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Resumo

A catarata resulta da acumulacéo de lesGes ao longo do tempo, o que conduz a alteragao
do cristalino. Atualmente existem mais de 20 milhdes de pessoas no mundo que sofrem de
catarata, sendo a principal causa da perda de visdo. A facoemulsificacdo é o procedimento
cirrgico mais utilizado para extrair a catarata e recuperar a acuidade visual. A determinacéo
incorreta da energia 6tima de facoemulsificag@o, que depende da rigidez do cristalino com
catarata, podera provocar danos irreversiveis, nomeadamente a destruicao das células do

endotélio da cornea ou a destruigcdo da capsula posterior do cristalino.

As técnicas por ultrassons podem ser utilizadas para determinar a rigidez do cristalino.
Nesse ambito, procedeu-se & caraterizagdo objetiva da catarata em cristalinos de suinos,
permitindo a andlise de pardmetros acusticos como a velocidade e a atenuagdo ex-vivo. A
velocidade de propagacdo foi calculada através de trés abordagens diferentes, o tempo de voo
entre as capsulas anterior e posterior, a anélise em frequéncia e o tempo de voo utilizando um
refletor plano. O célculo da atenuagdo também foi realizado considerando trés metodologias: a
diferenca espectral entre os ecos das capsulas anterior e posterior, a diferenga espectral entre o
eco de um refletor, com e sem o cristalino, e a analise através do sinal de backscattering. Ainda
relativamente a atenuacdo, foi estudada a dependéncia da atenuacdo com a frequéncia. Para
além dos métodos referidos também foi utilizada a distribuicdo Nakagami, o B-scan e o
Sonograma para analisar o cristalino. Os resultados deste estudo confirmam que a velocidade e
a atenuacdo dos ultrassons aumentam com a progressdo da catarata (p <0.001). A velocidade de
propagacdo calculada através do método que fez uso de um refletor plano, embora fosse
consistente com as outras duas abordagens, apresentou valores inferiores. No que respeita a
atenuacdo, os dois primeiros métodos utilizados apresentaram uma boa concordancia (ICC =
0.717, p<0.001). Para ambos os métodos, observou-se que o valor da atenuacdo se mantinha
ap6s os 120 minutos de imersdo (p> 0.05). O calculo da atenuagdo através do sinal de
backscattering também revelou um aumento consistente. Observou-se também, e ao contrério
do B-scan, que o parametro Nakagami e 0 Sonograma podem ser utilizados para caracterizar o
cristalino. O trabalho desenvolvido mostrou que os ultrassons podem ser utilizados para
caracterizar a rigidez do cristalino. O conhecimento exato da rigidez do cristalino contribuira

para 0 aumento dos niveis de seguranca da cirurgia de facoemulsificacdo da catarata.
Palavras Chave (Tema): Catarata, cristalino, facoemulsifcagao.

Palavras Chave (Tecnologias): Ultrassons, velocidade, atenuagdo, backscattering.






Abstract

A cataract is a clouding or opacity of the normally transparent crystalline lens of the
eye. It affects more than 20 million people worldwide and it is the leading cause of vision loss.
The phacoemulsification is the mostly used surgical procedure to extract cataract and recover
visual acuity. The inadequate phacoemulsification energy can disrupt the posterior lens capsule,
and among other complications, cause a significant loss of the corneal endothelial cells. Thus,
an optimal phacoemulsification energy is demanded for safety cataract removal. It is well

established that the energy value is determined by the cataract hardness.

Non-invasive ultrasounds technigues have been used to assess the cataract hardness
and characterize its type and severity. For that goal, in this work, cataracts were artificially
induced in porcine lens in vitro and ultrasound parameters, as the lens propagation velocity and
attenuation have been computed. For velocity quantification three approaches were considered:
the time of flight between the lens capsule, the frequency interference and the time of flight
considering a plan reflector. The attenuation was also computed considering three
methodologies: the spectral ratio of the surface and backward lens signals, the spectral ratio
between echo signals from a reflector with and without inserted lens, and the frequency
downshift of backscattered signal. Additionally, the attenuation versus frequency dependence
were analysed. Other methods were used to analyse the crystalline lens, namelly the Nakagami
distribution, the B-scan and the Sonogram. The results of this study showed that the velocity
and the attenuation of the ultrasounds increases with the increase of the lens hardness (p<0.001).
The velocity method that makes of a reflector, although in agreement with the first two ones,
provided lower velocities. The first two methods for the attenuation assessment in normal and
cataractous lens, showed a good agreement (ICC=0.717, p<0.001). For both methods was
observed an establish of ultrasound attenuation after 120 minutes for both groups (p>0.05). The
center frequency downshift measurement approach also provided the attenuation coefficient
calculation along the transducer beam in the lens. It was also, observed that the Nakagami
parameter and sonogram, unlike the B-scan, could be used to characterize the cataract. The
developed work demonstrated that the ultrasound can be non-invasively used to characterize the
lens hardness. The lens hardness knowledge, certainly will contribute to improve the security of

the cataract surgery.
Keywords (Theme): Cataract, crystalline, phacoemulsification.

