimento de onda 532 nm, foi 6,4 . 10~* L mol~! e¢m~!. Tomando este valor
como base, conclui-se que o sistema detectou uma amostra com coeficiente de absorcao
6ptica da ordem de 1072 em ™!, uma vez que foi possivel captar o sinal fotoactstico gerado
pela solugdo com concentracio igual a 0,798 . 10~7 mol L~!. E importante salientar que
espectrofluorimetro nao constatou absorbancia nem mesmo na solu¢ao mais concentrada
deste grupo de amostras. Também deve ser ressaltado que o sistema pode se tornar ainda

mais sensivel pelo aumento da poténcia do laser.

A figura 19 mostra o grafico das distancias entre o pico e o vale dos sinais fo-
toactusticos em funcao das concentragoes das amostras geradoras. Como esperado, ha
uma proporcionalidade direta entre as duas grandezas. Fica evidente que de posse do
conhecimento das constantes que regem a proporcionalidade, é possivel estimar de forma

simples e direta a concentragdo de uma solugao a partir de seu sinal fotoactustico.
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Figura 19 — Concentracao x Distancia vale-pico do sinal fotoactustico - baixissimas concen-
tracgoes.
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Distancia vale-pico dos sinais fotoactsticos gerados por 9 solugoes de Rh 6G em etanol em fungao de suas
concentragoes. Observa-se um comportamento linear. O resultado evidencia a capidade do sistema de

detectar absorg¢oes épticas muito fracas. Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Testes com tubo de caneta: avaliacao da capacidade de mapeamento do

sistema
3.3.2.1 Materiais e métodos

A capacidade do sistema de mapear pontos de diferentes coeficientes de absorcao
Opticas distribuidos espacialmente foi avaliada através de um teste simples e rapido. Para
a realizagao deste teste foi construida uma amostra com um suporte de PVC redondo e
vazado de raio aproximadamente 4 cm e um tubo de caneta cheio de tinta. Dois pedagos
de aproximadamente 4 cm foram cortados do tubo de caneta e suas pontas foram seladas
com resina acrilica para que a tinta nao escapasse. Os dois pedacos do tubo foram colados
ao suporte com fita dupla face de modo que formasse uma cruz na regiao central do mesmo

(figura 21).

O suporte foi posicionado dentro da célula fotoactstica preenchida com agua desti-
lada formando 90 graus com o feixe luminoso. Realizou-se entao o escaneamento da parte
interna do suporte a passos de 0,5mm tanto na dire¢ao x quanto na direcao y. Durante
todo o escaneamento, o laser permaneceu emitindo pulsos de 5 ns a uma taxa de repeticao

de 10Hz no comprimento de onda 532 nm.
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Figura 20 — Amostra construida com tubo de caneta para teste de mapeamento.

Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2.2  Resultados
Apds o escaneamento imagem mostrada na figura 21 foi entao obtida.

Figura 21 — Resultado do teste de mapeamento fotoacistico com tubo de caneta.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Na imagem podemos ver claramente a cruz formada pelos tubos de caneta, indicando
que o sistema ¢ capaz de mapear regioes de absor¢oes Opticas distintas. Sdo observadas
uma distribuicao irregular da absorc¢ao optica na regiao onde havia tinta. A maior absorcao
na regiao central com relacao as bordas é decorrente do fato de que no centro ha maior
concentracao de tinta do que nas bordas. Ha também irregularidades aleatéria, supoem-se

que estas sao devido a distribuicao nao homogénea da tinta no interior do tubo.
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4 APLICACAO EM ODONTOLOGIA: SISTEMA PAI NA DETECCAO DE CARIE
INCIPIENTE

Este capitulo abordard brevemente uma aplicacdo do sistema de imagens foto-
acusticas (PAI) descrito no capitulo 3 na area de odontologia. O sistema foi utilizado
para a geracao de imagens fotoactusticas de dentes em 3 estados de satude: higido, com
carie incipiente e com carie avancada. Os experimentos visavam avaliar a viabilidade
do uso da fotoacustica para diagnostico odontologico, com destaque para o diagnodstico
da carie incipiente. Os ensaios aqui expostos foram realizados principalmente por Evair
Josino da Silva, Graduado e Mestre em Odontologia, e sao discutidos em maiores detalhes
na sua dissertacdo de mestrado, defendida e aprovada em 20 de fevereiro de 2020 [81].
Os resultados apresentados neste capitulo também deram origem a um artigo que foi

submetido e estd, na integra, no anexo 1 desta dissertacgao.

4.1 CARIE INCIPIENTE

Segundo estimativas realizadas por pesquisadores da King’s College London [84],
em 2015 34% da populacao mundial apresentava cdrie nao tratada em ao menos um de seus
dentes permanentes. Tal dado confirma que a cérie é a doenga odontoldogica mais prevalente
globalmente, e ressalta a importancia da sua prevencao, seu diagnodstico e seu tratamento.
A patologia consiste fundamentalmente em lesdes nos tecidos dentérios duros (esmalte,
dentina e cemento), decorrentes de um desequilibrio quimico local. Ocorre que bactérias
(predominantemente a espécie Lactobacillus caset), presentes na cavidade oral, realizam o
processo de fermentagao, utilizando carboidratos remanescentes da alimentacao do indivi-
duo, e produzindo acidos organicos. Os acidos intensificam o processo de desmineralizacao
que corriqueiramente acontece no esmalte, de forma que a remineralizacao natural nao
seja mais suficiente para manter o equilibrio. Entao, o tecido perde miligramas de minerais
de sua estrutura. Quando a perda ocorre de forma progressiva em uma certa regiao do
esmalte, desencadeia-se o processo deterioracao dos materiais organicos e inorganicos
presentes na dentina, o que leva ao surgimento de cavidades no dente 22). Caso nio haja
a intervencao de um profissional de odontologia neste estagio, o quadro evolui para a

completa destruigdo do dente e a infecgao da polpa e dos tecidos de suporte [85, 86, 87].

Se a lesdao ocorre apenas no tecido mais externo do dente, o esmalte, diz-se que
o paciente tem uma carie incipiente, também denominada de mancha branca, devido ao
seu aspecto visual. Por outro lado, se a lesdao atinge a dentina, o dente é dito cavitado,
com cdrie avangada ou simplesmente cariado (Figura 22). O tratamento empregado neste
ultimo caso é a restauragao, visto que o processo cariogénico nao podera ser estacionado de

outra forma. A restauracao é um procedimento invasivo, com desgaste dentario e muitas
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vezes bastante doloroso. Em contrapartida, a carie incipiente pode ser estacionada, ou até
mesmo revertida, por fluorterapia e aplicagoes de selantes, que sao procedimentos simples,
nao invasivos, nao dolorosos e que nao acarretam perdas de tecido dentario. Assim, a
principal preocupacao dos dentistas com relagao a carie deve ser identifica-la precocemente
[86].

Figura 22 — Estéagios da céarie.
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Os métodos de diagnostico de carie mais empregados atualmente sao a radiografia
convencional, a inspecao visual e a inspecao tatil. Em geral, a radiografia convencional e a
inspecao tatil nao sao capazes de detectar lesoes no esmalte, além disso, ambas apresentam
onus relevantes: a primeira é um processo que utiliza radiagao ionizante, ja a segunda ¢é
um processo invasivo que pode desgastar o tecido dentario. A inspecao visual, se realizada
por profissionais experientes, pode diagnosticar alguns tipos de caries incipientes, um vez
que o unico sintoma da doenca é a aparicdo de manchas brancas na superficie dentaria.

Por outro lado, tal técnica deixa muito a desejar em termos de precisao e acuracia [86].

Como consequéncia do exposto acima, houve nas tltimas décadas um grande
interesse dos profissionais de ciéncias, tecnologia e satude no desenvolvimento de técnicas
de diagnoéstico de caries incipientes. Foram, entao, elaborados métodos avancados para
a deteccao da doenca, tais como: as radiografias digitais, a transiluminacao por fibra
Optica, a tomografia por coeréncia Optica, a medida de condutividade elétrica e a detecgao

ultrassonica de céries [86].

Apesar de nos ultimos anos as técnicas PAI, discutidas no capitulo 2, terem sido
amplamente exploradas, revelando excelentes resultados no diagnéstico de tecidos moles,
sao encontrados poucos estudos acerca de aplicagoes dessa modalidade para a avaliacao
de tecidos duros. O ntimero de publica¢oes diminui ainda mais se a area de interesse for
restrita a odontologia. Dentre estas, encontram-se os artigos de Cheng at al. [17], Kim at
al. [18], Koyama at al. [19], Hughes at al. [20] e Li at al. [21] que discutiram a aplicagdo
da fotoactstica no diagnéstico da cérie, desenvolveram sistemas fotoacusticos capazes de
detectar diferencas entre tecidos dentéarios saudaveis e cariosos, e apresentaram resultados

promissores.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

Diante do exposto acima, realizou-se, com o aparato PAI descrito no capitulo 3,
escaneamentos de dentes humanos ex vivo a fim de detecatr caries. Os ensaios foram
realizados sob a autorizacao do Comité de Etica em Pesquisas Humanas da Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil em acordo com a declaragao de

Helsinque.

