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RESUMEN

Este articulo presentan algunos de los aspectos mas sobresalientes de la
investigacion y desarrollo de la acustica subacuatica, asi como reconoce el
meérito de miembros de la Sociedad Americana de Acustica (Acoustics Society
of America, ASA), quienes contribuyeron con su trabajo durante el periodo de la
Segunda Guerra Mundial. Los resultados de tal trabajo se convirtieron en logros
cientificos y de ingenieria que aparecen en literatura sobre acustica.
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ABSTRACT

This paper presents some of the highlights about research and development
of sub-aquatic acoustics, as well as it gives recognition to the members of the
Acoustical Society of America (ASA), who contributed with their work along
the Second World War. The results of such work have turned into scientific and
engineering achievements, which are published in literature about acoustics.
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INTRODUCCION

La imagen fotoacustica tiene el potencial de proporcionar el diagnéstico no
invasivo de numerosas enfermedades frecuentes, en tiempo real, debido a la
capacidad tnica de la tecnologia para visualizar cambios moleculares profundos
dentro del tejido vivo con resolucion espacial comparable al ultrasonido. La
imagen fotoacustica es una técnica de imagen hibrida que combina la capacidad
de contraste y la sensibilidad espectral de la imagen 6ptica con la resolucion
y la capacidad de penetracion en el tejido del ultrasonido. Durante el proceso
de obtencion de imagenes fotoacusticas, los materiales absorben la energia de
la luz y convierten la luz en calor mediante la relajacion no radiativa. Cuando
los materiales se calientan, se expanden en tamafio debido a sus propiedades
termoelasticas, que generan una onda de presion. Estas ondas pueden propagarse
a través del entorno circundante para ser detectadas en la superficie. Este efecto
es familiar para cualquiera que haya experimentado una tormenta de verano, un
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rayo calienta rapidamente el aire, resultando en que éste se expande y genera un
trueno audible. En general, el calentamiento induce la expansion del material
(por ejemplo el efecto termoacustico) podria ser causado por muchas formas de
transferencia de energia, pero el término “fotoactstica” especifica la conversion
de luz en calor, resultando en la generacion de ondas sonoras caracteristicas.

El efecto fotoacustico fue descubierto por primera vez por Alexander
Graham Bell en 1880.! A partir de sus experimentos dedujo que una luz brillante
intermitente podria calentar 6pticamente materiales absorbentes, causando la
expansion del material de una manera que genere ondas vibratorias audibles.
Bell demostr6 que las fibras mas oscuras producen sonidos mas fuertes que las
fibras mas claras, un principio que es consistente con la relacion fotoacustica
general en uso hoy en dia, la amplitud de la sefial fotoactstica generada es
proporcional a la cantidad de luz absorbida. Bell también mostro, al separar la
luz blanca con un prisma, ciertas combinaciones de color de la luz y las fibras
podrian generar un sonido mas fuerte. Hoy la imagen fotoacustica de longitudes
de onda multiples utiliza este mismo principio, cambiando la longitud de onda
de la luz y correlacionando la amplitud de la respuesta fotoacustica con los
espectros de absorcion de los materiales que se estan fotografiando.

Una aplicacion moderna del efecto fotoacustico es la generacion de imagenes
médicas de cromoforos biologicos tipicamente presentes en el tejido, que
pueden absorber la energia de la luz resultando en la generacion de transitorios
fotoacusticos. Las ondas de presion fotoactstica pueden ser recibidas por
transductores de ultrasonido en la superficie externa del tejido, haciendo que
la imagen fotoactstica sea un método de imagen médica no invasivo y no
ionizante capaz de resolucion similar al ultrasonido, a una profundidad de tejido
significativa. Las imagenes médicas fotoacusticas se propusieron por primera
vez a mediados de la década de 1990, 23 y los reportes iniciales sobre el uso del
efecto fotoacustico para imagenes de animales vivos se publicaron nueve afios
después. Hoy existen muchas demostraciones in vivo de imagenes fotoacusticas
de aplicaciones biomédicas relevantes para el diagnoéstico médico, incluyendo
cancer,>® funcion vascular cerebral,”® y cardiovasculares,'® e ingenieria de
soporte de tejido, 2 impulsando avances traslacionales en imagen clinica
fotoacustica.'