Keywords (Technology): Ultrasound, velocity, attenuation, backscattering.
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1 Introducao

Este capitulo tem como objetivo apresentar a dissertacdo realizada no &mbito do
projeto de Mestrado em Engenharia Biomédica. Para o efeito, sdo apresentadas as

seguintes secc¢des: apresentacdo do projeto, estrutura da tese e contribuigdes cientificas.

1.1 Apresentacdo do projeto

A catarata € um problema oftalmoldgico que afeta milhares de pessoas em todo o
Mundo. Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Salde a catarata relacionada com a idade é
a maior causa de cegueira, sendo responsavel por 48% da cegueira a nivel mundial [1].
Os dados apresentados pelo Ministério da Saude Portugués revelam que a cirurgia da
catarata representa mais de 80% das cirurgias oftalmoldgicas realizadas nas unidades

publicas de salde.

A identificagdo precoce e a classificagdo objetiva da catarata assumem extrema
importancia no prognoéstico e tratamento da mesma. No tratamento da catarata a
facoemulsificacdo € o procedimento cirdrgico mais comum. Este procedimento, faz uso
de um dispositivo de ultrassons para fragmentar o cristalino em pequenos pedacos que

sdo posteriormente aspirados. A selecdo adequada do nivel de energia acustica para
1
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emulsificacdo da catarata esta diretamente relacionada com a sua dureza. O célculo da
energia 6tima de facoemulsificacdo assume grande importancia para evitar lesdes no
endotélio corneano, nos tecidos adjacentes, ou a rutura da capsula posterior do
cristalino. Estes danos podem prejudicar gravemente a visdo, podendo levar até ao

estado de cegueira [2, 3].

O objetivo principal deste trabalho de projeto de mestrado € a caracterizacdo de
cristalinos com e sem catarata induzida com recurso a técnicas por ultrassons, com o
intuito de obter um método de identificacdo preciso do estado do cristalino. A
componente experimental deste trabalho de projeto foi realizada e testada no
Laboratorio de Tecnologia de Materiais Elétricos e Ultrassons do Departamento de
Eletrotécnica e Computadores da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade

de Coimbra.

1.2 Estrutura da tese

A tese estd organizada em cinco capitulos. O primeiro capitulo apresenta a
dissertacdo elaborada no &mbito do projeto de Mestrado em Engenharia Biomédica. No
segundo capitulo, descricdo teorica, é feita uma revisdo dos conceitos envolvidos no

trabalho desenvolvido.

O estado da arte é apresentado no terceiro capitulo, que tem como propoésito
apresentar 0s atuais métodos de caraterizacdo da catarata. Os métodos referidos
assentam em trés abordagens diferentes: a avaliacdo baseada na observacédo de imagens
com lampada de fenda e retroiluminagdo; a avaliagdo computacional com recurso a
algoritmos de processamento de imagem; e a avaliagdo baseada na inspecdo por

ultrassons.

O quarto capitulo, designado por caracterizacdo da catarata, apresenta a
implementacdo de diferentes métodos de caracterizacdo da catarata com recurso a
técnicas por ultrassons. Este capitulo divide-se em oito seccdes: indugdo da catarata,
que explica os métodos de indugcdo e simulacdo dos diferentes tipos e estadios de
catarata; configuracdo experimental, que foi utilizada na caracterizacdo dos cristalinos
por ultrassons; analise estatistica, onde sdo descritos os diferentes testes estatisticos
usados; velocidade de propagacdo, que apresenta diferentes técnicas para avaliar o
estado do cristalino através da velocidade de propagacdo dos ultrassons; atenuacao

acustica, que expde e desenvolve a caracterizagdo do cristalino através da atenuagao por
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ultrassons; distribuicdo de Nakagami, que tem por base uma distribuicao estatistica dos
ecos obtidos para caracterizacdo do cristalino; B-scan, que apresenta um corte seccional
do cristalino através do modo brilho; sonograma, que realiza 0 mapeamento dos sinais

do cristalino obtidos no dominio da frequéncia.

Por fim, no dltimo capitulo, conclusdes, é feita a revisdo do trabalho desenvolvido,
a consolidacdo dos objetivos propostos e o trabalho que podera ser desenvolvido no

futuro.

1.3 Contribuicbes cientificas

O trabalho descrito neste documento resultou num artigo cientifico que ird ser
apresentado na conferéncia IEEE International Ultrasonics Symposium Proceedings em
Outubro de 2012, em Dresden na Alemanha. