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Resumo

Braz G.A. Implementacdo de uma técnica de caracterizacédo de tecidos bioldgicos
baseada na emissdo acustica em baixa frequéncia (kHz) de alvos excitados em alta
frequéncia (MHz). 2020. 87f. Tese (Doutorado — Programa de P6s—Graduacdo em Fisica
Aplicada a medicina e Biologia) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto — SP, 2020.

As propriedades mecanicas de tecidos moles podem estar relacionadas a diversos
processos patoldgicos. Técnicas ultrassénicas tém sido exploradas como uma alternativa
ndo invasiva para caracterizar tais tecidos. No entanto, as metodologias existentes
requerem o uso de sistemas de frequéncia variavel, frequéncia dupla e alta poténcia.
Aqui, propomos demonstrar o uso de pulsos de radiacdo acustica de megahertz para
observar respostas mecanicas em quilohertz de tecidos bioldgicos. Ossos fémures foram
retirados de dez camundongos sauddaveis e de outros dez camundongos nos quais a
osteoporose havia sido induzida. A porosidade do osso, numero trabecular,
espacamento trabecular, conectividade e densidade de conectividade foram
determinadas usando micro-CT. As amostras foram irradiadas com pulsos curtos de
radiacdo acustica focalizada (f = 3,1 MHz, t = 15 ps) e a resposta acustica de baixa

frequéncia (1 kHz - 80 kHz) foi adquirida usando um hidrofone dedicado. Foi encontrada



uma forte correlagao entre os mapas espectrais dos sinais adquiridos e os dados do
micro-CT. Em um teste adicional, foram realizadas simula¢des do mapeamento da
rigidez de tecidos moles com um simulador de parafina gel contendo trés inclusdes
esféricas com diferentes densidades, mdédulos de Young e aproximadamente a mesma
ecogenicidade. O ultrassom convencional do modo-B ndo conseguiu visualizar as
inclusGes, enquanto a nova técnica aqui proposta mostrou um bom contraste da

imagem na identificacdo das inclusdes com diferentes rigidezes.

Palavras-chave: 1. Ultrassom; 2. Forca de Radia¢do Acustica; 3. Propriedades de tecidos

bioldgicos; 4. Caracterizagdo de tecidos; 5. Osteoporose; 6. Elastografia.
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Abstract

Braz G.A. Characterization of biological tissues using low frequency acoustic
radiation in response to a high frequency focused ultrasound pulse. 2020. 87f. Tese
(Doutorado — Programa de Pds—Graduacao em Fisica Aplicada a medicina e Biologia) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo,

Ribeirdo Preto — SP, 2020.

The mechanical properties of biological tissues are fingerprints of some pathological
processes. Ultrasound systems have been used as a non-invasive technique to both
induce kilohertz mechanical vibrations and to detect the resulting waves after
interaction with the biological structures. However, existing methodologies to produce
kilohertz mechanical vibrations using ultrasound require the use of variable-frequency,
dual-frequency and high-power systems. Here, we propose and demonstrate the use of
bursts of megahertz acoustic radiation to observe kilohertz mechanical responses of
biological tissues. Femoral bones were excised from ten healthy mice and from another
ten mice where osteoporosis had been induced. The bone's porosity, trabecular
number, trabecular spacing, connectivity, and connectivity density were determined
using micro-CT. The samples were irradiated with short, focused acoustic radiation

pulses (f = 3.1 MHz, t = 15 ps), and the low-frequency acoustic response (1 kHz - 80 kHz)



Xii

was acquired using a dedicated hydrophone. A strong correlation between spectral
maps of the acquired signals and the micro-CT data was found. In a further test, soft
tissue stiffness measurement simulations were performed with a gel wax phantom
containing three spherical inclusions of the same type of gel but different densities,
different Young moduli, and approximately same echogenicity. Conventional B-mode
ultrasound was unable to image the inclusions, while the novel technique here proposed

showed good image contrast to identify inclusions with different stiffness.

Key-words: 1. Ultrasound; 2. Acoustic Radiation force; 3. Mechanical properties; 4 Tissue

characterization; 5. Osteoporosis; 6. Elastography.
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1. INTRODUCAO.

As mudancas na elasticidade e na rigidez dos tecidos bioldgicos tem relagao direta
com diversos processos patoldgicos [1], [2]. Usualmente os médicos apalpam esses
tecidos para obter informacdes sobre a rigidez dos tecidos ou presenca de nédulos,
porém esse tipo de exame esta sujeito a habilidade de cada médico e, em algumas
situacOes, pode apresentar uma grande imprecisdao[3]. Por isso, para se obter uma
avaliacdo com uma maior precisdo neste tipo de diagnodstico, diferentes métodos vém

sendo desenvolvidos.

Com o intuito de se obter informagdes quantitativas das propriedades mecanicas
de diferentes tecidos uma classe de técnicas denominada Elastografia foi desenvolvida.
Introduzida por Ophir et al. [4], consiste na obtencdo de parametros mecanicos através
da estimativa da deformacao da porg¢ao do tecido diante de uma forg¢a aplicada de forma
guase-estatica ou dinamica [5], [6]. A forga utilizada para deslocar o tecido pode ser de
natureza estdtica ou dindmica. A excitacdo dindmica fornece informacdes sobre as
propriedades do tecido na forma de um espectro de frequéncias e por este motivo existe
um interesse particular em se estudar este tipo de técnica. O ultrassom é usualmente
utilizado como uma ferramenta para medir o deslocamento do tecido de forma precisa
com boa resolucdo espacial [7]. Outras técnicas como a Ressonancia Magnética também

podem ser utilizadas para medir tal deslocamento[8].



Na maioria dos métodos elastograficos, uma forga conhecida é aplicada ao objeto
e o movimento resultante é medido utilizando-se técnicas ultrassénicas. Os parametros
mecanicos sdo, entdo, calculados a partir do nivel de deformacdo proporcionado a
regido de interesse pela forca de radiacdo acustica aplicada. Na maioria das vezes a
regido de interesse estd localizada em regides profundas do corpo, além disso, ao longo
do caminho entre a regido de interesse e a fonte de ultrassom existem camadas com
diferentes tipos de tecidos, ou seja, com diferentes impedancias mecanicas. Nesses
casos, a forca aplicada a regido de interesse depende das propriedades eldsticas dos
tecidos localizados entre a regido de interesse e a fonte ultrassénica. Entdo a estimativa
dos parametros mecanicos da regido de interesse depende também dos tecidos
adjacentes e isso pode vir a se tornar um problema[9]. Uma forma de superar esta
dificuldade é aplicar a forca de forma localizada diretamente na regido de interesse
utilizando ondas ultrassonicas focalizadas. Uma for¢a pode ser produzida utilizando
campos acusticos devido a absor¢do ou a reflexao[10]. A utilizacdo deste tipo de técnica
para se gerar a forca de forma localizada nos tecidos de interesse possui uma série de

vantagens, como:

(a) Aforca de radiacdo acustica é ndo-invasiva.

(b) A forca pode ser aplicada de forma localizada, sem afetar significativamente
as areas ao redor.

(c) A forca pode ser aplicada de forma dinamica.

(d) Pode-se variar a forma e a frequéncia da onda emitida.

(e) E relativamente simples adaptar as tecnologias existentes para produzir o

tipo de radiacdo ultrassénica necessaria para aplicar tal forga.



Estas e outras vantagens fazem com que seja muito atrativa a utiliza¢dao da forga

de radiacdo acustica comparando-se com outros métodos utilizados em Elastografia.

A utilizacdo de ondas ultrassbénicas focalizadas abre um leque de possibilidades
para a caracterizagdo de tecidos e também para a geragdo de imagens. Geralmente, as
técnicas que fazem uso desse tipo de excitagdo sdo separadas das técnicas
convencionais de ultrassom que sdo utilizadas na caracteriza¢ao e no imageamento de
tecidos bioldgicos. Utilizar forca de radiagdo acustica dinamica para excitar o tecido faz
com que seja possivel analisa-lo baseando-se em vibragGes de baixa frequéncia ao invés

de apenas utilizar parametros tradicionais. [10]—-[13].

Um dos métodos que utilizam forca de radiacdo acustica para excitar os tecidos
é chamado de Vibro-acustografia (VA). A VA faz uso da resposta acustica gerada
utilizando duas ondas ultrassonicas focalizadas no mesmo ponto com uma pequena
diferenca em frequéncia entre elas, resultando em uma resposta acustica com
frequéncia igual a diferenca de frequéncia das duas ondas incidentes. Nesse método, as
ondas de mais alta frequéncia (MHz) interagem com o tecido e ocorre a geracdo de uma
resposta em mais baixa frequéncia (kHz) que carregam informa¢Ges mecanicas da

porc¢ao do tecido onde os feixes interagiram entre si [14]-[17].

O efeito da radiacdo acustica dindmica no local no qual a mesma estd sendo
aplicada foi recentemente explorado e tais estudos mostraram que a resposta obtida na
VA surge a partir da interacdo ndo linear do feixe de ultrassom com o meio. Silva, et al
mostrou que quando duas ondas com frequéncias ligeiramente diferentes interagem,
ocorre o surgimento de efeitos paramétricos [18], [19]. Entretanto, para maximizar a

resposta acustica obtida utilizando esta técnica se faz necessaria a utilizagao de uma



diferenca de frequéncia entre as ondas incidentes que seja otimizada para cada caso,
este processo pode se tornar uma tarefa exaustiva pois ndo é possivel saber de antemao
qual a frequéncia a ser utilizada. Além disso, ao escolher uma frequéncia, informacdes
importantes podem ser perdidas no processo. Devido a essas desvantagens uma nova
técnica baseada na VA foi proposta pelo grupo de Inovagcdo em Instrumentacao Médica
e Ultrassom (GIIMUS) da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letas de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo. Esta técnica consiste na utilizacdo de apenas um pulso de
radiacdo focalizada de curta duracdo para excitar o tecido e adquirir-se a resposta
acustica que surge da interagdo da onda no meio utilizando-se um hidrofone dedicado.
O sinal acustico adquirido é composto de baixas frequéncias (kHz) mas possui uma
banda de frequéncias mais larga do que o sinal de VA devido a natureza do sinal de
excitacdo, isso faz com que seja possivel uma andlise espectral que possui informacgdes
adicionais sobre as propriedades mecanicas do tecido. Esta técnica foi nomeada

Acustografia por pulso emissdo (APE).

1.1 OsJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi explorar como se da a interagcdo de pulsos
ultrassonicos focalizados de alta frequéncia (MHZ) com o meio e avaliar as variagdes no
espectro acustico de baixa frequéncia emitido a partir dessa interagao para identificar

mudancas nas propriedades mecanicas de tecidos moles e tecidos dsseos.



1.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um protocolo de imageamento usando radiagdo ultrassonica de alta
frequéncia (MHZ) e detecgdao em baixa frequéncia (kHz).

e Explorar e identificar os principais fendmenos fisicos envolvidos na forma de
excitacdo por ultrassom, na interacao da onda ultrassénica com o meio material
e na emissao sonora em baixa frequéncia.

e Avaliar o potencial da técnica desenvolvida na caracterizagdo de tecidos
bioldgicos através de aplicacGes piloto in vitro, tais como: identificacdo de
inclusées com diferencas de rigidez em meios com propriedades mecanicas e

acusticas equivalentes aos tecidos bioldgicos

e Avaliar o contraste na imagem devido a pequenas alteracdes mecanicas em uma
regido do tecido in vitro;

o Testar diferentes formas de pulso de excitagdo de modo a detectar a melhor
relagdo sinal/ruido para o sistema;

e Explorar o potencial da técnica proposta (APE) na producdo de imagens de
tecidos moles e tecidos rigidos com alta impedancia acustica (como os tecidos

dsseos, por exemplo).