Mientras que los métodos de imagen médica existentes, incluyendo el
ultrasonido, son capaces de producir imagenes de lo que esta debajo de la piel,
la mayoria de ellos proporcionan contraste entre las caracteristicas anatomicas
dentro del tejido. Por ejemplo, la diferencia en la impedancia acustica entre
el tejido blando y un tumor proporcionan contraste dentro de una imagen de
ultrasonido. Aunque la anatomia es critica para entender la imagen, en muchas
enfermedades la anatomia por si sola no se puede utilizar para dar un diagnostico
determinado de manera concluyente. En cambio, las propiedades fisioldgicas y
bioquimicas del sistema influyen en la progresion de la enfermedad y, por tanto,
en el pronostico del paciente. Se requieren capacidades de imagen funcional para
proporcionar informacion fisiologica, mientras que la informacion bioquimica
puede ser proporcionada por imagenes moleculares. En comparacion con el
ultrasonido, la imagen fotoacustica proporciona capacidades mejoradas para
la imagen funcional y molecular. Por ejemplo, la saturacion de oxigeno en la
sangre, una importante propiedad funcional relevante para muchos procesos de
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enfermedad, puede evaluarse mediante fotoacustica.” La imagen fotoactstica
también puede proporcionar informacion molecular mediante el uso de una sonda
o un trazador, que puede ser utilizada para generar el contraste necesario para
producir una imagen.'* Debido al potencial para realizar imagenes funcionales
y moleculares in vivo no invasivas en tiempo real, la imagen fotoactstica se esta
aplicando cada vez mas como método clinico y preclinico destinado a mejorar
el diagnostico médico.

ANTECEDENTES

En un sistema de imagen fotoactistica contemporaneo, se utiliza un laser
pulsado de nanosegundos para generar ondas de presion transitoria, que son
recibidas por un transductor de ultrasonido y procesada para formar imagenes
de tejido bioldgico (figura 1).

En una configuracion tipica, el pulso de luz emitido por el laser va acompafiado
de una sefial de disparo enviada al hardware del sistema de imagen, coordinando
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Fig. 1. Instrumentacion y componentes principales de procesamiento que comprenden
un sistema combinado de ultrasonido y fotoacUstica. La sefal fotoacUstica, generada
por la absorcion optica de energia laser por la muestra, se recibe por un transductor de
ultrasonido, formada y procesada para formar una imagen fotoacUstica. El transductor
emite el ultrasonido, adecuadamente formado por haces, y el ultrasonido reflejado es
recibido, formado por rayos y procesado para formar la imagen de ultrasonido.

la adquisicion de la sefal fotoacustica. Después de la emision del pulso laser,
las sefiales fotoacusticas generadas por los absorbentes opticos dentro del
campo de vision son recogidas por el transductor (figura 2). Al igual que con el
ultrasonido, el momento en que se recibe la sefial fotoacustica esta relacionado
con la profundidad del objeto absorbente dentro de la muestra por la velocidad
del sonido en el tejido.

Los sistemas multimodales, combinando ultrasonido y fotoacustica, aplican
un retardo de tiempo (tPA) después de la sefial de disparo laser, como se muestra
en la figura 2, después del cual la sefial de ultrasonido es transmitida y recibida
para ser procesada utilizando técnicas usuales. Debido a las similitudes en el
hardware del sistema y el disefio de procesamiento entre la imagen fotoactstica
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Fig. 2. Generacion de senales fotoacUsticas y ultrasonicas. (a) El pulso laser es dispersado
y absorbido por la muestra. (b) La absorcion que conduce al calentamiento genera una
onda de presion transitoria que es recibida por el transductor. (c) Después de un retraso,
TPA, el ultrasonido se transmite y recibe durante el periodo de tiempo 2+ TPA.