4.2.1 Obtencao, classificacao e manipulacao das amostras

Foram obtidos do banco de dentes do Centro Universitario Tabosa de Almeida,
(Caruaru, Pernambuco, Brasil) varios dentes molares permanentes extraidos. Um grupo
de dentistas experientes classificou-os, segundo os critérios do Sistema Internacional de
Detecgao e Avaliacao de Céries [89], em trés grupos: higidos, caries incipientes e caries
avancadas. Cinco exemplares de cada grupo foram selecionados como amostras para este

estudo.

Para garantir um encaixe adequado no suporte do aparato fotoactstico, os dentes
foram incluidos em resina autopolimerizavel incolor, com o auxilio de uma matriz. Apenas
as coroas dentarias se mantiveram expostas, e as superficies oclusais dos dentes foram
posicionadas paralelas ao solo. Até o ultimo teste ser realizado, todos as amostras foram
imersas em agua deionizada e acondicionadas em um refrigerador, enquanto nao estavam

sendo escaneadas, com o intuito de protegé-las de fraturas e rachaduras.

4.2.2 Realizacao dos experimentos

O aparato utilizado para a realizacdo dos experimentos esta descrito na secao
3.1. A poténcia do laser foi controlada de forma que, ao atingir a superficie do dente, a
fluéncia éptica dos pulsos nao ultrapassasse 17m.J/cm?. Este valor estd em conformidade
com a American National Standards Institute (ANSI) que, na publicagdo “ANSI Z136.1 —
2004 Safe Use of Lasers standard” [90], recomenda a taxa de fluéncia éptica méxima de

20m.J/cm?. O laser operou emitindo pulsos de 5 ns a uma taxa de repetigao de 10Hz.

Realizou-se varreduras, movendo as estacoes de translagdo manualmente, da super-
ficie oclusal dos 15 dentes, a fim de constatar variagao de sinal fotoactistico nas regides
cariosas. Constatou-se que, quando o laser incidia exatamente na lesao, o sinal fotoactstico
(visualizado no osciloscopio) era muito mais intenso se comparado com o sinal das regioes
saudaveis. Selecionou-se, entdo, um dente de cada grupo para a geracao das imagens
fotoactusticas. Foram produzias duas imagens fotoacusticas de cada um dos dentes: uma
com o laser emitindo em 532 nm e outra em 1064 nm. Empregou-se, tanto para a direcao
X quanto para a Y, o tamanho do passo de 0.5 mm e o deslocamento total de 30 mm.

Assim, toda a superficie oclusal do dente foi percorrida pelo conjunto laser-detector. Para
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se calcular a distancia pico a pico em cada um dos passos, utilizou-se a média temporal de
16 sinais mostrados no osciloscopio. As imagens originadas nestes testes serdo apresentadas

na secao 4.4.1.

Uma pequena modificagdo no aparato experimental foi arquitetada para a realizagdo
de outro tipo de teste. Estes visavam estimar a propagagao das ondas fotoactsticas (com
pulsos de excitacao de 532 nm e 1064 nm) nos tecidos dentarios. Para isto, a posi¢ao do
transdutor foi alterada de modo que o mesmo formasse 90° com o feixe incidente. Com
o auxilio de uma estacao de translacao, o transdutor foi deslocado verticalmente para
baixo em passos de 1 mm a partir do topo do dente. Os dentes com caries incipientes
foram posicionados no plano X-Y de modo que o feixe incidisse na regiao da lesionada e o
detector ficasse bem proximo a mesma. Nesta modalidade, o vasilhame com agua destilada
contendo a amostra nao se deslocava. Para fins de comparacdo, as mesmas medidas foram
realizadas em um dente saudavel. O sinal referente a cada uma das posi¢oes foi salvo, a
distancias pico a pico destes sinais foram plotadas em graficos que serdao apresentados na

secao 4.4.2.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Imagens Fotoaciusticas

As imagens geradas com ambos comprimentos de onda de um exemplar de cada
grupo (higido, carie incipiente e cérie avangada) sao aprsentadas na figura 23. Para o
entendimento do efeito da céarie na imagem fotoacustica, os dados de todas as amostras
foram normalizados, tomando como maximo a maior intensidade de sinal do dente cariado.

A linha sélida branca foi feita manualmente a fim de simular o contorno do dente.