1.3 ORGANIZACAO DA TESE

A organizagdo da tese esta representada no orgonograma da figura 1-1. No capitulo
2, é apresentada uma fundamentagdo tedrica que descreve matematicamente
como se dd a interagdo de um pulso ultrassonico focalizado de alta frequéncia
(MHz) com o meio e a geragao do sinal de baixa frequéncia (kHz) resultante. No
capitulo 3, sdo abordados os materiais e métodos utilizados na realizacdo de
experimentos envolvendo a técnica APE. No capitulo 4, sdo apresentados os
experimentos de caracterizacdo de todos os sistemas envolvidos na realizacdo dos
experimentos bem como é demonstrada a existéncia de contraste através da
técnica APE. No capitulo 5, sdo apresentados os experimentos de aplicacdo da
técnica APE na caracterizacdo de tecidos moles. No capitulo 6, sdo apresentados os
experimentos de aplicacdo da técnica APE na caracterizacdo de tecidos dsseos, com
foco especial no diagndstico de osteoporose. No capitulo 7, é feita uma discussao
geral de todos os resultados apresentados com énfase nas principais aplicagdes
realizadas na caracterizacdo mecanica de tecidos bioldgicos e na formacao de
imagens ponderadas diferencas das propriedades mecanicas das amostras. No
capitulo 8, conclui-se a tese, dando uma perspectiva do desenvolvimento da técnica
APE e das aplicacdes da mesma. Nesta mesma sec¢do, sdao apresentadas algumas

perspectivas para trabalhos futuros e trabalhos gerados nesta tese.



Figura 1-1: Esquemdtico da organizagdo da tese.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA.

2.1  METODOS ELASTOGRAFICOS ULTRASSONICOS.

A Elastografia quase-estatica também conhecida como freehand caracteriza-se
pela produgdo de uma deformagdo no tecido gerada pela aplicagdo de compressdes
ciclicas manualmente. Os sinais de radiofrequéncia (RF) possuem uma ampla faixa de
frequéncia e sdo gerados pela interacdo da onda mecanica com os elementos do meio.
A correlacdo cruzada entre pares de sinais RF armazenados é utilizada para
diferenciacdo do sinal antes e apds a compressdao do meio analisado e entdo é gerada a

imagem da deforma¢do como mostrado na figura 2-1.
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Figura 2-1: Esquema da Elastografia quase-estdtica mostrando o sinal de radiofrequéncia (RF) antes (a) e apds (b) a
compressGo manual e a imagem de deformagdo (c). Note que o sinal RF na regido circular ndo se altera apds a
compressdo, o que indica menor deformagdo (Adaptado de KONOFAGOU et al., 2003).

A principal desvantagem da Elastografia quase-estatica esta no fato de a mesma
produzir apenas dados qualitativos por ser uma técnica operador-dependente fazendo
com que a tensdo aplicada ndo seja conhecida, ndao fornecendo entdo parametros que

auxiliem no diagnéstico clinico [20], [21].

Os métodos elastograficos dindmicos mais comuns baseiam-se na propagacao
de ondas de cisalhamento para a caracterizacdo das propriedades mecanicas do tecido
[22]. Em 1999, no Institut Lingevin a Elastografia em duas dimensdes foi introduzida
possibilitando um mapeamento da elasticidade do tecido tanto na direcdo axial quanto
na direcdo transversal do tecido [23]. Em 2004, a chamada Supersonic shear imaging
(SSI) foi desenvolvida a partir dos estudos de Mathias Fink e sua equipe [24]. A SSI foi

implantada em equipamentos comerciais de ultrassom e esta na vanguarda das técnicas



elastograficas. Na SSI combina-se for¢a de radiagdao acustica com um método de
aquisicdo super rapido (denominado ultrafast) possibilitando um grande avanco na

caracterizacdo em tempo real do tecido bioldgico.

Em paralelo com a criagdo da SSI, um outro método capaz de fornecer
informacgdes quantitativas do tecido biolégico denominado Vibro-acustografia (VA) foi
desenvolvido por Fatemi e Greenleaf nos laboratérios da Mayo Clinic em Rochester [14].
A Vibro-acustografia € uma modalidade de imagem na qual se utiliza duas ou mais ondas
de ultrassom focalizadas no mesmo ponto com frequéncias ligeiramente diferentes (na
faixa de megahertz) de modo a gerar-se uma frequéncia de batimento na regido do foco
(na faixa de quilohertz). Esta onda resultante interage com o tecido produzindo um
padrdo de vibragdes. O som, associado a estas vibracdes, pode ser detectado por um
hidrofone, processado e associado a cada ponto de uma imagem. A amplitude do som
emitido, que é funcdo das propriedades mecanicas do tecido excitado, fornece as
informacgdes necessarias para obter-se o contraste. A figura 2-2. ilustra o efeito de

batimento que ocorre na vibro-acustografia.
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Figura 2-2: Esquema que ilustra o fenémeno de batimento que ocorre na VA. Dois feixes ultrassénicos focalizados no
mesmo ponto com frequéncias diferentes (w, e w,), produzem na amostra uma baixa frequéncia Aw = w4- W.
(Adaptado da tese de doutorado de André Luis Baggio)

2.2 EFEITOS NAO LINEARES ASSOCIADOS A PROPAGACAO ACUSTICA.

Em 1960, Westervelt desenvolveu o emissor paramétrico mostrando a
possibilidade da utilizagdo das propriedades nao lineares da propagacao acustica [25].
Berktrav deu entdao desenvolvimento a esse trabalho dando origem a uma metodologia
para produzir sinais pulsados por meio da auto-demodulacdo de uma onda primaria
[26]. Berktav demonstrou que uma onda portadora primaria com uma amplitude

modulada por um envelope f(t) produz um sinal secunddrio cujo padrao é definido por:

aZ(fZ)
at?

. A verificacdo de qual sinal de excitacdo produz uma resposta otimizada tem sido

estudado por processos numéricos interativos [27]. Em 1993, Averkiou et al. descreveu

o processo de auto-demodulacdo a partir de uma equacdo de onda ndo linear [26].



Partindo destes trabalhos, Cervenka e Alais desenvolveram baseados na teoria de

Fourier o formalismo matematico que descrevia este fendmeno [27].

Ao se propagar por um meio homogéneo, a pressao de radiacdo acustica gerada
por um trem de pulso em um determinado ponto tem a sua intensidade dependente do
envelope que modula esta onda. E possivel utilizar esse fendmeno para medir-se a
intensidade desta onda de forma precisa [28]. Esta propaga¢dao se da de forma nao
linear, fazendo com que a onda primaria interaja com ela mesma (auto-demodulagao)
dando origem a novas ondas de frequéncias menores que se propagam de forma
independente em relagdo a onda primdria [29]. Westervelt utilizou o principio de
Huygens para demonstrar a formacao de tais ondas secundarias de frequéncias menores
tendo como base tais fendmenos de interferéncias nado-lineares entre fontes
distribuidas em um volume [25]. Mostrou também que um trem de pulsos ultrassonico
de alta poténcia se comporta como um vetor direcional dipolar (descrito pela equacdo
da antena), possuindo maior intensidade de propagacdo na direcdo deste vetor. Isto
ocorre, porque os termos nado lineares da equacdo que descreve o movimento da onda
fazem com que o feixe se comporte como uma distribuicio de fontes para uma

frequéncia modulada.

Ao considerar-se uma onda primaria interagindo dentro de um volume V, e
utilizando o principio de Huygens para frentes de ondas, pode-se considerar que ha um
conjunto infinito de fontes pontuais isotropicas de densidade volumétrica g. O efeito
de tais fontes pontuais é o surgimento de uma nova frente de onda. Considerando-se
gue tais fontes pontuais sdo elementos infinitesimais emitindo ondas secunddrias,

entdo integrando-se o campo oriundo de cada fonte pode-se calcular o campo



espalhado. Cada fonte tera intensidade gdv sendo dv o elemento de volume que
contém uma densidade de fonte g, que depende da posi¢ao dentro do volume V. A
expressao desenvolvida por Westervelt que representa tal densidade de fontes é

mostrada na equagao 2.1.

_ 1 @) | 4 Lo (L2
1= pécs ot [1 + 2¢? (dpz)p=p0 (2.1)

sendo p; apressdo diferencial total gerada pelas ondas primarias, p, a densidade do meio
. . d’p ~ ~
e ¢, a velocidade do som no meio. O termo d—pé’ é dependente da relagéo entre presséo e

densidade do meio, considerando-se 0 processo adiabatico e partindo-se da equacao de

estado adiabatica (eq: 2.2) pode-se resolver a equacao 2.1.
-y — -y
Pp™ = Pyp, (2.2)

Sendo Y o calor especifico. Derivando P em funcdao de p duas vezes e assumindo a

condigdode p = p , temos:

d?p y(y—1)P,
— = — (2.3)
(dp 2)p= Do ps

Como cZ = yPy/p, temos que a equacdo 2.3 é igual a (y—1)c3/po-

Substituindo este resultado na equacéo 2.1, temos:

_ 1 3(®) y-1
— p2ct ot [1+ 2] (2.4)



Aproximando-se o calor especifico do meio para o calor especifico da dgua afim
de simplificar a formulagdo matemdtica, que equivale aY = 1 cal/g°C, a equacio 2.4
fica sendo igual a:
_ 1 () 55
- 2 4 ( . )
p5co Ot
A pressao diferencial de um pacote de onda acustica plana viajando na direcdo x

pode ser escrita da seguinte forma [30].
p;(t,x) = Pie(-aX)f (t — Ci) cos(wt — 2k,x) (2.6)
0

Sendo f(t) a fungdo que representa o envelope do pulso.

Assumindo que a frequéncia da funcdo envelope é muito menor do que a
frequéncia da onda portadora, adotamos um unico coeficiente de absorgdo a;. A

equacao 2.1 depende da pressao diferencial ao quadrado.
1 —
pZ(t,x) = EPlze Zalx £2 (t — Ci) [1+ cos(2w,t — 2k;x)](2.7)
0

A partir da equagao 2.7 obtém-se duas componentes resultantes da auto-
demodulacdo do trem de pulsos primdrio. Uma das componentes possui o dobro da
frequéncia da onda portadora (2w, ), esta componente se atenua rapidamente. A outra
componente ndo possui a portadora, consistindo em uma compressdao que funciona

como uma fonte efetiva.

Ao substituir a equacdo 2.7 na equacdo 2.5 e considerando que a componente

de mais alta frequéncia é atenuada, chega-se na equacdo 2.8.



q = P_fe—Zalx% [fz (t — i)] (2.8)

- 2 .4
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A densidade de fontes possui uma banda de frequéncias, o que torna
conveniente abordar o problema no espaco K. Aplicando-se a transformada de Fourier
na fun¢do densidade de fontes e utilizando a aproximagao de Westervelt para o modelo
paramétrico [25], Berktav [30] demonstrou que a dependéncia da pressdo acustica com

a segunda derivada temporal da fungao envelope (equagdo 2.9).

Entdo, é possivel justificar o espectro de frequéncias resultantes da interagao do trem

de pulsos com o meio se a forma da fun¢do envelope for conhecida.
p(&) = €25 [f2 (= 2] 2.9)
atz Co

P2s

Sendo C = P ——
8mpocyRaq

, S a secao de choque transversal do feixe de excitagdo, R a

distancia axial, a; é o coeficiente de absor¢do do meio, p, a densidade do meio e ¢, a

velocidade de propagacdo da onda.
Considerando-se um envelope gaussiano f(t) = Ae B sendo B = 1/(20?),

t' = (t - Ci)e A =1 para simplificar os calculos. A equacdo 2.9 pode ser escrita como na
0

equacao 2.10.

p(t") = Ce™BU"* (AB2t'? — B) (2.10)

No dominio da frequéncia a equacdo 2.10 se escreve como na equacdo 2.11.



w2

. N w?e 8B
p(@) = Fip(t)} = —C = (2.11)
O sinal detectado como resultado da interagdo de tal onda com o meio Y (w) no

dominio da frequéncia é funcdo da onda de pressdo P(w), da funcdo de transferéncia

do detector H(w) e a resposta acustica e mecanica do meio W(R,w) (equagao 2.12).
Y(w)= P(w) *W(R,w) * H(w) (2.12)

sendo pressdo p(w) é prevista pela equagdo 2.11 e H(w) é obtido através da calibragdo

do detector.