y la ecografia, un sistema de ultrasonido existente puede ser modificado para
adquirir sefiales fotoacusticas sin mas esfuerzo que mediante la adicion de una
fuente de luz pulsada, realizando modificaciones menores de hardware para
programar adecuadamente las sefiales transmitidas y recibidas, y modificar la
interfaz de usuario del software y los métodos de procesamiento de sefiales.
Varias compaiiias estan comercializando sistemas fotoactsticos integrados para
imagenes de animales pequefios, mostrados en la figura 3, y es probable que
pronto entren mas en el mercado (dato de 2012). Estos sistemas se dividen en
dos categorias disefiadas para utilizar un escaner de ultrasonido lineal traducible
con el formado del haz de retardo y suma, o un conjunto fijo de transductores
con reconstruccion de imagenes de tomografia computarizada.

Los sistemas de escaneo fotoacustico lineal producen una vision bidimensional
(2D) de una sola proyeccion, y luego se escanean en una tercera dimension, un
método de imagen volumétrica analogo a los sistemas de ultrasonido clinicos no
invasivos de uso comun, donde se barre manualmente a lo largo de la superficie
del tejido con un arreglo de transductores. Los sistemas tomograficos utilizan
una serie de transductores, a menudo colocados en un anillo alrededor del
objeto que se esta fotografiando, y luego usan algoritmos de reconstruccion para
reproducir la imagen. Visual Sonics Inc. comercializa el Vevo LAZR (Figura
3a), que utiliza su pequefia plataforma de ultrasonido animal de alta resolucion
(Vevo 2100) en combinacion con un laser pulsado nanosegundo sintonizable.
Cuando la imagen de cuerpo entero es una prioridad, el sistema de tomografia
optoacoustica multiespectral (Figura 3b), producido por iThera Medical, guia
el haz laser para iluminar un anillo de luz alrededor del animal que esta siendo
fotografiado, y luego se mueve en la tercera dimension para adquirir imagenes
volumétricas. '* El Nexus 128 (Figura 3c¢), producido por Endra, proporciona un
sistema fotoacustico tomografico alternativo. Todos estos sistemas consisten en
una fuente de laser sintonizable que proporciona luz infrarroja cercana (NIR)
aproximadamente entre 680 y 970 nm. La eleccion de un sistema de exploracion
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Fig. 3. Sistemas de imagen fotoacUstica preclinica disponibles en el mercado.

o tomografia depende en gran medida de la aplicacion. El usuario debe considerar
la resolucion alcanzable, que depende de la frecuencia central y el ancho de banda
del transductor, el formador del haz o algoritmos de reconstruccion implementada,
y también la sensibilidad alcanzable, que est4 influenciado por la fluencia de
la luz y la distribucion entregada dentro del tejido. Un sistema de escaneo por
ultrasonido generalmente sera mas flexible, acomodando una variedad de tipos de
animales, y potencialmente proporcionando multiples matrices de transductores
optimizados para diferentes profundidades de escaneo. Un sistema de imagen
fotoacustica basado en una plataforma de escaner de ultrasonido proporciona
técnicas adicionales de imagen funcional (como el modo Doppler de ultrasonido)
para proporcionar informacion anatdmica y funcional. En contraste, los sistemas
tomograficos son capaces de adquirir datos volumétricos en un tiempo mas corto,
y tienen menos ruido en forma de mota fotoacustica debido a la distribucion
espacial del anillo transductor. Sin embargo, las aplicaciones clinicas de un
sistema de tomografia fotoacustica seran limitadas, con una notable excepcion;
la imagen tomografica fotoactstica del tejido mamario.'

