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Resumo

A radiagdo eletromagnética visivel e infravermelho
proximo tem sido amplamente empregada na Odptica
biomédica. A pele é a barreira éptica mais comum para
grande parte das técnicas ndo invasivas e,
ocasionalmente, é o proprio tecido de interesse.
Portanto, para que tais técnicas obtenham resultados
otimizados, as propriedades dpticas da pele devem ser
muito bem elucidadas. Neste estudo, avaliamos através
do método de Kubelka-Munk as propriedades Gpticas de
amostras de pele dorsal de camundongos albinos
(BALB/c) machos, jovens e de idade avangada, obesos e
eutréficos. A condicdo de obesidade foi induzida por
uma dieta hiperlipidica mantida por 3 meses. A analise
foi focada aos comprimentos de onda 630, 660, 780,
810 e 905 nm devido a sua ampla utilizagdo nas ciéncias
e tecnologias biomédicas. As medidas de
espectrofotometria  foram  realizadas em um
espectrofotdbmetro acoplado a uma esfera integradora
Gnica. Nossos dados mostram um aumento de
transmitancia (~10 %) em relacdo aos comprimentos de
onda entre 630 e 905 nm. A composicdo e abundancia
dos tecidos que compdem a pele influenciam
significativamente suas propriedades Opticas de
absorcdo e espalhamento. Concluimos neste trabalho
que fatores como idade e adiposidade subcutdnea
influenciam de maneira estatisticamente significativa as
propriedades Opticas de pele de camundongos albinos.
Palavras-Chave: optica de tecidos, luz, dosimetria,
fototerapia, fotodiagndstico.

Abstract

Visible and near-infrared radiation have been widely
employed in biomedical optics. Skin is the most common
optical barrier in non-invasive techniques and
occasionally it is the target tissue itself. Consequently,
to optimize the outcomes brought by light-based
techniques, the optical properties of skin tissue must be
very well elucidated. In the present study, we evaluated
the optical properties of albino mice (BALB/c) dorsal
skin using the Kubelka-Munk photon transport model.
We evaluated samples from young mice in comparison
to aged obese and eutrophic mice. Obesity condition
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was induced by a high fat diet maintained for 3 months.
Analysis was performed for wavelengths at 630, 660,
780, 810 and 905 nm due to their prevalent use in
biomedical sciences and technologies.
Spectrophotometric measurements were performed
using a single integrating sphere coupled to a proper
spectrophotometer. Our results show only a slight
transmittance increment (~10 %) as wavelengths are
increased from 630 to 905 nm. The composition and
abundance of skin composing tissues significantly
influence its absorption and scattering optical
properties. We conclude that factors such as age and
subcutaneous adiposity have a statistically significant
influence on albino mice skin optical properties.
Keywords: tissue optics, light, dosimetry, phototherapy,
photodiagnosis.

Introducéo

A radiacdo eletromagnética compreendida entre a
luz visivel e o infravermelho préximo tem sido
amplamente empregada na Optica biomédica. Ainda que
parte das técnicas e descobertas recentes estejam
restritas ao publico académico, a luz ja pode ser
considerada uma ferramenta protagonista para
aplicacOes terapéuticas e de diagnostico.

A pele é a barreira dptica mais comum para grande
parte das técnicas ndo invasivas e, ocasionalmente, é o
tecido de interesse. Portanto, para que tais técnicas
obtenham resultados satisfatorios e/ou otimizados, as
propriedades Oépticas da pele devem ser muito bem
conhecidas [1, 2]. Esta se trata de um tecido altamente
complexo, composto por multiplas camadas de
diferentes populagdes celulares e macromoléculas
estruturais. Essas camadas estdo  sujeitas a
variabilidades de espessura e composi¢do — mesmo hum
Unico individuo — tornando as interacfes do tipo luz-
pele relevantemente heterogéneas [3]. Como exemplo e
enfoque deste trabalho, podemos destacar influéncias
por variagdes decorrentes de envelhecimento e aumento
de adiposidade.

A teoria de transporte de fbétons proposta por
Kubelka & Munk (KM) fornece uma solucdo analitica
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simples e bem aceita para a avaliacdo global de
propriedades Opticas de meios tarbidos, em termos de
coeficientes de absorcdo (Axm) € espalhamento (Skwm)
[4]. O fendmeno é descrito por duas equagdes
diferenciais, onde suas solucGes sdo dependentes apenas
de varidveis como a transmitancia (Tp) e refletancia
(Rp) difusas, e a espessura da amostra (D). As
probabilidades de espalhamento totalmente elastico e
absorcdo de um foton em meios turbidos sdo
diretamente proporcionais aos coeficientes Skm € Axm,
respectivamente [1, 4].

Neste estudo, avaliamos através do método de KM
as propriedades épticas de amostras de pele dorsal de
camundongos BALB/c machos, jovens ou idosos,
eutroficos ou obesos. A analise foi focada a
comprimentos de onda na faixa espectral compreendida
entre 0 vermelho e o infravermelho préximo devido a
sua ampla utilizagdo em terpia e diagndstico dptico.