A resposta mecanica do sistema, devida a interacdo de uma onda de excitacao
como a descrita pela equagdo 2.11, com o meio, pode ser entdo interpretada comouma
superposicao da resposta dos modos naturais de vibracdo do sistema face a esta forga
[31]. O teorema da expansdo modal oferece uma formulag¢do para a resposta de
sistemas continuos [31]. Se desconsiderada a atenuacdo, qualquer sistema continuo

pode ser descrito por uma equacao diferencial como na equac¢do 2.13.

0°W(R,t)
ot2

M(R) + LW (R, )] = E.(R,t) (2.13)

Sendo F.(R,t) a forca de excitagdo no ponto R L um operador relacionado a
distribuicdo de rigidez do meio e M(R) a distribuicdo de massa em um dominio D.
Usando o método de separacao de varidveis e o teorema da expansdo modal, a solucdo
para a equacao 2.13 pode ser escrita como uma superposicdo dos modos normais
W,(R) em um sistema de coordenadas generalizadas dependentes do tempo

qn(t)(equagdo 2.14).



W(R: t) = Z(r)tozl W, (R)qn(t) (2.14)

Considerando uma onda de excitacdo com uma frequéncia definida w,
produzindo uma auto-demodula¢do como a descrita por Westervelt [29] e produzindo
uma forga de natureza harménica F-(R,t) = F6(R — Ry)e'“t, agindo na posigdo R =
R, e sendo F a amplitude da forga de excitagdo. A solugdo para a equacgao 2.14 quando
a frequéncia de excitacdo w é igual a enésima frequéncia de ressonancia no sistema

pode ser aproximada para a equacgao 2.15 [32].

W(R,t) = c,W,(Ry) (2.15)

sendo ¢, = (S)Wa(R)Tpe'", T, = e'“"n/J [1- (@ = w)?* + E)?, tand, =

(&)

——L=— e { é o coeficiente de atenuagao.
w
n-(5n)

No dominio da frequéncia a equac¢ao 2.15 pode ser escrita como a equagao 2.16.
W(R,w) = FIWR, 1)} = 2mc,Wo(Ry)  (2.16)

O sistema produz um campo acustico proporcional a amplitude de vibracdo [33],

resultando na equacdo 2.17.

Po(R, w) = 2cqcy Wy (Ro) (2.17)
Sendo ¢, o fator de proporcionalidade entre a amplitude de vibragdao e a amplitude de
pressao.

A equacdo 2.17 mostra que o contraste obtido em técnicas que utilizam este tipo

de padrdo de excitacdo depende do espalhamento do sistema, as diferencas nas



propriedades mecanicas do meio estdo presentes no coeficiente C da equa¢do 2.11 e a

resposta do sistema a forca acustica aplicada é dada pela equacdo 2.17.

A fim desse estimar o espectro resultante descrito uma simulacdo foi feita
utilizando-se como onda de excitagdo uma onda contendo cem ciclos, de frequéncia 3
MHz modulada por uma fun¢ao envelope de formato gaussiano (Figura 2-3) gerada por
um transdutor ultrassonico focalizado se propagando em agua e interagindo com uma
esfera metdlica de 1 mm de didametro na regido irradiada. O espectro normalizado
resultante de tal simulacdo pode ser visto na figura 2-4. Observa-se no espectro obtido

que a resposta esperada possui frequéncias que vao de 30 kHz 4 110 kHz.

Amplitude (u.a.)
{

7.5 15
Tempo (Is)

Figura 2-3: Forma de onda de excitagdo contendo cem ciclos, de frequéncia 3 MHz modulada por uma fungéo envelope
de formato gaussiano.
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Figura 2-4: Resposta espectral normalizada resultante da equagdo 2.17 ao considerar-se uma onda de excitagdo como
a representada na figura 2-3 interagindo com uma esfera metdlica de 1 mm de diGdmetro submersa em dgua.

2.3 CAMPO ACUSTICO GERADO POR UM TRANSDUTOR FOCALIZADO.

A pressdo acustica gerada por um transdutor confocal esférico composto de um
disco de raio S para uma frequéncia angular w e nimero de onda k¢ dada pela equacdo

2.18 [34].
P(r,t) = e H@t=kn)p (1) (2.18)

Na equagcdo 2.19 define-se a pressdo acustica P;(r) para um ponto Z,

pertencente ao eixo axial do transdutor.

P;(Zy,) = mpcU (%)jinc (S*S;ns) s? (2.19)



Sendo sens = € Z,, €= x? + y?, jinc a fun¢do de Bessel de primeira ordem, A o

comprimento de onda, U a amplitude da vibracao do elemento e s o raio do transdutor

emissor da onda ultrassonica.

2.4 DENSIDADE DE ENERGIA TRANSPORTADA POR UMA ONDA ACUSTICA

A densidade de energia de uma onda acustica (E) é a razdo entre a energia
acustica e o volume do fluido pelo qual ela se propaga. Uma onda esférica, de raio de
curvatura da frente de onda muito maior do que o comprimento de onda da mesma,
pode ser aproximada por uma onda plana. Pode-se entdo descrever a densidade de
energia através da equacdo 2.20:

_ P(Zy,t)?
~ 2pc?

En (2.20)

Sendo p a densidade do meio material e ca velocidade da onda.

Substituindo-se a equac¢do 2.18 na 2.20 e tomando-se a parte real obtém-se a

densidade de energia na regido focal descrita pela equagao 2.21[35].

2
P(z :
En = %[real(Pl(Zo)el(“’”kZO))] (2.21)



2.5 FORCA DE RADIACAO ACUSTICA

Um dos primeiros trabalhos sobre forga de radiagao acustica foi publicado por
Rayleigh mais de um século atras [36]. O trabalho de Torr et al. traz andlises das teorias
que descrevem tal fendmeno fisico [37]. R. E. Beyer fez uma revisao histdrica sobre forca
de radiagdo [38]. O trabalho de Rudenko et al. foi relevante para materiais atenuantes

[39].

Considerando-se um feixe ultrassénico colimado incidindo sobre um objeto de
impedancia acustica maior do que o meio circundante, interagcdes nao lineares de
espalhamento e absor¢ao transferem energia ao objeto. A for¢a de radiagao que age
sobre este objeto é proporcional a radia¢cdo que interage com o mesmo. Tal forga pode

ser escrita como mostrado na equacgao 2.22[14].
F = d,S(En) (2.22)

Sendo Sa area da seccdo de choque, (En) é a média temporal da densidade de energia
da onda incidente e d, é o coeficiente de arraste complexo. d,, € uma grandeza

adimensional que é funcdo das propriedades acusticas do objeto em questao.

Define-se o coeficiente de arrasto complexo por unidade de densidade de

energia da onda incidente através da equacdo 2.23.

d, = %(l’[a + I, — [ ycosBds) = éfycosﬁdS (2.23)



Sendo I, e Il, as poténcias totais absorvidas e espalhadas respectivamente, y é a

intensidade espalhada, § é o angulo formado entre o feixe incidente e o espalhado, S é

a secdo de choque e dS o elemento de area.

3. MATERIAIS E METODOS.

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos utilizados em todos os
experimentos de caracterizacdo e aplicacdo da técnica APE. Sdo abordados os arranjos
experimentais utilizados em todos os experimentos além de serem descritos os
processos envolvidos na excitacdo do transdutor ultrassonico responsavel pela emissdo
das ondas acusticas, na aquisicao dos sinais de resposta oriundos da interagdo de tais
ondas com o meio ao qual se deseja caracterizar e também no processamento de tais

sinais.

3.1 ARRANJO EXPERIMENTAL

O arranjo experimental da APE é composto de um sistema de excitacdo
ultrassénico focalizado com banda de frequéncia na faixa de megahertz e um sistema

de aquisicdo com banda na faixa de quilohertz. Os experimentos foram realizados em



um tanque acustico de dimensdes 100 x 64 x 37 cm que possui um sistema de
posicionamento robético 3D controlado por computador para o posicionamento das

amostras e dos transdutores. A figura 3-1 ilustra os detalhes do aparato experimental.

Gerador de Funcoes Transdutor Osciloscopio

ultrassonico
00
@ o

PC

Amplificador de poténcia Hidrofone

Figura 3-1: Arranjo experimental para formagdo de imagens por APE: Um gerador de fungées cria um padrdo de sinal
no modo burst que é amplificado de modo a energizar o transdutor ultrassénico. Com um sistema de rastreio 3-D, o
foco do transdutor é posicionado em diferentes pontos da amostra. Para cada ponto o sinal acustico é detectado pelo
hidrofone e processado.

3.2 POSICIONAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram posicionadas dentro do tanque acustico, com o auxilio do
sistema de posicionamento tridimensional controlado por computador. Para saber a
exata distancia entre o transdutor e a amostra utilizou-se um sistema de pulse/receiver
(Modelo 5800PR, Olympus©, EUA) que alimenta o transdutor ultrassGnico com um

pulso fazendo com que o mesmo emita uma onda e adquire o eco resultante desta



emissao. Este sinal foi enviado a um osciloscopio digital (Modelo Agilent
InfiniiVision série 7000B, Agilent®, Santa Clara, California, EUA). A partir da medida do
tempo entre a emissdo da onda e a sua deteccdo pode-se calcular, com precisdo, a
distdncia entre o transdutor e as diferentes superficies refletoras. Este mesmo
procedimento foi utilizado para posicionar amostras de dimensdes reduzidas na regido
focal do transdutor focalizado, assumia-se neste caso que quando a amplitude do sinal
de eco era maxima o objeto estava posicionado na regido focal. A figura 3-2 ilustra este

sistema.

osciloscopio Z,
o O Sistema de
Sync  CH posicionamento 3-D

P ¢

Y

=
L

Transdutor

\/ Amostra

Signal
Sync out T(fi out \

Pulse/Receiver

Figura 3-2: Sistema Pulse/Receiver utilizado para o posicionamento da amostra no foco do transdutor.

3.3 SISTEMA DE EXCITACAO



O sistema de excitacao é composto de um transdutor ultrassénico focalizado, 1
gerador de funcdo (modelo Agilent 33222, Agilent®, Santa Clara, California, EUA) e um
amplificador de poténcia com ganho nominal de 20 dB, com faixa de frequéncia entre
0,5 e 5MHz), também de fabricacdo prépria. O sinal de excitacdo, com padrdo pré-
definido, foi criado no software Matlab® e entdo carregado via USB na memdria do
gerador de fungdes. O padrdo de excitacdo era de forma senoidal modulado por um
envelope segundo uma funcdo gaussiana, tal padrdo foi utilizado para reduzir o
transiente existente nos momentos em que o transdutor ultrassOnico era energizado e
desenergizado, a figura 3-3 mostra a forma do padrdo de excitagdo. Este sinal era entdo
amplificado pelo amplificador. O sinal foi gerado na frequéncia de ressonancia do
transdutor f, com diferentes duragdes temporais, ou seja, contendo diferentes
quantidades de ciclos completos da frequéncia f,.. A amplitude do sinal apds amplificado

foi de 40V.
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Figura 3-3: forma de onda de excitagéo enviada ao gerador de fungbes. Esta forma de onda foi utilizada com o intuito
de diminuir o ruido gerado pelos transientes que ocorrem quando o transdutor ultrassénico é energizado.



3.4 O TRANSDUTOR ULTRASSONICO PARA EXCITACAO.

Para a producdo da radia¢do ultrassonica pulsada com um unico feixe utilizou-se
um transdutor (de fabricacdo no préprio laboratério) que consiste de uma ceramica
piezoelétrica produzida a partir de um disco de PZT 4 de formato semiesférico com
didametro de 40,0 mm, com um foco a 50 mm de comprimento e frequéncia de
ressonancia f,- 3,16 MHz. Na figura 3-4 pode-se ver o esquema do transdutor e na figura

3-5 fotos do transdutor utilizado.

Raio do transdutor = 20 mm

Distancia Focal = 50 mm

A4

Figura 3-4: Esquema representando o transdutor utilizado nos experimentos de APE. consiste de uma cerdmica
piezoelétrica produzida a partir de um disco de PZT 4 de formato semiesférico com didmetro de 40,0 mm, com um
foco a 50 mm de comprimento e frequéncia de ressondncia f, 3,16 MHz.



Figura 3-5: Foto do transdutor ultrassénico focalizado utilizado nos experimentos de APE. Este transdutor foi
desenvolvido no proprio laboratdrio a partir de um disco de PZT 4 de formato semiesférico com didmetro de 40,0 mm,
com um foco a 50 mm de comprimento e frequéncia de ressonédncia f, 3,16 MHz.