Mientras que los absorbentes Opticos que se encuentran de forma natural en
el cuerpo, como la hemoglobina, los lipidos y la melanina, pueden utilizarse para
generar imagenes oOpticas, el uso de agentes de contraste de imagen de tamafo
nanométrico permiten que la imagen fotoacustica se vuelvan verdaderamente
“molecular” en el metodo de imagen in vivo.!”!® El contraste fotoacustico
puede mejorarse mediante el uso de fragmentos moleculares o nanoparticulas
sintetizadas quimicamente. Las nanoparticulas inorganicas son de especial
interés, debido a su flexibilidad con respecto a la forma, tamafio y quimica de
la superficie. Estas caracteristicas se pueden optimizar para mejorar la entrega
de las nanoparticulas al tejido de interés, como los tumores cancerosos.' Si la
superficie de nanoparticulas es modificada mediante la adicion de un medio capaz
de ser dirigido, estos agentes se vuelven agentes de imagen molecular, dado que
las nanoparticulas blanco deberian retenerse preferentemente dentro de la region
del tejido que expresa el objetivo. Ademas, las nanoparticulas metalicas de oro o
plata, hay varios ejemplos, que se muestran en la figura 4, tienen resonancia de
plasmon superficial, lo que significa que los electrones de valencia de los atomos
oscilan colectivamente a una frecuencia caracteristica.
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Fig. 4. Imagenes de microscopia electrdnica de transmision de nanoparticulas metalicas
plasménicas que se han utilizado para la obtencion de imagenes fotoacUsticas in vivo.
(a) Nanoesferas de oro; b) Nanoplacas de plata; c) Nanovarillas de oro recubiertas de
silice. Barras de escala = 100 nm.

Cuando la luz incidente esta en la misma frecuencia que la resonancia de
plasma de superficie, esa luz es absorbida muy eficientemente y convertida en
calor, haciendo de las nanoparticulas metalicas excelentes agentes de contraste
para la imagen fotoacustica. Las nanoparticulas que se dirigen molecularmente
se pueden arreglar para su entrega a tejidos particulares en funcion del tamaiio,
la forma y las propiedades de la superficie, mientras que la alta absorcion Optica
de nanoparticulas metalicas genera una fuerte sefal fotoactstica y proporciona
un alto contraste con el tejido circundante. Mediante el uso de nanoparticulas
metalicas, también podemos ajustar sus propiedades de absorcion dptica para
aprovechar la “ventana optica de tejido”. Dentro de esta region de longitud de
onda, entre aproximadamente 600 nm a 1300 nm, la absorcion 6ptica del tejido
nativo es relativamente baja, por lo que la luz puede penetrar mas profundamente
en el tejido, permitiendo la adquisicion de imagenes fotoactsticas a profundidades
de tejido significativamente mayores. Mediante imagenes en longitudes de onda
que no son altamente absorbidas en los tejidos, el efecto fotoacustico puede
utilizarse para generar imagenes moleculares de alta resolucion in vivo a una
profundidad de tejido significativa. Sigue habiendo dudas sobre la seguridad de las
nanoparticulas metalicas para su uso en el cuerpo humano.?**' De hecho, todavia
se desconoce mucho sobre su toxicidad a corto y a largo plazo, pero muchos
grupos estan estudiando estos efectos,?! y tres estudios clinicos de metodologias
basadas en nanoparticulas de oro para el tratamiento del cancer estan en marcha
o se han completado.?? Ademas, la obtencion de imagenes fotoacusticas podria
contribuir a mejorar la comprension de los mecanismos de biodistribucion y
aclaramiento que afectan a la toxicidad de las nanoparticulas.

DIAGNOSTICO DE IMAGENES FOTOACUSTICAS

En nuestros estudios, la informacion anatomica, funcional y molecular
se adquiri6 utilizando una combinaciéon de ultrasonido y de imdagenes
multilongitud de onda de ratones in vivo portadores de tumores cancerosos.
Todos los métodos siguen protocolos aprobados por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Texas en Austin.
Primero, desarrollamos un pequefio modelo animal de cancer de mama que
consistia en dos tumores establecidos a partir de lineas celulares de cancer
de mama humano con expresion de biomarcador de células diferenciales.
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Para este pequefio modelo animal, iniciamos tumores dentro de la almohadilla
de grasa mamaria usando inyecciones de células cancerosas BT-474, que
sobreexpresan el receptor celular HER2, y células cancerosas MDA-MB-231, que
sobre-expresan la integrina avp3, presente en la superficie celular de las células
epiteliales de neovasculatura. Las nanovarillas de oro fueron elegidas como
el agente de contraste molecular ya que, ademas de ser altamente absorbente,
opticamente, debido a los efectos de resonancia de plasma de superficie, sus
espectros de absorcion Optica pueden sintonizarse cambiando su relacion de
aspecto.” Sintonizando nanovarillas para tener diferentes longitudes de onda
de absorcion Optica de pico, es posible distinguir entre multiples agentes de
contraste nanovarilla a través de imagenes fotoacusticas de longitudes de onda
multiples.”* Recubrimos las nanovarillas con silice amorfa, lo que mejora la
estabilidad térmica de la nanovarilla de oro # y la eficiencia de generacion de
sefiales fotoacusticas.?® Silice-nanovarillas recubiertas con dos relaciones de
aspecto diferentes fueron modificados quimicamente para fijar anticuerpos de
orientacion, lo que permite que la nanoparticula sea absorbida preferentemente
por las células tumorales.* Los agentes de contraste se inyectaron en el torrente
sanguineo de un ratéon que hacia crecer los tumores. Los agentes de contraste
inyectados se distribuyen a través del sistema circulatorio, y se infiltran a través
de los tejidos del raton, incluyendo los tumores cancerosos.

Laregion tumoral del raton fue fotografiada usando un escaner de ultrasonido
animal pequefio de alta frecuencia Vevo 2100 (Visualsonics Inc.), integrado con
un laser pulsado nanosegundo Spectraphysics Quantaray Pro Nd:YAG con un
oscilador paramétrico 6ptico GWU Premiscan (OPO) para sintonizar la longitud
de onda de la luz. Se utiliz6 un haz de fibra Optica para entregar la luz laser
a ambos lados de un conjunto de transductores lineales. El sistema se utilizd
para entregar entre 10-20 mJ/cm? de luz en un rango de longitudes de onda de
680-930 nm. Un transductor de ultrasonido de 21 MHz (MS250, Visualsonics
Inc.) recogio las sefiales fotoacusticas en cada longitud de onda, seguido de la
transmision de ultrasonido y la recepcion del ultrasonido reflejado por el mismo
transductor, dando lugar a iméagenes de ultrasonidos y fotoacusticas registradas
conjuntamente. Se utiliz6 un motor de paso lineal para traducir la construccion
del transductor y del haz de fibra, en pasos de 150 pm, para adquirir imagenes
fotoacusticas y de ultrasonido en la tercera dimension, promediando cuatro
sefiales fotoactsticas en cada paso. El ultrasonido tridimensional (3D) y las
imagenes fotoacusticas fueron capturadas en un volumen que rodeaba los dos
tumores dentro de la almohadilla de grasa mamaria del raton.

La amplitud de la sefial fotoacustica recibida depende de la longitud de onda
de la luz laser utilizada para iluminar la muestra. Esta dependencia puede ser sin
mezclar en los espectros de absorcion individuales de los absorbentes dentro del
tejido oxyhemoglobina, deoxihemoglobina, nanoparticulas 1 y nanoparticulas
2. Se utilizé un método lineal de error espectral minimo cuadrado en el que se
suponia que cada voxel contenia una combinacidon de los cuatro absorbentes
Opticos.”’” En este método, la sefial fotoactstica inicial, situado en una
posicion dentro de la imagen, depende de la concentracion de los absorbentes
en la region, la fluencia laser, y el parametro Griineisen.”® Los espectros de
absorcion optica de hemoglobina se obtuvieron de la literatura® y los espectros
de nanoparticulas se midieron utilizando UV-Espectroscopia de Vis (lector de
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microplacas Synergy HT, Biotek Instruments, Inc.). Si el problema espectral
separa esta sobreentrenado, que se logra adquiriendo datos fotoacusticos en
mas longitudes de onda que el nimero de absorbedores presentes en el tejido,
entonces se puede obtener una estimacion de error cuadrado medio minimo
para las concentraciones del absorbente. Las concentraciones estimadas de
desoxihemoglobina, oxihemoglobina, nanoparticulas 1 y nanoparticulas 2 se
muestran usando colormaps azul, rojo, verde y violeta, respectivamente. Para
separacion espectral, los datos fueron promediados en voxels de tamafio 500 pm
200 pm 300 pm. Las imagenes de los absorbedores dpticos fueron superpuestas
en imagenes de ultrasonido en escala de grises para visualizar la anatomia en
la region.