Materiais e Métodos

Animais de experimentacdo e amostras — Os
animais foram criados e mantidos nas instalacbes do
biotério do IPEN-CNEN/SP e o0s procedimentos
experimentais foram conduzidos de acordo com normas
internacionais de cuidados de manuseio, com aprovagdo
do comité de ética do instituto (protocolo 047/09).

Utilizamos amostras de 5 animais em cada uma das
condicBes testadas: BALB/c machos eutréficos com
idades entre 4 e 6 semanas e eutréficos ou obesos com
idade de 36 semanas. A condi¢do de obesidade foi
induzida durante 3 meses por uma dieta hiperlipidica
fornecendo 42 % de calorias provenientes de gorduras.
Os animais eutr6ficos foram alimentados com ragéo
comercial normocaldrica (Nuvilab CR-1, Nuvital,
Brasil), com contribuicdo calérica de 10 % de fontes
lipidicas.

Eutanasiamos os animais por deslocamento cervical,
previamente anestesiados com coquetel de xilazina-
cetamina. O dorso dos animais foi depilado com creme
a base de tioglicolato (MVeet Cream®, Reckitt Benckiser,
Brasil), apds tricotomia com tosquiadeira elétrica.
Coletamos cuidadosamente amostras de 2x2cm,
preservando a espessura completa do tecido cutaneo.

Avaliagdo por espectrofotometria — Rapidamente
apés a excisao, as amostras foram dispostas entre duas
laminas de microscopio para um posicionamento
padronizado frente ao feixe amostral. Tomamos o
cuidado de manté-las fracamente pressionadas entre as
laminas para que sua compressdo influenciasse
minimamente as medidas adquiridas.

As medidas de To e Rp, nos comprimentos de onda
630, 660, 780, 810 e 905 nm, foram realizadas em um
espectrofotémetro (Agilent Cary 5000, Melbourne,
Austrélia) acoplado a uma esfera integradora Unica
(Internal DRA-900 (PMT), Melbourne, Australia)
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recoberta internamente por sulfato de bario.

O feixe sempre incidiu sobre a porcdo central das
amostras e seu caminho éptico as percorreu no sentido
epiderme-derme. Os dados obtidos em respeito & Rp
foram coletados com as amostras no orificio posterior
da esfera, e 0s em respeito a Tp com as amostras na
posicdo anterior, sendo o orificio posterior devidamente
fechado com material recoberto por sulfato de bario. O
equipamento foi calibrado levando em conta a reflexéo
de Fresnell decorrente das laminas de microscopio
utilizadas para o posicionamento das amostras.

Os coeficientes dpticos Akm € Skm foram calculados
conforme as equacdes abaixo [1, 4]:

AKM = (X_l)SKM 1)
_ 1 R(xy)
Su = /D In T )

Onde D [cm] corresponde a espessura da amostra e
0s parametros X e y sdo dados pelas igualdades
expressas em 3 e 4:

1+RE -T2
x=t"olo ®3)
2Ry
y=vx' -1 @)
Anélise histoldgica - Apos analise

espectrofotométrica, as amostras foram fixadas em
formalina tamponada a 4% e processadas para
coloracdo histolgica de hematoxilina e eosina. As
fotomicrografias foram capturadas por microscopia
optica comum (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) e um patologista experiente as avaliou sem
conhecimento prévio sobre o experimento. A
quantificacdo das espessuras de cada camada tecidual
foi feita a partir de ferramentas do software ImageJ
(NIH, Bethesda, EUA).

Andlise estatistica — A andlise estatistica dos dados
coletados por espectrofotometria foi realizada pelo teste
ANOVA  (two-way) com pos-teste  Tukey.
Anteriormente,  analises de  normalidade e
homogeneidade foram feitas com os testes de Levenne e
Shapiro-Wilks. Consideramos a significancia estatistica
quando p<0,05.

Resultados

A dieta hiperlipidica induziu com sucesso um
aumento de massa corporal e adiposidade subcutanea
dos camundongos. Os camundongos jovens e eutroficos
apresentavam 19(1) g de massa corpdrea, enquanto 0s
animais de idade mais avancada eutroficos
apresentavam 32(1)g e o0s submetidos a dieta
hiperlipidica 48(2) g.
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A andlise histolégica (Figs. 1 e 2) revela grande
hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo subcutaneo e
moderada do tecido conjuntivo frouxo submuscular dos
animais que receberam dieta hiperlipidica. Este grupo

ainda apresenta reducdo significante da espessura da
derme em relacdo aos demais grupos experimentais.