Observa-se que, para ambos os comprimentos de onda, as imagens dos dentes
saudaveis (Figuras 23 B e 23 C) apresentam apenas variagoes de cores sutis, ou seja, as
amplitudes dos sinais fotoacusticos, associados as diferentes partes da face oclusal, se
mantém praticamente constante em toda a superficie dentaria. Em oposicao, os mapas das
amostras portadoras de cdries incipientes e avangadas (Figuras 23 E, F, H, e I) revelaram
areas vermelhas e alaranjadas, referentes a locais onde os sinais fotoactusticos apresentam
um notavel aumento. As regides destacadas coincidem com os locais onde havia lesoes
cariosas, segundo os dentistas. Tais resultados estao em acordo com os obtidos por Kim at
al. em 2016 [18]. Para fins de comparacao, os 3 dentes foram diagnosticados através de
radiografias digitais e tomografias por coeréncia optica. Os resultados destes diagndsticos

podem ser encontrados no anexo 1 e na referéncia [81].
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Figura 23 — Imagens Fotoactsticas de dentes em diferentes estados de satde.
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4.3.2 Avaliacao da propagacao da onda PA no tecido dentério

As distancias pico a pico dos sinais fotoactsticos gerados por regides saudaveis e
com caries incipientes, empregando ambos os comprimentos de onda, foram plotadas em

funcao da localizacao do detector. Os graficos obtidos sdo mostrados na figura 24.

O zero refere-se ao detector posicionado na altura da superficie do dente. As demais
distancias indicam o quao abaixo da superficie do dente o detector estava. Como esperado,
as regioes sauddaveis nao geraram sinais fotoactsticos notaveis em nenhum comprimento de
onda. As regides com lesao de carie incipiente apresentaram sinais fotactsticos bastante
intensos, como pode ser visto pelos pontos proximos ao zero, associados ao detector posicio-

nado na altura da superficie. Ao abaixar o detector ainda pdde-se observar sinal, indicando
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Figura 24 — Intensidade do sinal fotoacustico x Posicao do detector.
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que as ondas fotoacusticas geradas na superficie pela carie incipiente se propagaram para
o interior do dente. Estimou-se, a partir do grafico, que apds 4 mm ainda era possivel
detectar sinais com valores de intensidades 40 % acima do ruido. Este resultado aponta
para a possibilidade de deteccao de absorvedores localizados no interior do dente por meio

da técnica fotoacustica.
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5 CONCLUSAO

O efeito fotoactstico é a base de poderosas técnicas de analise quimica. Como as
informacoes a respeito da composicao quimica de amostras permitem o conhecimento
de varias das suas caracteristicas, as modalidades fotoacisticas podem ser aplicadas em
diversas areas. Os avancos tecnolégico ocorrido nas ultimas décadas nas areas de fontes de
radiagoes eletromagnética, detectores ultrassonicos e processamento de dados possibilitaram
o progresso e a disseminacao de técnicas fotoactsticas, tais como as modalidades de imagens
fotoactsticas (PAI). Utilizando dispositivos simples, a PAI é capaz de gerar imagens de
altissimo contraste de regioes internas de amostras de diversas naturezas. Uma vasta
quantidade de aplicacoes da técnica, em diversos campos das ciéncias médicas e bioldgicas,
apresentaram excelentes resultados, e, ha fortes indicios do potencial da fotoacustica em

campos ainda nao explorados.

Neste trabalho, foi abordado o desenvolvimento de um sistema PAI com um aparato
experimental relativamente simples, utilizando um laser Nd:YAG pulsado como fonte de
radiagdo, e um transdutor ultrassonico piezoelétrico comercial para detectar as ondas
acusticas. O sistema automatizado foi capaz de mapear a absorcao dptica na superficie de
uma amostra-teste através da geragao de uma imagem bidimensional, e também revelou
alta sensibilidade. Assim, pode-se concluir que é possivel produzir em laboratério um

sistema PAI automatizado, que pode ser aplicado para diversos fins.

Das discussoes e dos resultados apresentados no capitulo 4, pode-se concluir que as
técnicas PAI tém grande potencial no diagnéstico de carie. Além das regioes cavitadas, a
diferenciacao do coeficiente de absorcao optica, permite detectar as caries incipientes de
forma direta e objetiva. Isto indica que o desenvolvimento de dispositivos de escaneamento
fotoacusticos pode acarretar em grandes avangos no modo como é realizado o diagnostico

e tratamento da doenca bucal mais comum do mundo.