Se generaron imagenes anatomicas 3D de alta resolucion de la region
tumoral mediante el procesamiento de las sefales de ultrasonido recibidas por
el sistema integrado de ultrasonido y de imagen fotoacustica (figura 5). En la
figura 5a, una imagen 3D de una sola longitud de onda de imagen fotoacustica,
superpuesta en la imagen de ultrasonido, muestra claramente la anatomia
dentro de la region de imagenes del raton, incluyendo la vasculatura (en color,
proporcionada por la imagen fotoacustica), y la capa de piel y el fémur dentro de
la pierna (en escala de grises, proporcionada por la imagen de ultrasonido).En
nuestro modelo de raton podemos identificar las regiones tumorales mediante
la localizacion de dos regiones hipoecoicas bajo la piel, como se muestra en la
ecografia 2D en la figura 5b. De la sefial fotoactstica (figuras Sc y 5d), esta claro
que hay absorbentes de luz dentro de la piel, absorcion de luz de la vasculatura
que rodea los tumores, y de los propios tumores. Si bien tanto el ultrasonido
como las imagenes fotoacusticas indican la presencia de tumores, las imagenes
anatomicas por si solas no proporcionan informacion suficiente para diagnosticar
la malignidad, ya que la precision del ultrasonido en la distincion de tumores
benignos y malignos es insuficiente.*

0 L
L™ =3

Fig. 5. Imagenes anatomicas fotoacusticas y ecograficas in vivo. (a) Superposicién
3D de imagenes fotoacusticas y de ultrasonido de la parte superior de la pierna/
region abdominal. La caja azul muestra el plano de imagen 2D de (b-d). (b) Imagen
ecografica que muestra dos tumores hipoecoicos. (c) Imagen fotoacustica, adquirida
utilizando una longitud de onda laser de 850 nm. (d) Superposicién de imagenes
fotoacusticas y ultrasonicas. Barras de escala = 2 mm.
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Mientras que el ultrasonido in vivo y las imagenes fotoactsticas de longitud de
ondauinica en la figura 5 proporcionan informacion anatémica de alta resolucion,
se desconoce la composicion celular del tumor, y por lo tanto somos incapaces,
en esta etapa de la imagen, para identificar las caracteristicas funcionales o la
expresion molecular celular, que podria ayudar en la identificacion de un tumor
benigno canceroso.

Las imagenes fotoacusticas funcionales, por ejemplo la saturacion de oxigeno
en la sangre del tumor, podrian proporcionar criterios adicionales para evaluar
la funcion tumoral. Adquirimos informacion funcional mediante la deteccion
de sefiales fotoactsticas en multiples longitudes de onda laser y la destruccion
espectral de las sefales como se describe anteriormente. Para la obtenciéon de
imagenes funcionales del modelo animal descrito anteriormente, adquirimos
sefales fotoactsticas generadas por luz laser entre 680-850 nm. Como se muestra
en la figura 6, podemos observar la saturacion de oxigeno de la sangre dentro del
tejido normal y dentro de las regiones tumorales. Las concentraciones estimadas
de desoxihemoglobina y oxihemoglobina se muestran usando una escala de
color que va desde azul (0% saturacion de oxigeno) a rojo (100% saturacion de
oxigeno). La imagen 3D que se muestra en la figura 6a indica la distincion del
flujo venuo del flujo arterial dentro de la vasculatura del tejido de la imagen.
Mientras que el estudio de la vasculatura tiene relevancia para algunos nichos de
diagndsticos médicos, mas significativamente, podemos utilizar la informacion
funcional proporcionada por la imagen fotoactstica multilongitud de onda para
estudiar la saturacion de oxigeno en la sangre del tumor.