Figura 1: Painel de
fotomicrografias de
| peles de camundongos
coradas com
| hematoxilina e eosina,
‘| sob ampliacéo de 80x.
Note a variacdo de
espessura, celularidade
e organizacdo  das
camadas teciduais. A:
camundongos jovens e
eutroficos; B: de idade
avancada e obesos; C:
de idade avancada e
eutréficos. E aponta a
epiderme, D a derme,
Ad o tec. adiposo e M a
camada muscular. A
barra de escala
corresponde a 100 pm.

Os camundongos eutroficos apresentam espessuras
de tecidos semelhantes (Fig. 2), entretanto, sua
organizacdo estrutural é notavelmente divergente (Fig.
1). Conforme ilustrado pelas fotomicrografias (Fig. 1),
tanto a derme, quanto o tecido adiposo subcutaneo dos
camundongos eutréficos de idade avancada apresentam
aspecto mais denso e desorganizado.

Dados relativos & transmiténcia difusa e aos
coeficientes oOpticos obtidos para cada grupo nos
diferentes comprimentos de onda avaliados séao
apresentados na figura 3.

A Engenharia Biomédica como Propulsor de Desenvolvimento e Inovagao Tecnolégica em Saide
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Figura 2: Espessuras médias de cada camada tecidual da
pele dos grupos experimentais.
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Figura 3: Dados relativos a (A) transmitancia difusa e
de coeficientes de absorcéo (B) e espalhamento (C) de
Kubelka-Munk nos comprimentos de onda analisados.
As barras de erro representam desvios padrdo das
médias e as chaves indicam diferengas estatisticas
significativas.
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Discussao

Desde o inicio da década de 80, as propriedades
Opticas da pele humana tém sido investigadas,
possibilitando o desenvolvimento e aperfeicoamento de
diversos sistemas dpticos para aplicagGes bioldgicas [1].
No contexto das terapias Opticas, por exemplo,
pardmetros de iluminagdo precisos podem representar o
ponto de divergéncia entre resultados insatisfatérios e
altamente efetivos [2, 5].

Apesar de a literatura enfatizar o wuso de
comprimentos de onda na regido do infravermelho para
otimizar a transmissdo de luz em tecidos biolégicos,
nossos dados mostram que a transmitdncia na pele
apresenta apenas uma leve tendéncia de aumento para
0s maiores comprimentos de onda. N&o mais que cerca
de 10% de incremento na transmitancia pode ser
observado entre os comprimentos de onda de 630 a
905 nm, sendo esta a mesma variancia observada entre
0S grupos experimentais, no mesmo comprimento de
onda (Fig. 3A). Portanto, a capacidade de transmitancia
da luz em pele de camundongos depende do
comprimento de onda e da composi¢cdo dos tecidos
presentes nos grupos experimentais, em magnitude
semelhante.

Proteinas fibrosas, como o colageno e queratina,
apresentam intenso espalhamento e baixa absorcdo para
a faixa espectral avaliada, sendo sua quantidade e
organizacdo nos tecidos diretamente relacionadas ao
resultante coeficiente de espalhamento [6]. Os
camundongos jovens sempre apresentaram
transmitancia significativamente superior aos demais
grupos (Fig. 3A), possivelmente devido a sua disposi¢ao
de fibras colagenas mais finas e organizadas (portanto
isotropica) aliada a auséncia de tecidos hipertrdficos
e/ou hiperplasicos. Ainda, as divergéncias de absorcao
abaixo de 780 nm devem ocorrer devido a presenca de
cromoforos celulares incluindo citocromos e 4&cidos
graxos, enquanto que acima de 900 nm a agua passa a
ser o principal croméforo [7]. Provavelmente devido a
estes fatos, os camundongos obesos apresentam
coeficientes de absorcdo decrescentes, os de idade
avancada e eutroficos sdo constantes e 0s jovens
eutroficos sdo crescentes por sua conhecida maior
hidratagdo cutanea (Fig. 3B).

Paralelamente, a reducéo de espessura de derme nos
camundongos obesos poderia ser responsavel por sua
transmitancia préxima aos demais grupos, apesar da
espessura total da pele ser muito superior. Estas
afirmacdes podem ser corroboradas pela divergéncia
estatisticamente  significante de coeficientes de
espalhamento observada entre os animais eutroficos
envelhecidos e os demais (Fig. 3C).

Neste estudo observamos as propriedades Opticas da
pele de camundongos em alguns comprimentos de onda
de interesse técnico-cientifico, em casos pontuais de
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variacdo de adiposidade subcutanea e de idade. Esta é
uma limitacdo importante deste trabalho, e portanto faz-
se relevante o desenvolvimento de novos estudos com
acompanhamento discreto e progressivo de cada
variavel e as propriedades Opticas particulares de cada
tecido contido na pele deste e de outros animais de
experimentac&o.

Conclusédo

Concluimos neste trabalho que fatores como
comprimento de onda, idade e adiposidade subcutanea
influenciam de maneira estatisticamente significativa as
propriedades dpticas absolutas e relativas avaliadas em
pele de camundongos albinos.
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