As perspectivas de trabalhos sdo essencialmente o aprimoramento do sistema e a
utilizacdo do mesmo para avaliar outros tipos de amostras. A necessidade da realizagao de
melhorias na resolucao do sistema fica evidente nos resultados do capitulo 4. Na revisao de
literatura, foi verificado que o aumento da resolucao pode ser alcancado com a diminuicao
do diametro do feixe do laser, bem como, com a utilizagdo de transdutores de frequéncias
centrais mais altas. Métodos computacionais de reconstrucao de imagens também podem
contribuir para o aperfeicoamento das imagens geradas pelo sistema. A diminui¢do no
tempo de escanemento e a substituicao dos dispositivos utilizados por equipamentos mais
compactos, robustos e econémicos sao outras melhorias desejaveis. Estas serao capazes de
expandir as possibilidades de aplicacoes do sistema, permitindo que se realize medicoes in

vivo e in locu.
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ABSTRACT
Purpose: This study aimed to demonstrate the presence of dental caries through the
photoacoustic imaging system with visible and near-infrared wavelengths, highlighting
the differences between the two spectral regions. It was also verified the depth at which
carious tissue could be detected.

Materials and Methods: 15 permanent molars were selected and classified as sound,
incipient and advanced caries, by visual inspection, radiography, and optical coherence
tomography analysis, prior to photoacoustic scanning. A photoacoustic imaging system
operating with nanosecond pulsed laser as the light excitation source at either 532 nm or
1064 nm, and acoustic transducer at 5 MHz was developed, characterized and used. En-
face and lateral (depth) photoacoustic signals were detected.

Results: The results confirmed the potential of the photoacoustic method to detect caries.
At both wavelengths, photoacoustics is effective to detect incipient and advanced caries.
The reconstructed photoacoustic images confirmed that a higher intensity of the
photoacoustic signal could be observed in lesioned regions, whilst sound surfaces showed
much less photoacoustic signal. Photoacoustic signal at depth up to 4 mm at both 532 nm
and 1064 nm was measured.

Conclusion: The results presented here are promising and corroborate that photoacoustic
can be applied as a diagnostic tool in caries research. New studies should be concentrated
on developing a clinical model of photoacoustic imaging applications to dentistry,
including soft tissues. The use of inexpensive light-emitting diodes together with
miniaturized detector will make the photoacoustic imaging system more flexible, user-
friendly, and technologically viable.

Keywords: Diagnostic imaging, dental caries, photoacoustic techniques.
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INTRODUCTION

Dental caries causes irreversible progressive demineralization in teeth, both in
enamel and dentin. It grows silently until changes in enamel are clinically visible. If left
unchecked, the tissue destruction will not be avoided I Therefore, the early caries
detection is important, since it allows the adoption of preventive strategies and
conservative procedures for the control of the disease using preventive and/or more
conservative procedures >, Traditionally, caries is diagnosed through visual inspection
and dental radiographs are complementarily employed. However, visual inspection is a
subjective method in which the professional's experience directly influences the
diagnosis; on the other hand, it is necessary a certain level of demineralization for tissue
to be visible on the radiograph *°. Due to these limitations, the last few years have seen
an increased interest in the development of new methods of caries diagnosis with highly
accurate and non-invasive, as transillumination, fluorescence-based image, optical
coherence tomography (OCT), and photoacoustics (PA) *°.

In the early 1880’s, Alexander Graham Bell '*"°, Tyndall '°, and Réntgen "7,
independently discovered the effect which is nowadays known as PA. Bell found out that
materials can emit sound waves when illuminated by modulated light and identified that
the intensity of the emitted sound was wavelength-dependent, and therefore attributed to
an optical absorption process. Later in 1977, Hordvik and Schlossberg '* used the PA
technique to measure the absorption coefficient in solid samples with high sensitivity.
Since then, PA has been exploited in a myriad of applications, leading to PA sensing, PA
spectroscopy, PA tomography (PAT) or PA imaging (PAI), as methods to imaging
materials and biomaterials in a noninvasive way '**. As pointed out by Li et al. %,
photoacoustic tomography can cover from micro to the macroworld, with spatial
resolution ranging from 100’s of nm to 1 mm, and penetration depths from 10 pm to 10
cm. Furthermore, the same authors reported imaging results in bio tissues from cells to
human organs *.