Fig. 6. Imagen funcional in vivo de la saturacion de oxigeno en sangre. (a) Superposicion
3D de porcentaje de saturacion de oxigeno en sangre, determinada a partir de la
destruccion espectral de la sefal fotoacUstica multilongitud de onda, y la imagen
de ultrasonido. El volumen es de 23 mm (ancho) x 6 mm (alto) x 7 mm (direccion
escaneada). (b) 2D rebanada del porcentaje de saturacion de oxigeno en sangre y la
sefal de ultrasonido. La flecha negra indica una region hipdxica dentro de un tumor.
Barras de escala = 2mm.
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Los tumores malignos hipoxicos tienen un pronoéstico peor, lo que hace que
la saturacion de oxigeno en la sangre sea util para la evaluacion del tratamiento
y la respuesta terapéutica.’’ Como se muestra en la figura 6b, hay una region
hipoxica dentro del ntcleo del tumor fotografiado. Esta menor saturacion de
oxigeno es probable debido a la alta actividad metabolica de las células ubicadas
dentro de esa region, lo que lleva a una entrega insuficiente de oxigeno dentro del
tumor. La imagen fotoacustica funcional de la saturacioén de oxigeno en sangre
podria utilizarse para estudiar la respuesta del tumor al tratamiento terapéutico,
no invasivo, en tiempo real y durante largos periodos de crecimiento tumoral.

Por ultimo, podemos seguir procesando las imagenes fotoacusticas para ver
la sefial que se correlaciona con los espectros de absorcion optica de los agentes
de contraste inyectados. En los estudios que se muestran aqui, hemos utilizado
nanovarillas de oro recubiertas de silice, pero es importante sefalar que una
gran variedad de agentes de contraste se pueden utilizar con éxito para la
imagen fotoacustica molecular; *> imagenes fotoacusticas in vivo con contraste
mejorado se ha demostrado con el azul de metileno de color aprobado por la
FDA,* con nanoesferas de oro,?” o con nanoplacas de plata.’* Como se muestra
en la figura 7, dentro de nuestro modelo de raton, las regiones de acumulacion
de nanoparticulas corresponden a las regiones tumorales identificadas con la
ecografia y la imagen fotoacustica funcional de la saturacion de oxigeno en
sangre. Con el tiempo, hay un aumento en la sefial atribuida a los agentes
de contraste de nanoparticulas dentro de la region tumoral (figuras 7b y 7c).
La acumulacion de nanoparticulas podria deberse a dos efectos. Se sabe que
los tumores tienen vasculatura con fugas, lo que permite una mayor entrega
de particulas de tamafo nano a través del efecto mejorado de permeabilidad
y retencion. Ademds, las nanoparticulas inyectadas fueron bioconyugadas
a anticuerpos especificos para receptores celulares sobre expresados sobre
tipos celulares utilizados para iniciar los tumores, por lo que es probable que
el objetivo activo mejore la retencion de las nanoparticulas especificas dentro
de la region tumoral. Este ejemplo demuestra como el uso de nanoparticulas
puede proporcionar informacidén molecular sobre la expresion celular del tumor.

NP1NP2

0 horas __ 8horas 24 horas

Fig. 7. Imagen molecular in vivo de la acumulacion de agentes de contraste dentro de un
tumor dirigido. La seial fotoacUstica de longitudes de onda multiples se mezcl6 en dos
componentes correspondientes a dos agentes de contraste diferentes, nanoparticulas
1 (NP1) y nanoparticulas 2 (NP2). (a) Superposicion 2D de imagen de ultrasonido,
distribucion de NP1y NP2 antes de la inyeccion del agente de contraste, mostrando una
sefal fotoacUstica de fondo minima. La acumulacion de NP1 y NP2 dentro del tumor
se muestra (b) 8 horas y (c) 24 horas después de la inyeccion intravenosa. Barras de
escala = 1 mm.
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De esta manera, la fotoacustica combina los beneficios de la resolucion optica
de alto contraste de las sondas de interaccion luminosa, con las capacidades de
profundidad de imagen del ultrasonido.