3.5 AQUISICAO DOS SINAIS

Para a aquisi¢do dos sinais acusticos de baixa frequéncia foi utilizado um hidrofone
com banda de aquisi¢cdo na faixa de 0,3 kHz a 80,0 kHz com sensibilidade média de 157
dB/V/uPa (modelo ITC 6050C, International Transducer Corporation® ,Santa Barbara,
EUA), uma foto do hidrofone pode ser vista na figura 3-6. O hidrofone foi escolhido de
modo que sua banda de aquisicdo compreende-se da melhor maneira possivel as
frequéncias componentes do sinal a ser detectado como previsto na figura 2-4 através

da equacdo 2-17.



Figura 3-6: Foto do hidrofone modelo ITC 6050C utilizado nos experimentos ao lado de uma cédula de délar para
comparag¢do de dimensées.

Em todos os experimentos, o hidrofone foi colocado ao redor do transdutor
ultrassonico adotando como padrdo as coordenadas polares onde R é a distancia entre
o hidrofone e a ceramica e 0 é o angulo entre o hidrofone e o eixo axial do transdutor
de ultrassom focalizado, a figura 3-7 ilustra a disposicdo do hidrofone em relacdo ao

transdutor ultrassonico.

Os sinais foram digitalizados com um osciloscépio digital (modelo Agilent 332232,

Agilent®, Santa Clara, California, EUA) e salvos em um computador no formato *.dat.
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Figura 3-7: Disposicdo do hidrofone em relagdo ao transdutor ultrassénico. O hidrofone foi colocado ao redor do
transdutor ultrassénico adotando como padrdo as coordenadas polares onde R é a distdncia entre o hidrofone e a
cerdmica e O é o dngulo entre o hidrofone e o eixo axial do transdutor de ultrassom focalizado.

3.6 PROCESSAMENTO DOS SINAIS ADQUIRIDOS

Os sinais foram processados utilizando um algoritmo escrito em Matlab®. Uma
janela do tipo Hamming (equacdo 3.1) foi utilizada com o intuito de se reduzir os

artefatos de bordas gerados pelo janelamento [40].

J(t +1) = 0,54 — 0,46c0s (2”’;) (3.1)

n_
Sendo /a funcdo janela e no tamanho da mesma.

Define-se um intervalo de tempo At contado a partir de um tempo t,. Como

sabemos as distancias entre a amostra o hidrofone e o transdutor calcula-se o tempo ¢,



que corresponde ao tempo que a onda demora para viajar da sua origem (transdutor
ultrassonico) até o hidrofone. Devido a existéncia de reverberaces nas paredes do
tanque acustico e nas estruturas que compdem o aparato experimental, o intervalo de
tempo At deve ser apenas o suficiente para que possamos captar o sinal, porém
minimizando o efeito das reverberaces. Deste modo, o intervalo de tempo At foi
escolhido como sendo o mais curto possivel porem com tempo suficiente para conter

ao menos dois periodos completos da frequéncia a ser observada.

Ap0s ter feito o janelamento, uma transformada rdpida de Fourier (FFT) era
calculada a fim de se obter a resposta em frequéncia do sinal no intervalo janelado. As
FFTs foram calculadas utilizando-se o algoritmo presente no préprio Matlab® e a partir
do resultado da FFT foi calculado o espectro de poténcias do sinal tomando-se o mddulo

da multiplicacdo do resultado da FFT pelo seu complexo conjugado.

De posse do espectro de poténcias uma frequéncia era entdo escolhida (f,) e o
valor que o espectro de poténcias assumia para aquela frequéncia era o parametro
utilizado para estimar as propriedades mecanicas da amostra. Um experimento foi
realizado para esclarecer a escolha da frequéncia a ser utilizada e serd mostrado no
decorrer deste trabalho. A figura 3-8 mostra um diagrama que representa o passo-a-

passo utilizado no processamento dos sinais.
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Figura 3-8: Diagrama contendo os passos para aquisi¢éio e processamento dos sinais adquiridos com a técnica APE

3.7 FORMACAO DE IMAGENS PELA TECNICA APE

A formacdo de imagens utilizando a técnica APE é feita definindo-se um plano x,y,
este plano corresponde a uma fatia do objeto que se deseja fazer a imagem, como
mostrado na figura 3-9. Este plano é entdo discretizado, isto é feito levando-se em conta
a resolucdo espacial que se deseja alcancar respeitando os limites impostos pela funcao
espalhamento de ponto (point spread function — PSF). Utilizando o sistema de rastreio
movimenta-se o foco do transdutor para pontos P(x,y) do plano onde um sinal acustico

€ adquirido e processado da maneira descrita na secdo 3.6. O valor obtido no



processamento é entdo associado a um valor em uma matriz correspondente ao plano
no qual se irradiou a amostra. Por fim aplica-se um filtro de mediana com janela 5x5
para reduzir possiveis valores discrepantes em relacdo aos demais. A matriz resultante

da origem entdo a imagem de APE.

Transdutor
ultrasdnico

Hidrofone

Zo = Plano Focal

Figura 3-9: Plano utilizado na realizagdo de imagens.

4 EXPERIMENTOS DE CARACTERIZACAO E

OTIMIZACAO DO SISTEMA.




Neste capitulo sdao abordados experimentos de caracterizagao e otimizagao do
sistema que se fizeram necessarios ao longo do desenvolvimento do protocolo da
técnica APE. Cada secdo é dedicada a um experimento contendo a introducdo, a
metodologia utilizada e os resultados obtidos. Destacam-se entre os experimentos a
calibracdo do transdutor utilizado, a caracterizacdo do sistema de aquisicdo com
destaque a influéncia do posicionamento do hidrofone de aquisicdo no sinal adquirido
e também o contraste em funcdo da duracdo do pulso de excitacdo e da frequéncia

escolhida no processamento.

4.1 CALIBRACAO DO TRANSDUTOR ULTRASSONICO FOCALIZADO

A calibracdao do transdutor ultrassénico focalizado descrito na se¢do 3.4 foi feita
utilizando-se um hidrofone de agulha, um esquema do elemento sensor do hidrofone
de agulha pode ser visto na figura 4-1 (sensor: 1861 (agulha de 1 mm), pré-amplificador:
PA12001, Acoplador DC: DCPS244, Precision Acoustics®, Ltda., Dorchester, UK) no
tanque acustico descrito na secdo 3.1. Foi desenvolvido um cddigo em Labview® que
controlava o gerador de funcdo via USB e uma placa de aquisicdo de sinais (NI-5122,
National Instruments®, Austin, TX, EUA) para aquisi¢cdes sincronizadas. O gerador de
sinais gerava pulsos de 50 ciclos com 100 ms entre cada trem de pulsos. A frequéncia de

amostragem foi de 50 MHz.
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Figura 4-1: Esquema do elemento sensor do hidrofone de agulha.

1.5mm

Os valores de leitura em volts foram convertidos em pressdao e intensidade
considerando-se a sensibilidade do hidrofone em circuito aberto Sy (f) e o ganho do
pré-amplificador em fun¢do da frequéncia G(f) . Dessa maneira, temos que a

sensibilidade do conjunto é dada por.

Chn
CytCy

Si(f) = G(f)-Su- (4.1)

Sendo C, e Cy as capacitancias do amplificador e hidrofone, respectivamente.
Ca, Cy, Sy(f) e G(f) sdo fornecidos pelo fabricante em tabelas. As unidades de
sensibilidades s3o dadas em V/Pa para a pressio acustica P e V/W/cm? para a

intensidade acustica instantanea |.

Aintensidade espacial média de pico de pulso Ispp4 (SPPA do inglés Spatial peak-

pulse average) foi calculada por meio da equacdo 4.2.

p2
fz—adt

Tp

Isppy = (4.2)

Sendo Z, a impedancia caracteristica da agua (1,40 MRayls) e T}, a duragdo do

pulso.

A largura de banda de frequéncia foi definida pela equacdo 4.3.



fo—f1
fr

By = 100 (4.3)

Sendo f; a frequéncia de ressonancia (pico), f5 e f; as frequéncias maxima e minima da

largura a meia altura ou FWHM (do inglés full width at half maximum).

4.1.1 Resposta em frequéncia do transdutor

Determinou-se a resposta em frequéncia do transdutor variando-se a frequéncia
fornecida pelo gerador de fungdes. Determinou-se a curva de resposta em frequéncia
calculando-se a curva média para cinco tensdes ajustadas no gerador de fungées (10, 20,
30, 40 e 50 mV). Para a geracdo das curvas de resposta considerou-se a tensdo pico-a-
pico obtida pelo hidrofone de agulha. Destas curvas fez-se ajustes da pressdo em funcao
da frequéncia. A frequéncia de ressonancia encontrada foi de 3,16 MHz e largura de
banda percentual de 7,6% (3,04-3,28 MHz). A curva de pressdo normalizada em funcéo

da frequéncia pode ser vista na figura 4-2.

Conforme mostrado na figura 4.2, a largura de banda em frequéncia do transdutor
focalizado é pequena, tipico dos materiais piezoelétricos (Lead Zirconate Titanate)
desenvolvido pela Boston Piezo-Optics. Essa pequena largura de banda em frequéncia,
faz com que o transdutor tenha caracteristicas excelentes para gerar pulso ultrassénico de

alta intensidade.
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Figura 4-2: Resposta em frequéncia do Transdutor ultrassénico utilizado nos experimentos. A frequéncia de
ressondncia encontrada foi de 3,16 MHz e largura de banda percentual de 7,6% (3,04-3,28 MHz).

4.1.2 Mapeamento da pressao no foco do transdutor.

Para mapeamento da pressdo no foco do transdutor um algoritmo em Labview®
foi feito com o intuito de controlar os sistemas robéticos de modo que se fizesse uma
varredura em duas dimensdes movimentando o hidrofone para mapear o foco do
transdutor e obter-se as resoluges lateral e axial do mesmo (FWHM). A area de varredura
foi de 4 x 30 mm para o perfil axial e de 40x40 mm para o perfil lateral. A resolucéo
utilizada foi de 0,25 mm tanto em x quanto em y. A distancia focal do transdutor foi
determinada pela largura a meia altura da pressao maxima média obtida nessas

varreduras.

Na figura 4-3 pode-se ver uma imagem feita dos planos dos perfis axial e lateral

no foco do transdutor e na figura 4-4 os perfis axial e lateral respectivamente.



A resolucéo do foco no eixo axial foi de 21,6 mm. A resolucdo lateral do foco foi

de 1,5 mm como pode ser visto na figura 4-3. A distancia focal do transdutor foi de 50,25

mm.
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Figura 4-3: (a) Imagem obtida por varredura do perfil Axial do foco do transdutor de ultrassom. (b) Imagem obtida
por varredura do perfil lateral do foco do transdutor de ultrassom. As imagens foram feitas com passos de 0,25 mm
nas duas diregdes.
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Figura 4-4: (a) Perfil axial do foco do transdutor. (b) Perfil Lateral do foco do transdutor.

4.1.3 Poténcia gerada no foco do transdutor em funcdo da tensdo



Existem na literatura alguns métodos para se medir a poténcia acustica de saida
na faixa de ultrassom, métodos estes baseados em varios principios fisicos como
térmicos, Opticos e puramente acusticos [41]. A norma |IEC-61161 é a referéncia
internacional dos procedimentos de medicdo cujo principio fisico é baseado na forca de
radiacdo acustica[42]. Um outro método desenvolvido e patenteado pelo préprio grupo
de pesquisa (GIIMUS) consiste em medir a pressdo de radiacdo acustica usando um
transdutor que mede a forca a partir do deslocamento de um alvo magnético que
modifica o campo local. Este alvo fica préximo um sensor magneto-resistivo cuja

voltagem de saida é proporcional a pressdo acustica aplicada[43].

Nas medidas, foi utilizado um sistema de balanga acustica (modelo Radiation
Force balance, RFB, Precision Acoustics®, Ltda., Dorchester, UK). O sistema foi calibrado
pelo fabricante de modo a converter as medidas de massa da balanga em valores de
poténcia acustica através de um software instalado em um computador no qual a
balanca esta conectada via USB. A calibracdo foi feita para a banda de frequéncias que
vai de 1 MHz a 20 MHz e para um alcance de poténcias que vai de 20 mW a 10 W e

incerteza maxima de 7%. A figura 4-5 sao fotografias da balanca acustica utilizada.



Figura 4-5: Fotografias da balanga acustica utilizada nos experimentos de medigéo da poténcia acustica do sistema
utilizado.

O sistema de balanca acustica possui um absorvedor do qual deve-se posicionar
o foco do transdutor ao qual se deseja medir a poténcia acustica. No experimento
variou-se a tensao fornecida pelo gerador de fungdes de 0V a 4 V com passos de 0,5V,
foram feitas 10 medidas para cada uma das tensdes escolhidas. A figura 4-6 ilustra o

arranjo experimental utilizado.
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Figura 4-6: Arranjo experimental utilizado para as medidas de poténcia acustica fornecida pelo sistema. Utilizou-se
uma balanga acustica calibrada para converter os valores de massa medidos em valores de poténcia.



O grafico da figura 4-7 demonstra a relagao entre a poténcia do feixe acustico

em func¢do da amplitude de voltagem de excitacdo do sistema.
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Poténcia Acustica (W/m”2)

-1 T T T T T LI T T T T LI T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
tensdo no geragor de fungdes (V)

Figura 4-7: relagdo entre a poténcia do feixe acustico em fun¢éo da amplitude de voltagem de excitagdo do sistema.
O perfil da poténcia em fungdo da tensdo é quadrdtico como o esperado da poténcia acustica que é proporcional ao
quadrado da intensidade que por sua vez é linearmente dependente da tensdo aplicada no transdutor ultrassénico.

4.1.4 Sensibilidade do hidrofone em fungdo da frequéncia

A sensibilidade do hidrofone ITC-6050C, utilizado para a aquisicdo dos sinais de
APE, foi obtido a partir da calibracdo fornecida pelo fabricante para uma banda de
resposta entre 300 Hz a 80 KHz quando alimentado por uma fonte de 24 V. Na figura 4-
8 d apresentado a voltagem de saida do transdutor em funcao da frequéncia para uma

pressdo constante de 1 Pa.



Resposta em Frequéncia do Hidrofone ITC 6050C para a pressdo de 1.0 Pascal
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Figura 4-8: voltagem de saida do transdutor em fung¢do da frequéncia para uma pressdo constante de 1 Pa (fornecido
pelo fabricante).

Nota-se que a banda de maior sensibilidade do hidrofone estad dentro da banda de
frequéncias prevista pela equagdo 2.17 e representada na forma de espectro na figura
2-4. exceto para frequéncias muito baixas. No entanto, o hidrofone n3o tem
sensibilidade para toda a banda frequéncias prevista, principalmente para a faixa de
maior sensibilidade, que estaria entre 80 KHz e 110 Khz de acordo com o espectro
simulado da figura 2-4. Tal hidrofone foi escolhido pois dentre os disponiveis era o que
possuia banda de deteccdo mais proxima da banda de resposta dos experimentos a

serem realizados.

E importante, também, notar que a sensibilidade do hidrofone ITC 6050C
praticamente dobra para valores préximos da sua frequéncia de ressonancia (50 kHz).
Para frequéncias acima da ressonancia, a sua sensibilidade cai abruptamente. Estas

informacgdes sdao importantes pois mostram que uma possivel utilizacdo de hidrofone



que possuem uma banda de frequéncia diferente podem abrir possibilidades de

aplicagao.

4.1.5 Verificacdo do contraste em fun¢do da duragdo do pulso de excitagdo.

A duragdo do pulso de excitacdo é um dos parametros mais importantes para a
otimizacdo do sinal obtido através da técnica APE, pois possui relacdo direta com a
forma da onda de excitacdo que por sua vez é o parametro que define a banda de

frequéncias de resposta como descrito na secao 2.2 deste texto.

Com o intuito de verificar a existéncia de contraste e a variacdo do mesmo com a
duracdo do pulso de excitacdo foi realizado um experimento onde foi posicionada uma
esfera metalica de 1 mm de didmetro e densidade 7,28 g/cm?3 no foco do transdutor
ultrassonico. A mesma foi irradiada com pulsos de duragdes varidveis (de 5 a 30 us com
passos de 1 us) e intensidade de aproximadamente 3 MPa. Este procedimento foi
realizado 32 vezes com o intuito de se obter um resultado médio. O sinal foi adquirido
utilizando o sistema de deteccdo descrito na secdo 3.5, com o hidrofone posicionado a
uma distancia de 20 cm da amostra formando um angulo de 130 graus com o eixo de
emissdo do transdutor. Na figura 4-9 é apresentada uma fotografia do experimento. O
mesmo procedimento foi realizado na auséncia da esfera metalica. O processamento
dos dados consistiu em filtragem, subtracdo do sinal de referéncia (sem amostra) e
transformadas de Fourier. Na figura 4-10 pode-se ver uma imagem que traz o resultado
desta subtracdo dos sinais com a esfera posicionada na regido focal do transdutor e sem

a esfera para cada frequéncia, em fungdo da duragdo do pulso de excitagao.



Verificou-se que o melhor contraste foi para a frequéncia de 52 kHz e com uma
duracdo de pulso em torno de 13 us. A relagdo sinal ruido obtida para estes valores de
frequéncia e duracdo de pulso foi de 19,61. Deste resultado conclui-se que a presenca
da esfera modifica o sinal, indicando que esta técnica tem potencial para realizar
imagens ponderadas nas caracteristicas inerentes ao objeto alvo. Além disso a banda de
frequéncias do sinal obtido estd de acordo com o previsto ela equacgao 2.17, reforcando

gue o sinal obtido no experimento segue os modelos de espalhamento ndo-lineares.

Figura 4-9: Fotografia do experimento de verificagdo do contraste em fungdo da duragdo do pulso de excitagdo
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Figura 4-10: Resultado da subtra¢do dos espectros dos sinais com e sem a esfera no foco para cada frequéncia
identificada no espectro em fungdo da duragdo do pulso de excitagdo.

4.1.6 Atenuacdo da onda acustica de baixa frequéncia em fungdo da distancia entre a

amostra e o hidrofone.

A interagdao de uma onda acustica com uma esfera metalica da origem a um sinal
espalhado de maneira ndo-linear[26]. com um intuito de verificar o decaimento do sinal
de resposta em funcdo da distancia um experimento foi realizado onde afastou-se o
hidrofone de leitura da amostra e adquiriu-se a amplitude média da onda de resposta

em funcdo da distancia.

Como objeto espalhador foi utilizada uma esfera de aco de densidade 7,28 g/cm? e
didmetro de 1 mm. Irradiou-se a mesma com pulsos de duracdo de 15 ps e intensidade

de aproximadamente 3 Mpa. Realizaram-se medidas para um angulo entre o hidrofone



e o0 eixo de emissdo do transdutor ultrassonico de ©=0° e com as distancias entre a
esfera metalica e o hidrofone variando de 15 cm a 35 cm em passos de 1 cm. Para cada

aquisicdo, o hidrofone foi afastado da amostra de modo a se obter a amplitude do sinal
emitido da amostra a diferentes distancias. Este procedimento foi realizado 10 vezes e 0

valor médio para cada distancia foi calculado.

A figura 4-11 mostra a amplitude do pico em 52KHz para cada distancia entre a
esfera metalica e o hidrofone de aquisicdo. A linha em vermelho representa um ajuste
da forma In(r) /r que corresponde ao decaimento esperado para uma onda gerada a
partir de uma interacdo nao linear. Para um deslocamento do hidrofone de 20 cm (de

15 cm para 35 cm) o sinal da APE reduziu-se aproximadamente 15%.
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Figura 4-11: Perfil de decaimento de amplitude pico a pico do sinal APE na frequéncia de 52KHz para diferentes
distancias entre a esfera e o hidrofone. A curva em vermelho representa um ajuste dos dados experimentais para uma

fungéo do tipo In(r) /r.



4.1.7 Avaliacdo do sinal da APE em fungdo do angulo de posicionamento do hidrofone

de detecgdo.

Ao realizar experimentos no interior do tanque acustico foi notada a importancia
nado apenas da distancia entre o hidrofone de detec¢ao e a amostra, mas também a da
posicdo angular do hidrofone em relagdo ao eixo de emissdo do transdutor ultrassonico.
Percebeu-se que o sinal obtido quando o hidrofone era posicionado ao lado da amostra
por exemplo era muito diferente de quando o hidrofone era posicionado na frente da
amostra. Com o intuito de se quantificar tais diferengcas um experimento foi realizado
onde se verificou o contraste obtido através da técnica APE em func¢do do angulo de

posicionamento do hidrofone.

Para tal, utilizou-se novamente a esfera de aco de densidade 7,28 g/cm3 e
didmetro de 1 mm como amostra. Irradiou-se a mesma com pulsos de duracdo de 15 ps
e intensidade de aproximadamente 3 Mpa. O hidrofone de deteccédo foi posicionado em
um suporte preso a um goniémetro de fabricacdo no laboratdrio de modo que se pudesse
variar o angulo no qual o sinal fosse adquirido sem variar-se a distancia entre o hidrofone
e a amostra que foi de 10 cm. Foram adquiridos sinais para angulos variando de ©6=0° a
©= 150° graus com passos de 5°. Os sinais adquiridos foram processados da forma
descrita na secdo 3.6 deste texto e para cada angulo um valor foi obtido. O mesmo
procedimento foi repetido, porém sem a esfera metdlica como espalhador, os sinais
obtidos com e sem a esfera foram subtraidos e a esse valor estamos chamando de

contraste. A figura 4-12 mostra um esquema do posicionamento do hidrofone em



relacdo a amostra e o transdutor de excitacao e a figura 4-13 uma foto do aparato

experimental utilizado.
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Figura 4-12: esquema do posicionamento do hidrofone em relagdo a amostra e o transdutor de excitagdo.
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Figura 4-13: aparato experimental utilizado no experimento de sinal em fungdo do dngulo de posicionamento do
hidrofone. Nela pode-se ver que o suporte que sustentava o hidrofone possuia um goniémetro capaz de controlar a
anulagdo em relagdo a amostra e o transdutor ultrassénico.



Na figura 4-14 pode-se observar os resultados obtidos de contraste em fungao
do angulo de aquisicdo em um grafico em coordenadas polares. Os resultados
mostraram que o contraste foi maximo para um angulo de zero 8 = 0° e minimo para
angulos proximos de 8 = 90°, porém para valores préximos de 8 = 150° graus o
contraste volta a aumentar isto é importante pois para a maioria das aplicagcdes nao é
interessante utilizar posi¢des de hidrofone préximas a 8 = 0° pois isso faz com que o
hidrofone fique encoberto pela amostra. Por este motivo, assumiu-se como posicdo
padrdo para o hidrofone o angulo de 8 = 150° no qual se obteve um bom contraste
sem que se tivesse o problema de posicionar-se o hidrofone atrds de eventuais

amostras.
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Figura 4-14: resultados obtidos de contraste em fung¢do do dngulo de aquisigGo em um grdfico em coordenadas
polares.



4.1.8 Determinagdo da resolugdo lateral do sistema

Com o intuito de determinar a resolugao lateral do sistema (que tem relagdo com
a Funcgdo de espalhamento pontua do sistema) amostras compostas de fios de nylon de
diferentes espessuras foram preparadas em um suporte de modo a determinar a menor
estrutura que se podia resolver. A figura 4-15 mostra um esquema do aparato
experimental utilizado. Foram dispostos em um suporte de acrilico com dimensdes de
10x10 cm fios de nylon com as seguintes espessuras: 0,57 mm, 0,42 mm, 0,25 mme 0,14
mm. O foco do transdutor ultrassénico percorreu os fios transversalmente ao longo da
direcdo X de modo a gerar o perfil transversal dos mesmos. O tamanho do passo dado
pelo sistema de rastreio entre cada aquisicdo foi de 12,5 um, que é o menor possivel no

sistema utilizado, ao longo de 1 mm.

Suporte da

Transdutor amostra Y

Ultrassonico \

Hidrofone

Fio de Nylon

Figura 4-15: Esquema representando o aparato experimental utilizado para se determinar a resolugdo lateral da APE..
Uma aquisi¢do de sinal foi feita a cada 12,5 um ao longo de 1 mm na diregdo x.



Na figura 4-16 observa-se o perfil transversal dos quatro fios analisados e na
tabela 4-1 os valores de SNR e a largura a meia altura (FWHM) obtidos para cada fio. E
possivel notar que o menor fio detectado foi o de 0,25 mm de espessura, porem a
largura a meia altura obtida para o mesmo foi de 0,4 mm. Essa diferenca entre resolucao
lateral da técnica e a espessura do alvo, e devido a influéncia da largura do pulso de
ultrassom na regiao focal, que é da ordem de 0,8 mm. Este experimento mostrou que a
técnica APE é capaz de detectar estruturas individuais de tamanho préximo a 250 um,
permitindo assim a sua aplicacdo na deteccdo de estruturas pequenas como

microcalcificagdes.
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Figura 4-16: Perfil transversal de cada um dos fios analisados. (a) corresponde ao perfil transversal do fio de 0,57
mm. (b) corresponde ao perfil transversal do fio de 0,42 mm. (c) corresponde ao perfil transversal do fio de 0,25 mm.
(d) corresponde ao perfil transversal do fio de 0,14 mm.

Tabela 4-1: FWHM e SNR obtidas para cada um dos fios utilizados. O simbolo (*) indica que ndo foi possivel determinar
o valor.




Diametro do fio (mm) FWHM (mm) SNR

0,57 0,8 0,4
0,42 0,4 3,0
0,25 0,4 2,1
0,14 * 1,1

5. CARACTERIZACAO DE TECIDOS MOLES

5.1 INTRODUCAO

5.1.1 Elasticidade dos materiais.

A elasticidade de um material descreve a sua capacidade de retornar a sua forma
original depois de ser deformado. Fluidos apenas resistem em mudangas de volume, e
ndo de forma, por tanto os mesmos possuem apenas elasticidade volumétrica. Sdlidos
resistem a mudancas no volume e também a mudancas de forma, pois possuem a
chamada elasticidade de cisalhamento (que da origem ao mddulo de cisalhamento)

além da elasticidade volumétrica.



Para um sélido homogéneo e isotrépico, a razdo entre a tensao e a deformacao é
uma constante, chamada de moédulo de elasticidade. Trés dessas constantes sdo

comumente usadas para definir a elasticidade de dado material:
Maddulo de Young (elasticidade longitudinal), £ = (tensdo)/(deformagdo).
Maodulo de cisalhamento, G.
Mdédulo volumétrico (elasticidade volumétrica), K

Quando uma tensdo é aplicada a um material, sua largura pode se contrair a
medida que seu comprimento se estende. Este comportamento é definido por uma

constante chamada de coeficiente de Poisson, que é dado por:

Contragao lateral por unidade de largura

o=
Estensao longitudinal por unidade de comprimento

Essas quatro constantes (G, £, 0, K) estao relacionadas por meio das

seguintes equagoes;

E
~ (21+9) >.1

E
K -_— m 5.2

5.1.2 Elasticidade dos tecidos biolégicos.



Existem cinco tipos de tecidos moles comumente encontrados no corpo humano.
Eles sdo: Tecido epitelial, composto de células firmemente presas as outras de modo a
formar camadas continuas que servem como revestimento de estruturas e orgaos;
Tecido conectivo, constituido de coldgeno, que da suporte e ajuda na estrutura do
corpo; Tecido parenquimaticos, que é o tecido funcional dos érgaos; Tecido muscular,
composto de células com a habilidade de se contrair em resposta a impulsos elétricos;
e tecido nervoso, que possui a habilidade de gerar e conduzir sinais elétricos. As
propriedades mecanicas de tecidos ndo podem ser realisticamente descritas em termos
de aglomerados de tipos de células homogéneas, os tecidos possuem uma organizagao

microscopica e macroscépica que precisa ser levada em consideragao.



Tecido Tipo E (kPa) Referéncia
Mamario Ndo-especificado 29 [44]
21-23 [45]
adiposo 19 [46]
1.9 [47]
Carcinoma Ductal 25 [46]
in situ 12 [47]
glandular 33 [46]
Fibroso 110 [46]
1.8 [47]
Carcinoma invasivo 93 [46]
Colo do utero Nao-especificado 3090 [48]
Rim Nao-especificado 10 [49]
6 [45]
Figado Nao-especificado 13 [50]
10-17 [51]
7-10 [45]
1-3 [52]
0.4-1.7 [53]
normal 10 [22]
0.6-1.1 [54]
Nodular Focal 1.1-2.5 [54]
Hiperplasia
Hepatite Cronica 35 [50]
Cirrose 52 [50]
1.1-4.9 [54]
Carcinoma VX2 0.3-0.9 [52]
colangiocarcinoma 3-12 [22]
Musculo Nao-especificado 14-16 [45]
10-40 [52]
7-57 [55]
1.2-1.8 [53]
intercostal 100 [22]
cardiaco (sistole) 100 [56]
cardiaco (diastole) 10 [56]
Paralelamente as fibras 13 [57]
Perpendicularmente fibras 5.3 [57]



Carcinoma VX2 2-8 [52]

Prostata Ndo-especificado 0.8-4.0 [52]
normal 62-69 [46]
17 [58]
prostata benigna 36 [46]

hipertrofia
carcinoma 100 [46]
24 (58]
trombo Nao-especificado 8-38 [59]
utero Nao-especificado 30-90 [48]
leiomioma 60-220 [48]

Tabela 5-1: : valores para o mddulo de Young encontrados para os diferentes tipos de tecido moles.

Os valores para o médulo de Young encontrados para os diferentes tipos de
tecido moles, listados na tabela 5-1, possuem uma variagdo consideravel entre os
valores publicados por cada autor, mesmo para tecidos do mesmo tipo. Algumas destas
diferengas podem ocorrer devido a discrepancias na forma de medida, ou também no
tratamento matematico dos dados. Entretanto, é razoavelmente concluir que os valores
tipicos de mdédulo de Young sdo de aproximadamente 10 kPa para o parénquima, 20 kPa

para musculos e 50 kPa para o tecido conectivo [60]

5.1.3 Materiais e métodos

Com o intuito de verificar a viabilidade da aplicacdo da técnica na caracterizacao
de tecidos moles foi confeccionado um phantom simulando as caracteristicas de rigidez

de diferentes tecidos biologicos. O phantom foi feito de parafina gel com trés inclusdes



esféricas feitas do mesmo material, mas com diferentes densidades, resultando em
inclusGes com trés diferentes médulos de Young. O objetivo foi produzir um phantom
com inclusdes de diferentes densidades, porém a mesma impedancia acUstica para que
as mesmas possuissem a mesma ecogenicidade na imagem modo-B. A figura 5-1 mostra
a morfologia do phantom. As inclusdes possuiam maddulos de Young de 98 kPa, 27 kPa e
18 kPa. Esses valores de mddulos de Young estdo dentro da faixa encontrada para
tecidos moles presentes no corpo humano tanto em tecidos sadios quanto em tumores
e ndédulos para os quais a técnica pode ser utilizada na caracterizacdo, como pode ser
verificado na tabela 5-1. Como possuem a mesma ecogenicidade, a hipdtese era a de
que inclusdes ndao apareceriam na imagem de ultrassom convencional (modo-B). O
objetivo deste experimento foi mostrar que a APE pode fazer imagens de tecidos
isoecoicos além de demonstrar a capacidade da mesma caracterizar tecidos moles
verificando a proporcionalidade da SNR encontrada com os mddulos de Young das

diferentes inclusodes.

1.5¢cm

3.5cm

Figura 5-1: Morfologia do phantom e distribui¢do das inclusées. O corpo do phantom e as inclusGes foram feitos de
parafina gel com diferentes rigidezes. As inclusbes 1, 2 e 3 possuem mddulo de Young de 98 kPa, 27 kPa e 18 kPa,
respectivamente.



As inclusdes tiveram seus médulos de Young medidos em ensaios de compressao
utilizando um texturémetro Ta.Xt Plus (modelo Stable Micro Systems, UK), com uma
probe de 40mm de diametro, ver figura 5-2. Foi feita uma imagem do phantom através
da técnica APE utilizando da maneira descrita no capitulo trés deste texto e uma imagem
de ultrassom convencional (modo-B) para comparacdo. O tamanho da area escaneada

foide 1,5 cm x 3,5 cm com uma resolugdo espacial de 0,25 mm.

Foram selecionadas, na imagem obtida através da APE, uma regido de interesse
(region of interest - ROI) em cada inclusdo com uma janela de 10 x 10 pontos. Foi feito
entdo um boxplot de tais valores de modo a mostrar a dependéncia do sinal de APE com

o modulo de Young de cada inclusdo.

Figura 5-2: texturémetro Ta.Xt Plus (modelo Stable Micro Systems, UK) utilizado nos ensaios de compress&o, A probe
utilizada foi a de 40mm de diametro.



5.1.4 Resultados

Na figura 5-9(a) observa-se a imagem gerada através da técnica APE, a figura 5-
9(b) mostra aimagem de modo-B. Aimagem feita através da técnica APE possui um bom
contraste na regiao das inclusdes enquanto a imagem modo-B nao foi capaz de produzir
contraste suficiente para identificar as inclusdes. Este resultado mostra que a APE

fornece informacgdes que imagens tradicionais modo B, ndo conseguem.

100
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20
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Figura 5-3: (a) Imagem de APE do phantom simulador de tecido biolégico, na imagem pode-se observar as trés inclusées
isoecdicas com rigidezes diferentes. (b) imagem de modo-B do mesmo phantom, ndo é possivel nela notar as trés inclusées.



Na figura 5-4 pode-se observar o boxplot referente aos dados extraidos das
regioes de interesse no interior de cada uma das inclusdes e na tabela 5-2 observa-se os
valores de mdédulo de Young obtidos nos ensaios de compressao e o valor médio do sinal
obtido de cada inclusdo pela técnica APE. Um teste de correlagcdo entre os valores
obtidos pela APE e o modulo de Young obtidos pelo teste de compressao obteve o valor
de R = 0,94, demonstrando uma forte correlacdo entre os sinais. Embora esta analise
tenha sido feita em apenas trés amostras este resultado demonstra a capacidade da
técnica de fornecer imagens ponderadas ndo apenas nas caracteristicas morfoldgicas do

tecido, mas também nas propriedades mecanicas do mesmo.
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Figura 5-4: Boxplot contendo os valores referentes a uma ROl em cada inclusdo.



Tabela 5-2: Valores médios de sinal da APE obtidos em uma ROI no interior de cada uma das inclusées e valores de
modulo de Young obtidos através dos ensaios de compressdo.

Inclusdo  Sinal médio da APE (u.a) E(kPa)

1 55 +11 98+1
2 45 +8 27+1
3 37 +4 18+1

6. CARACTERIZACAO DE TECIDO OSSEO

6.1 (OSTEOPOROSE

A Osteoporose é uma doenca capaz de causar altera¢Bes nas propriedades
mecanicas de tecidos 6sseos. E uma doenca osteometabdlica com uma grande
prevaléncia na populacdo mundial caracterizada por uma reducdo na massa dssea
causando alteragdes na sua microarquitetura. [61]-[64]. A consequéncia mais
importante da osteoporose é a reducdo na resisténcia mecanica dos ossos, aumentando
assim o risco de fraturas. Desde 1994, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu
gue o diagndstico de osteoporose seria baseado na medida da densidade mineral dssea

(do inglés Bone Mineral Density: BMD) [65]-[67]. A absorciometria por Duplo Feixe de



Raios X (do inglés Dual Energy X-Ray Absorptiometry: DXA) é o padrdao ouro para
medidas de densidade mineral dssea in-vivo [68]. A técnica DXA consiste em estimar a
atenuacdo de dois feixes de raio X (um com alta e outro com baixa energia) pelo tecido
dsseo. Entretanto, a DXA apenas detecta susceptibilidade a fraturas nos individuos com
baixa massa éssea, porém observa-se a ocorréncia de fraturas em pacientes com valores
altos de massa dssea. Algumas técnicas estdo disponiveis para a avaliacdo detalhada da
microarquitetura éssea, mas eles sdo invasivos, muito demorados (como é o caso da
Histomorfometria), sdo de alto custo e envolvem uma dose acentuada de radiacdo
(como é o caso da tomografia computadorizada periférica de alta resolugdo). In-vitro, o
padrdo ouro para se medir a densidade mineral e se avaliar a microarquitetura éssea é

o micro-CT [69].

6.2 TECNICAS ULTRASSONICAS NA CARACTERIZACAO OSSEA

Para a caracterizacdo do tecido ésseo, algumas técnicas ndo invasivas vém sendo
utilizadas. Técnicas como a analise vibracional e o ultrassom quantitativo (QUS) tem sido
usadas para a obtencdao de parametros mecanicos de ossos. Analise vibracional utiliza
um martelo para gerar ondas vibracionais e medir as frequéncias de ressonancias para
mensurar as propriedades mecanicas dos tecidos 6sseos [70]—[74]. Nas analises de QUS,
as ondas de ultrassom emitidas por um transdutor em um lado do osso sdo transmitidas
através dos mesmos e sdao medidas na outra superficie com um segundo transdutor e
sdo utilizadas para determinar as propriedades mecanicas de tais 0ssos.[75]—[82].
Progressos recentes em QUS tem focado na extracdo de curvas de dispersdo e na

exploracdo de ondas multimodais de ossos longos para extrair a espessura e a rigidez



cortical dos ossos [83], [84]. Entretanto, tem sido dificil a aplicagdo das técnicas de
analises vibracionais [85]-[87] e do QUS [77]-[81] na clinica médica devido ao impacto
do tecido circundante ao 0sso nas medidas. As ondas vindas do osso e dos tecidos moles
circundantes se misturam dificultando e até impossibilitando uma analise precisa dos
resultados [78], [81]. Na andlise vibracional, diferencas consideraveis acontecem tanto
em magnitude quanto temporalmente quando se compara as andlises feitas na
presenca e na auséncia dos tecidos circundantes [87]. Bochude et al., resumiu os efeitos
do tecido circundante no QUS e demonstrou estimativas confidveis de resisténcia dssea
de phantoms de ossos calibrados usando um esquema de inversao baseado no modelo
free-plate mesmo na presenca do tecido circundante. Devido a essas dificuldades
técnicas capazes de caracterizar 0ssos mesmo na presenca do tecido circundante estdo

sendo extensivamente estudadas.

Em 2006, Azra Alizad, et al. [88], utilizou forca de radiacdo acustica para estudar as
mudancas na frequéncia de ressonancia dos ossos devidas a mudancas nas propriedades
mecanicas dos 0ssos causadas por fraturas. O método proposto ofereceu a vantagem
de aplicar a forca remotamente e diretamente ao osso evitando a interferéncia do
musculo que circunda o osso. Similarmente, Callé, et al. [89] utilizou forca de radiacdo
acustica para gerar vibracdes ao longo do tecido ésseo utilizando um hidrofone para

capturar o sinal de resposta e uma imagem foi feita utilizando tais sinais.



6.3 EXPERIMENTO PARA VERIFICAR A APLICABILIDADE DA TECNICA APE NA OBTENCAO DE

PARAMETROS MECANICOS DE TECIDOS OSSEQS

6.3.1 Materiais e métodos

6.3.1.1 Obten¢do das amostras

Este estudo foi realizado utilizando fémures de camundongo obtidos de um estudo
experimental feito previamente e aprovado pelo comité institucional de cuidado e uso
de animais da escola de medicina de ribeirdo preto [90] [91], departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) da Universidade de S3o

Paulo (USP) (protocolo nimero 111/2011).

Com o intuito de verificar a aplicabilidade da técnica APE na caracterizacdo do
tecido dsseo, especialmente como técnica capaz de auxiliar no diagnéstico de
osteoporose, um estudo foi feito em dois grupos de fémures de camundongo: Grupo
controle, contendo dez 0ssos e grupo osteopordtico com dez ossos submetidos a uma
injecdo intraperitoneal de tetracloreto de carbono (CCLs) que induz doencga hepatica e

que por sua vez induz a osteoporose.

Os camundongos usados no experimento tinham cinco semanas e pesavam
aproximadamente 18 g. Os animais foram mantidos em gaiolas em uma sala com
humidade e temperatura 23+1°C controladas e um ciclo claro/escuro artificial de 12

horas (luzes ligadas as 6 horas e desligadas as 18 horas). Os animais tinham acesso livre



a agua e ragdo. Para induzir Osteodistrofia Hepdtica (OH) nos individuos pertencentes
ao grupo osteopordtico, foram administradas inje¢cdes de tetracloreto de carbono, um
intervalo de duas semanas apds a administracao das injecdes foi respeitado de modo a
consolidar-se a doenca hepatica. No final da decima semana os camundongos foram

submetidos a eutandsia e os seus fémures retirados para o estudo.

6.3.1.2 Micro-CT das amostras.

Cinco dos dez fémures de camundongo de cada um dos grupos foram escaneados
utilizando um sistema de micro-CT (modelo 1172; SkyScan®, Kontich, Bélgica). Foram
obtidos parametros estruturais dos 0ssos na porc¢do distal dos fémures, comegando a
0,25 mm da placa de crescimento distal e cobrindo uma area de aproximadamente 1 x
1 mm. Os ossos foram escaneados em baixa resolucdo, com uma tensdo de 55 kVp e
corrente de 145 mA. Um software (CT-analizer software versdo 1.13.2.1) foi usado na
para a obtencdo dos parametros quantitativos. Os parametros do micro-CT foram
expressos de acordo com a nomenclatura padrao da técnica [69]. Os parametros obtidos
através do micro-CT foram: Volume &sseo/Volume trabecular (Bone volume
fraction:BV/TV), que corresponde a razédo entre o volume de massa dssea e o volume
total observado ; Numero trabecular (Trabecular Number:Tb.N), mediado niumero de
trabéculas por unidade de comprimento; Espacamento Trabecular (Trabecular
spacing:Th.Sp), distancia media entre as trabéculas;, Largura trabecular (Trabecular

Thickness:Tb.Th), largura média das trabéculas; Conectividade (Connectivity:Conn); grau



de conectividade das trabéculas; Densidade de conectividade (Connectivity

density:Conn.D) e Grau de conectividade das trabéculas normalizado pelo volume total.

6.3.1.3 Aquisi¢éo dos sinais de APE

Utilizando o mesmo procedimento de aquisi¢gdao de sinais descrito no item 3 cada
um dos ossos teve a regido distal irradiada. A figura 6-1 mostra a disposi¢cdo espacial do
transdutor ultrassénico e do hidrofone em relagdo a amostra. Cada um dos fémures teve
a sua parte distal irradiada de modo a produzir um sinal de resposta dependente de suas

caracteristicas mecanicas individuais.

Amostra

»l
L

3,5 Cm
Hidrofone

5cm

Transdutor
Focalizado

Figura 6-1: Disposigcdo espacial do transdutor ultrassénico focalizado responsdvel pela emisséo do sinal de excitagdo
e do hidrofone de detecgdo responsdvel pela aquisi¢cdo do sinal de resposta em relagdo a amostra.



6.3.1.4 Analises estatisticas.

Os resultados obtidos dos dois grupos foram comparados utilizando ANOVA. O
teste de correlagao de Spearman foi utilizado para determinar a correlagao entre o sinal
de APE e cada um dos parametros fornecidos pelo micro-CT. As analises estatisticas
foram feitas utilizando o software R (versdo 3.4.1). Um valor de p (p-value) menor do

que 5% foi considerado para a significancia estatistica.

6.3.2 Resultados da técnica APE no diagndstico de osteoporose.

Seguindo o protocolo descrito anteriormente para o grupo controle e para o
grupo osteoporotico, os resultados do sinal de APE normalizados sdo mostrados na
tabela 6-1. Os mesmos dados mostrados em um boxplot na figura 6-2. O teste ANOVA
demonstrou que a técnica foi capaz de discriminar os dois grupos (p < 0,01), sugerindo

gue a aplicacdo da técnica APE no diagndstico de osteoporose possui grande potencial.

Tabela 6-1: valores obtidos através da APE para os grupos controle e osteoporaticos.

Controle Osteopordético

5,38 4,13
4,78 3,53
4,59 3,05
4,46 2,76
4,42 2,44
4,05 1,91
3,96 1,52
3,88 1,51
3,84 1,21

3,79 1,00
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Sinais de APE normalizados (u.a)

| I
Controle Osteoporoético

Figura 6-1: Sinais de APE de cada um dos grupos. Em preto o grupo controle e em vermelho o grupo osteopordtico.

As tabelas 6-2 (a) e 6-2(b) mostram os sinais de APE normalizados pela amplitude
e os parametros de micro-CT correspondentes para cada amostra para 0s grupos
controle e osteopordticos respectivamente.

Tabela 6-2 (a):Sinais de APE e micro-CT pardmetros para cada amostra do grupo controle

Grupo Controle

Sinal APE BV/TV Tb.Th Th.N Th.Sp
Amostra (u.a) (%) (mm) (1/mm) (mm) Conn Conn.D
C1 4,42 15,17 0,06 2,52 0,16 349 143
Cc2 3,96 7,03 0,04 1,80 0,17 622 296
Cc3 3,84 9,32 0,05 2,31 0,14 565 268
c4 5,38 16,00 0,07 2,32 0,16 795 357
C5 4,59 11,07 0,05 2,46 0,22 785 320
Média 4,44 11,72 0,05 2,28 0,17 623 277
Desvio 61 38 001 0,28 003 183 81

Padrao




Tabela 6-2 (b): Sinais de APE e micro-CT pardmetros para cada amostra do grupo Osteopordtico.

Grupo Osteoporotic

Sinal APE BV/TV Tb.Th Th.N Th.Sp
Amostra (u.a) (%) (mm) (1/mm) (mm) Conn Conn.D
01 4,41 11,76 0,05 1,74 0,24 314 140
02 3,05 8,14 0,05 1,63 0,19 319 171
03 1,51 7,39 0,06 1,56 0,22 314 152
04 1,00 9,53 0,06 1,57 0,25 238 120
05 4,13 16,92 0,05 1,89 0,19 628 267
Média 2,82 10,75 0,05 1,68 0,22 362 170
Desv:o 1,53 3,83 0,01 0,12 0,02 136 51
Padrao

A figura 6-2 mostra os graficos de cada um dos parametros fornecidos pelo
micro-CT versus os sinais de APE normalizados. A tabela 6-3 mostra os valores obtidos
no teste de correlacdo de Spearman entre as variadveis. Os resultados obtidos no teste
mostram uma forte correlacdo entre os sinais de APE com o numero trabecular
(trabecular number: Tb.N) e uma correlacdo moderada entre os sinais de APE e os
parametros Espaco entre trabéculas (trabecular spacing:Th.Sp) e densidade de
conectividade (connectivity density: Conn.D). Tais resultados mostram para quais
parametros mecanicos dos tecidos dsseos a APE pode ser sensivel, em especial pode-se
notar que a técnica foi sensivel para o espaco entre as trabéculas e para o numero

trabecular que possuem rela¢do direta com a porosidade dos 0ssos.



. 0.08

15 . .
_ 006 o ° .
‘62 °° g ® o
-..110 ° ° (a) E L] e °
— °
e L - =00 (b)
@ e
5 -
0.02/
0 -
0 & A
0 4 6 0 2 4 6

2
Sinal de APE (u.a.
(ua.) Sinal de APE (u.a.)

0.3
25} ® 1
° ° 0.25} @ °
| ° L]
E 2 ooe ‘g 0.2 ° °
,E_ 1 5 o o d ! E e o °
" a0.15 °
= (© 3 (d)
= = 01
0.5 0.05!
0 2 4 6 0 2 4 6
Sinal de APE (u.a.) Sinal de APE (u.a.)
1000 v ” 350
o
800 | o o | 300 A
250
o0
g 600 . - 9 200
Q c °
S 400! (e 3ol e (h
-] o o
. 100 | {
200/ - sol
0 ‘ 0
0 2 4 6 0 2 4 6
Sinal de APE (u.a.) Sinal de APE (u.a.)

Figura 6-2: Sinal de APE para cada um dos ossos versus cada um dos pardmetros de micro-CT. (a)Sinal de APE vs.
BV/TV; (b) Sinal de APE vs. Tb.Th; (c) Sinal de APE vs. Tb.TN; (d) Sinal de APE vs. Th.Sp; (e) Sinal de APE vs Conn; (f)

Sinal de APE vs Conn.D.



Tabela 6-3: Resultados dos testes de correlagdo de Spearman entre os pard@metros de micro-CT e o sinal de APE.

Parametro uCT vs Sinal APE Correlagdo Spearman (p) p-Value
BV/TV (%) 0,60 0,069
Th.Th(mm) -0,08 0,819

Th.N(1/mm) 0,72 0,020
Th.Sp(mm) -0,51 0,136
Conn 0,69 0,026
Conn.D 0,64 0,044

6.4 |IMAGEM DE TECIDO OSSEOQ IN-VITRO

6.4.1 Materiais e métodos

Para demonstrar a aplicacdo da APE na geracdo de imagens no tecido 6sseo, foi
feita uma imagem em um dos fémures utilizados no experimento anterior. A imagem foi
gerada seguindo os procedimentos descritos no capitulo 3 em uma regido de interesse
de 20x25 mm com passos de 0,25 um e foi utilizado um pulso de excitacdo de 15 us. A

imagem foi gerada a partir da amplitude do pico espectral centrado em 52 kHz.

6.4.2 Resultados referentes a imagem de tecido 6sseo através da APE.



A figura 6-4(a) mostra a imagem feita através da técnica APE do fémur de Rato e
a figura 6-4(b) é uma fotografia tirada aproximadamente no mesmo angulo e area da

imagem de APE para comparacao.
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Figura 6-3: Imagem do Fémur de Rato obtida através da técnica APE; (b) Fotografia do mesmo fémur de rato tirada
aproximadamente no mesmo dngulo e drea.

Nota-se na figura 6-4(a) que a imagem produzida é livre de speckles, com
contornos bem definidos oferecendo um contraste na regido da cabeca do fémur onde
nota-se uma reentrancia no osso. Esta estrutura dificilmente seria observada em uma
ultrassonografia convencional (modo-B) devido aos artefatos de reverberacdo e a alta
diretividade das ondas ultrassénicas de alta frequéncia. A imagem de APE é formada

com frequéncias muito menores e de modo que o sinal adquirido possua baixa



direcionabilidade, permitindo assim, um maior detalhamento da imagem para casos

deste tipo.

/. DISCUSSAO GERAL

Neste trabalho foi proposta uma nova técnica, que utiliza a radiacdo acustica
focalizada para a caracterizacdo de tecidos, como por exemplo, amostras ésseas (para o

diagndstico de Osteoporose) e também phantoms simuladores de tecido bioldgico.

O desenvolvimento matematico realizado levando-se em conta o espalhamento
ndo-linear estimou que a resposta acustica de baixa frequéncia teria uma banda entre
30 kHz e 110 kHz como pode ser observado na figura 2-4. Os experimentos realizados
para a verificacdo da existéncia de contraste na APE mostraram que tal estimativa esta
coerente com 0 observado, pois verificou-se sinal com um bom contraste dentro deste
range de frequéncias como pode ser observado na figura 4-10. Acreditamos que, ao passar
pelo alvo, o envelope do sinal de excitacdo € distorcido causando uma mudanca tanto da
frequéncia de ressonancia quanto da amplitude do sinal, dando origem ao contraste da
técnica. Estudos mais aprofundados para desenvolver uma teria teoria mais detalhada
englobando todos os processos de interagdo da onda de excitacdo com o meio se fazem
necessarios para uma melhor descricio dos fendmenos fisicos envolvidos. E importante
notar que a banda de aquisicdo do hidrofone de detec¢éo utilizado vai apenas até 80 kHz
enquanto o previsto pela teoria € uma banda de resposta que chega a 110 kHz, isto mostra
que estudos utilizando um hidrofone capaz de detectar sinais maiores, com frequéncias

entre 80 kHz e 110 kHz devem ser realizados com o intuito de verificar o comportamento



do sinal de resposta em tais frequéncias e também para se obter uma melhor confirmacéo

experimental da modelagem matematica realizada.

Em casos onde a ecogenicidade dos tecidos se mantem a mesma, porém com
diferente rigidez (causadas por alguma doenca), técnicas como o ultrassom modo-B néo
podem ser utilizadas pois 0 mesmo n&o seria capaz de detectar tais diferencas. Entretanto,
voltando ao desenvolvimento matematico feito para descrever os efeitos ndo lineares, a
constante C da equacdo 2.10 leva em consideracdo parametros do meio na qual a onda se
propaga, tais como, densidade, velocidade e coeficiente ndo linear. Isto mostra que, o
sinal gerado através do espalhamento ndo linear ndo depende da ecogenicidade e sim de
parametros mecanicos, mostrando o motivo da técnica ser capaz de detectar mudancas de
rigidez nesta situacdo. Na figura 5-3 observa-se um phantom de parafina gel contendo
incluses com diferentes rigidezes porem mesma ecogenicidade que foi submetido a uma
imagem de ultrassom modo-B e uma imagem de APE. A imagem de APE foi capaz de
detectar as inclusdes e as diferencas de rigidez entre elas. Enquanto as mesmas ndo oram
detectadas na imagem de modo-B. Ensaios mecanicos foram realizados nas inclusdes de
comparados com o contraste obtido pela técnica APE para cada inclusdo. Os valores
obtidos de contraste foram proporcionais aos valores de mddulo de Young obtidos no

ensaio mecanico. Um teste de correlagdo entre os valores obtidos pela APE e o modulo
de Young obtidos pelo teste de compressdo obteve o valor de R = 0,94, demonstrando
uma forte correlacao entre os sinais. Embora esta analise tenha sido feita em apenas
trés amostras este resultado demonstra a capacidade da técnica de fornecer imagens
ponderadas ndo apenas nas caracteristicas morfolédgicas do tecido, mas também nas

propriedades mecanicas do mesmo.



Utilizou-se a APE para caracterizar-se tecido 6sseo, com o intuito de auxiliar no
diagnostico da osteoporose, os resultados mostrados na figura 6-1, juntamente com o
resultado do teste ANOVA aplicado nos dados, mostram que a técnica é capaz de

diferenciar 0ssos osteoporoticos de 0ssos sadios. A tabela 6-3 mostra os valores obtidos
no teste de correlacao de Spearman entre as variaveis. Os resultados obtidos no teste
mostram uma forte correlacdo entre os sinais de APE com o numero trabecular
(trabecular number: Th.N) e uma correlacdo moderada entre os sinais de APE e os
parametros Espaco entre trabéculas (trabecular spacing:Th.Sp) e densidade de
conectividade (connectivity density: Conn.D). Tais resultados mostram para quais
parametros mecanicos dos tecidos dsseos a APE pode ser sensivel, em especial pode-se
notar que a técnica foi sensivel para o espaco entre as trabéculas e para o numero
trabecular que possuem relacdo direta com a porosidade dos ossos. Além disso uma
imagem de um fémur extraido de um rato foi gerada (figura 6-4(a)). Levando-se em
consideracao que se utiliza o DXA para este tipo de caracterizagdo e diagndstico, o
avancgo desta técnica seria muito benéfica para pacientes que possuem algum tipo de
restricdo ao uso de radiagcbes ionizantes, como é o caso de criangas. Aimagem produzida
é livre de speckles, com contornos bem definidos oferecendo um contraste na regido da
cabeca do fémur onde nota-se uma reentrancia no osso. Esta estrutura dificilmente
seria observada em uma ultrassonografia convencional (modo-B) devido aos artefatos
de reverberacdo e a alta diretividade das ondas ultrassonicas de alta frequéncia. A
imagem de APE é formada com frequéncias muito menores e de modo que o sinal
adquirido possua baixa direcionabilidade, permitindo assim, um maior detalhamento da
imagem para casos deste tipo. A baixa diretividade do sinal acustico de resposta ajuda

na formacdo de imagens de objetos, que como 0s 0ssos, possuem superficies



irregulares. Além disso, com apenas uma aquisicdo, é possivel fazer uma andlise

multifrequencial diferentemente de outras técnicas como a Vibro-acustografia.

A andlise multifrequencial destaca-se como uma das principais vantagens da APE
frente a outras técnicas presentes na literatura (como a Vibro-acustografia), ou seja,
podendo gerar um espectro com apenas uma aquisi¢ao. Possibilitando assim, que
diferentes caracteristicas de determinada amostra sejam estudadas sem a necessidade
de multiplas aquisicdes. Além disso, ndo existe aqui a necessidade de se descobrir
previamente a frequéncia de ressonancia do sistema, conforme é feito pela técnica de

Vibro-acustografia.

8. CONSIDERACOES FINAIS

8.1 CONCLUSOES

Neste trabalho, uma nova técnica chamada APE, capaz de detectar mudancas nos
parametros mecanicos de tecidos foi apresentada. Baseando-se nos efeitos ndo lineares
associados a propagacdo acustica, demonstrou-se que a técnica é capaz de produzir
sinais acusticos de baixa frequéncia (kHz) utilizando um sinal de excitacdo de alta
frequéncia (MHz). Experimentos realizados com uma esfera de metal demonstrou que

o sinal acustico de resposta gerado através deste experimento esta de acordo com o



previsto teoricamente. Foi demonstrada a existéncia de contraste com a técnica e
caracterizou-se os instrumentos utilizados e experimentos com o intuito de otimizar os
parametros de excitacdo e aquisicdo foram realizados. Demonstrou-se a aplicabilidade
da APE na caracterizacdo de tecidos moles. Ao fazer a imagem de um phantom com
inclusées com diferentes médulos de Young, a APE foi capaz de detectar estruturas que
o ultrassom modo-B ndo pdde detectar. Uma analise quantitativa foi realizada,
comparando-se os valores de contraste obtidos pela técnica APE, com os valores de
modulo de Young das inclusdes obtidos por um ensaio mecanico e uma alta correlacdo
entre as grandezas foi observada mostrando que a APE é sensivel a mudancas de rigidez
dos tecidos. Foi realizada a aplicacdo da APE na caracterizagdo de tecidos ésseos. A
técnica foi capaz de diferenciar os ossos provenientes de um grupo osteopordético e um
grupo sadio com grande significancia estatistica (p<0,01). Ao comparar-se o sinal obtido
com parametros obtidos por micro-CT observou-se uma forte correlagdo com
parametros que estao intimamente relacionados a qualidade dssea, especificamente
relacionados a porosidade. A APE foi capaz de produzir imagens de alta qualidade de um
fémur de rato, sendo capaz de detectar concavidades e estruturas que ndo seriam

capazes de se observar utilizando o ultrassom modo-B.

8.2 PERSPECTIVAS

Uma das principais formas de se melhorar a técnica a partir deste trabalho se
apresenta ao estudar-se a influéncia da modificacdo das funcdes envelopes utilizados
no pulso de excitacdo. Tais mudangas podem otimizar a geracdo de ondas de baixa

frequéncia e alterar o contraste da técnica.



Substituir o transdutor focalizado utilizado por um transdutor matricial de modo a
ndo ser mais necessaria a realizagao do escaneamento do plano de imagem otimizaria

muito o tempo de aquisi¢cdo dos dados.

A aplicagdo desta mesma técnica na caracterizacdao de outros materiais que nao
sejam tecidos biolégicos também se apresenta como uma excelente oportunidade. A
APE se mostra sensivel a parametros como rigidez e porosidade e diversos setores da
industria estdo interessados em métodos nao destrutivos de caracterizagdo de tais
parametros sem a necessidade de contato. Medidas de porosidade utilizando a APE e a
Vibro-acustografia par a caracterizacdo da porosidade de rochas e ceramicas estdo
sendo realizadas bem como a detec¢do de falhas em soldas, detec¢do rachaduras em
tubos metalicos, entre outras aplica¢cdes de grande interesse industrial. Por tanto, se faz
necessario um estudo mais profundo de modo a otimizar o sistema para cada uma das

possiveis aplicagoes.
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