In Dentistry, PA methods have been demonstrated in studies of caries diagnostics
132427 periodontology ***°, dental implants *°, and blood detection in dental pulp *'.
Given the potential of the method as a noninvasive imaging technique, its exploitation in
dentistry is still in its initial stages, with pioneer work dating from 2006 **. This fact led
us to develop the work reported here, aiming at further studies of dental caries detection
using PAIL

The purpose of this study is to examine the presence of incipient and advanced
caries through the PAI system with visible and near-infrared wavelengths. After
developing the PAI system, two different wavelengths were employed, 532 nm and 1064
nm, as the linear absorption differs as the wavelength changes.
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MATERIALS AND METHODS

This experimental laboratory study was carried out after approval by the Ethics
Committee on Humans Research (Process number 2.989.712) of Universidade Federal de
Pernambuco, Pernambuco, Brazil, in accordance with the Helsinki Declaration.

Sample preparation

Fifteen permanent molars teecth were obtained from a teeth bank (Centro
Universitario Tabosa de Almeida, Caruaru, Pernambuco, Brazil), analyzed by visual
inspection, and divided into three groups: five sound teeth; five incipient caries, which
represents the beginning of the pathological process, still without cavitation; and
advanced caries, representing the stage in which dentin involvement is evident. The
sample characterization criteria employed were following the International Caries
Detection and Assessment System categorization .

The teeth had their root portion included with colorless self-curing acrylic resin
(Jet Classico, Brazil) in a matrix with the occlusal surface parallel to the ground, aiming
to standardize the sample positioning during PAI and OCT scanning. Then the samples
were kept in deionized water under refrigeration to avoid cracks and fractures until the
end of the experiment.

Radiography and Optical Coherence Tomography

Teeth were evaluated by digital radiography, taken using Focus Intraoral x-ray
(Instrumentarium Dental, Tuusula, Finland), with 70 kV/7mA and a phosphor-plate (PSP)
and the focus-film distance of 30 cm. The exposure time was 0.3 seconds, defined by a
previous pilot study. The sensor was reading by digital system Digora Optime scanner
(Soredex, Helsinki, Finland), and the image was generated for each tooth in PSP using
the CLINIVIEW software.

Teeth were also scanned by optical coherence tomography, an imaging technique
based on the backscattering and reflecting properties of incident light on the samples,
which provides depth information of the structures under analysis '*'>3**,

For this experiment, two commercial OCT systems were employed, both
operating in the Spectral Domain (SD-OCT). Cross-sectional two-dimensional (2D)
images were acquired by OQ LabScope (Lumedica, Duhram, USA), using a light source
with 840 nm of central wavelength, depth resolution 7 pm in air and 5 pm in tissue,
generated image with size 512 x 512 pixels. For volumetric three-dimensional (3D)
images Ganymede OCT (Thorlabs Inc., New Jersey, USA) was employed, by using a
super luminescent diode as light source, with 930 nm of central wavelength, 100 nm of
spectral bandwidth, maximum output power of 5 mW, and axial resolution 5 pm. The
axial resolution determines the spatial resolution of the measured biostructure.

Cross-sectional 2D and volumetric 3D images were obtained from the occlusal
surface of teeth, aiming to verify the presence of incipient caries, as seen in the PAI
images. For both 2D and 3D scanning, the samples were positioned perpendicular to the
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beam light, in both systems. The analysis was performed along the region of interest
(ROI) of the occlusal surface, to identify the presence (or not) of demineralization
process.

Photoacoustic imaging system and processing

The schematic diagram of the developed photoacoustic imaging system, based on
previous studies '***, is shown in Fig. 1A. For the incident pulsed light beam source, a Q-
switched Nd:YAG laser Continuum Surelite II-10 (Continuum, Santa Clara, USA) with
selective wavelength of 532 nm and 1064 nm, pulse width of 6 ns, and a repetition rate
of 10 Hz was employed for this work. The laser beam diameter was measured to be
approximately 7 mm.

This pulsed beam was elevated to a certain height with right-angle prism and

multiple mirror assemblies. A part of this beam was divided with a beam splitter and fed
to a photodetector which was employed for triggering the 200 MHz digital storage
oscilloscope (DSO) TDS 2024B (Tektronix, Beaverton, USA). The remaining beam was
reflected downwards with a controlled mirror as shown in the Fig. 1A. In order to increase
the resolution of the PAI measurement, the beam diameter was decreased to 1 mm with a
pinhole arrangement. At this stage, the effective maximum working beam density was
maintained at 17 mJ/cm® which is lower than the safety limit of 20 mJ/cm® set by
American National Standards Institute (ANSI) 33,
The tooth sample was mounted on a holder and was placed inside a distilled water tank.
This entire assembly was placed over a computer controlled motorized X-Y translation
stage MTS50-Z8 (Thorlabs Inc., New Jersey, USA). The photoacoustic signals were
acquired by employing an immersion type ultrasonic transducer V310-N-SU (Olympus,
Waltham, USA) with center frequency of 5 MHz. The transducer was partially immersed
into the water pointing at the laser beam-tooth interface at 45° for optimum acoustic
coupling to the sample. Alternatively, for depth measurements, the photoacoustic detector
was placed on the tooth side and moved vertically from top to bottom with computer-
controlled Y-axis translation stage. To achieve significant PA signal for imaging, a
broadband signal amplifier was constructed and used to enhance the transducer output
signal, which was finally fed to the DSO channel 1 (CH1).