CONCLUSIONES

La fortaleza de la imagen fotoactstica esta en su capacidad hacer imagenes de
cambios funcionales y moleculares, a una profundidad de tejido significativa, en
animales vivos. Los investigadores acaban de empezar a explotar las técnicas de
imagen fotoacusticaparaemprender nuevos descubrimientos de las caracteristicas
funcionales y moleculares del cancer, las enfermedades cardiovasculares y las
enfermedades neuroldgicas. Concebimos la imagen fotoacustica como una
herramienta critica en el diagnostico médico y la terapia guiada por imagenes
en el futuro. Mientras que la mayoria de las aplicaciones de imagen funcional
fotoacustica hasta ahora han utilizado fuentes de contraste que estan presentes
naturalmente, también es posible introducir agentes de contraste de activacion
bioquimica para la imagen funcional. Por ejemplo, existen muchos pigmentos
que cambian su espectro de absorcion optica en base al pH, o en presencia
de una enzima. Al afiadir un agente de contraste activable, podemos utilizar el
cambio en la intensidad de la sefial fotoacustica de longitudes de onda multiples
para proporcionar informacion cuantitativa sobre el entorno bioquimico dentro
de los tejidos, y monitorear los cambios en este entorno.

Mientras que este articulo se centra en la imagen, también es de notar que
existe una sinergia natural entre la imagen fotoacustica y la terapia. Por ejemplo,
la terapia térmica se puede lograr mediante el uso de una fuente de luz continua
para calentar los absorbedores 6pticos utilizados para el contraste fotoacustico,
a una temperatura que puede conducir a la destruccion de las células y el
tejido circundante.®® Adicionalmente, Los agentes de contraste fotoacusticos
multimodales pueden disefiarse para proporcionar la entrega de moléculas
terapéuticas activadas por laser, por ejemplo, utilizando un recubrimiento de
polimero sensible a la temperatura,*® o utilizando el calor para liberar terapias
covalentes.’” La imagen fotoacustica no esta exenta de limitaciones. Al igual que
el ultrasonido, la resolucion estara limitada fisicamente por la relacion inversa
entre la profundidad de la imagen y la frecuencia del ultrasonido a medida que la
frecuencia aumenta, la resolucion también aumenta, sin embargo la atenuacion
de la sefial es mayor en frecuencias mas altas, lo que lleva a limitaciones en la
profundidad de la imagen. La sensibilidad se ve afectada por la dispersion de
la luz dentro del tejido, sin embargo nuevas técnicas para maximizar la sefial al
ruido, incluyendo agentes de contraste mejorados, y variando las caracteristicas
de la luz laser, pueden ayudar a minimizar la sefial de fondo. Otras limitaciones
incluyen que el tiempo requerido para escanear el lograr una alta resolucion
lateral depende de un haz estrecho, lo que significa que el transductor receptor
(en sistemas de escaneo) o el objeto que esta siendo fotografiado (en sistemas
tomograficos) debe ser escaneado en una tercera dimension para ampliar el
campo de vision. Esta limitacion de tiempo limita la resolucion temporal de la
informacién funcional y molecular que puede obtenerse a la escala de tiempo
de minutos. Actualmente, s6lo existen en el mercado sistemas preclinicos
de obtencion de imagenes fotoacusticas, pero la informacion funcional y
molecular adicional disponible a través de esta modalidad de obtencion de
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imagenes significara su creciente uso en estudios preclinicos, proporcionar los
antecedentes de investigacion necesarios para las adaptaciones clinicas.
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