For the image reconstruction, the translation stages and DSO were interfaced with
custom-build LabVIEW programming, as shown in Fig. 1B. The X and Y stages were
translated with 0.5 mm steps and PA data from the top surface of tooth sample were
recorded with CH1. The PA voltage signal in CH1 was averaged 16 times in order to
remove the noise and the recorded peak-to-peak signal amplitude for every translation
was fed to a 2D array of dataset in the program. Finally, such 2D dataset was employed
by the program to generate the color map contour plot of the respective sample
automatically.
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Fig. 1: (A) Schematic diagram of lab-made PAI system. (B) Data acquisition and image
reconstruction program in LabVIEW.

RESULTS

With the automated PAI system, en-face images and depth measurements were
obtained at both 532 nm and 1064 nm pulse excitation wavelengths. Fig. 2 shows an
example of the PAI results for excitation at 532 nm and 1064 nm, for sound tooth, and
tooth with incipient and advanced caries. Also, shown in the Fig. 3 are the radiographic
and OCT results.

The PAI of all teeth were acquired and background noise was filtered out. The
solid white outline in all the PAI was manually constructed in order to mimic the
respective tooth shape.

The color map contour PAI for all tooth with 532 nm excitation are plotted in Fig.
2B, 2E and 2H. To understand the effect of caries density on the PA signal, the PAI data
for all the sample was normalized with the maximum PA voltage signal of the carious
sample. The PAI contour of sound tooth shows no change of photoacoustic signal
throughout the entire tooth surface which indicates the absence of dental caries. However,
the incipient caries PAI in Fig. 2E showed significant amount of scattered photoacoustic
signals, shown as the red color in the false color scale. Likewise, the PAI contour in Fig.
2H shows highly dense photoacoustic signal which confirms the presence of huge amount
of dental caries in the tooth sample. The maximum amount of normalized PA signal is
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obtained to be 1 since the maximum value of the PA voltage was 48 mV for this advanced
caries sample.

REAL TOOTH PAI AT 532 nm PAI AT 1064 nm

PAI0.048 MV

INCIPIENT CARIES HEALTHY TOOTH

ADVANCED CARIES

Fig. 2: PAI of sound and carious teeth at 532 nm and 1064 nm with 5 MHz photoacoustic detector.
The rows represent the sound tooth (A-C); incipient caries (D-F); and advanced caries (G-I)
groups. From left to right, the first column shows the photographic image of the representative
samples, and the second and third columns show the corresponding PAI at 532 nm and 1064 nm,
respectively.

Similarly, the PAI contour plot of all the samples under an excitation wavelength of 1064
nm is shown in Fig. 2C, 2F and 2I. The sound tooth in Fig. 2C shows negligible
photoacoustic effects and hence the PAI contour is observed to be smooth throughout the
surface. However, the PAI contour in Fig. 2F shows two significant photoacoustic signals
regime which resembles two incipient caries in the tooth surface. The tooth with advanced
caries in Fig. 2I showed high amount of PAI intense regime which closely follows the
actual photograph of the tooth in Fig. 2G. The highest normalized PA intensity for such
caries is calculated to be 1 since the maximum photoacoustic signal voltage was measured
to be 137 mV.

For completeness and comparison with the PAI, radiographic and OCT images
from the same teeth were obtained, as they are well-established clinical (radiographic)
and laboratory (OCT) methods for caries diagnostics, as indicated in previous studies
111236 The results are shown in Fig. 3, which repeats the photograph of the sound,
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incipient and advanced caries (Fig. 3A, 3E and 31, respectively) samples of Fig. 2 (for
easy of comparison by the reader) and their corresponding radiography (Fig. 3B, 3F, 3)J),
as well as volumetric (Fig. 3C, 3G and 3K) and two-dimensional OCT images (Fig. 3D,
3H and 3L). As it can be seen, the radiograph does not show any information on incipient
caries (Fig. 3F). On the other hand, by comparing the OCT images, it is possible to
observe the difference in the sulcus area of the demineralized sample (hatched area of
Fig. 3G), also confirmed by 2D OCT image (Fig. 3H).

REAL TOOTH DIGITAL ocT

(A]

RADIOGRAPHY

INCIPIENT CARIES SOUND TOOTH

ADVANCED CARIES

Fig. 3: Clinical, radiographic, 2D cross-section scan and 3d volumetric OCT images of samples.
Clinical appearance of sound tooth (A), incipient (E) and advanced caries (I). Digital radiography
can be showed in (B), (F) and (J). The third column shows the volumetric OCT of surfaces of
sound tooth (C), incipient (G) and (K) advanced caries. On the right side, it is presented the cross-
sectional view of sound (D), incipient (H) and advanced caries (L), respectively. The region of
interest of incipient caries are indicated by a dashed circle.

The OCT volumetric reconstruction of OCT images reproduced faithfully the
photographed images, clearly identifying the ROI also verified by the PAI system. The
unhealthy tissues are indicated in both OCT images, 3D volumetric reconstruction (Fig.
3G and 3K) and 2D image (Fig. 3H and 3L). OCT has been used here just to confirm the
PAI imaging and can be considered the gold standard in this experiment.
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The effectiveness of the photoacoustic technique to measure the dental caries was
confirmed and the experiment was repeated for five different tooth samples of each type,
and the data shown is typical for all other samples.

An important result is shown in Fig. 4, for the depth in which the PA signal can
be detected. By exciting the samples on the occlusal surface, exactly on the previously
detected carious lesion region, the PA detector was placed laterally to the tooth long axis
while the detector was displaced, and data were simultaneously acquired. In this way, it
was possible to capture the PA intensity signal inside the sample. As it can be seen, for
sound tooth a very small signal was detected for both wavelengths (above the noise floor),
whereas when the light was incident on the carious region, PA signal from either 532 nm
or 1064 nm were clearly detected, with differ. PA signal intensities 40% above the noise
floor were detected for both 532 nm and 1064 nm for 4 mm depth.

—a— Caries 532 nm
—e— Caries 1064 nm
—2— Sound 532 nm
—v— Sound 1064 nm
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Fig. 4: Peak to Peak voltage for the depth in which the PA signal in a tooth with incipient caries

with the laser beam directed at the lesion areas (closed black and red symbol) and in a sound area
(open black and red symbol) under the laser wavelength of 532 nm and 1064 nm.

DISCUSSION

In this study, a new automated PAI system has been developed which can capture
PAI contour of teeth samples with non-ionizing laser excitation under dual-wavelength
source and ultrasonic detector for acoustic detection of the generated PA signal. The
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developed PAI system consists of automated XY scanning of teeth surface and real-time
data acquisition of the PA signals.

The amount of photoacoustic signal is directly proportional to the light absorption
by the tissue *’, in this way the enhancement of PA signal voltage with the amount of
dental caries is evident. Such a result also confirms the efficiency of the PAI system where
every tooth showed a consistent rise of PA signal for the different conditions of tooth.
One advantage of PA detection is that it only relies on absorption, and light scattering
does not affect the result. It is to be noted that the reported PAI system is efficient to
detect incipient caries which is difficult to identify with visual inspection or even
radiography.

By looking at the tooth face, our results clearly identify the presence of carious
tissue at both wavelengths employed, and the images shown in Fig. 2 were automatically
obtained. The acquisition rate is limited by the 10 Hz repetition rate of our system, leading
to several minutes acquisition time which is not recommended for clinical applications.
This technical limitation can be overcome using kHz repetition rate sources, including
light-emitting diode (LED) based sources **.

An important result is the detection of PA signal due to caries down to 4 mm
depth. It implies that hidden caries in the entire enamel (typically 1-2 mm before reaching
the dentin) can be easily detected. The spatial resolution can be improved by using
acoustic detectors with higher frequencies. By transforming our PAI system into a PAT
(tomographic) system, a 3D image can be provided. The system can also be used to
identify occlusal caries.

These results demonstrate the feasibility of PAI detection in caries lesions in the
early stages of dental diseases. Such results are consistent with the results obtained by
previous studies that used PAI system to investigate early dental caries '******° The PAI
system presented in this research is fully automated, and real-life clinical applications
with the handheld integrated photoacoustic system, which can go into the oral cavity, can
be pursued by following the technological developments reported in other studies ***'.

The results presented here are promising and corroborate that photoacoustic can
be applied as a diagnostic tool in caries research. New studies should be concentrated on
developing a clinical model of PAI applications to dentistry, including soft tissues. The
use of LEDs instead of LASERS will make the PAI system more flexible and user-
friendly, together with detector miniaturization, already technologically available.
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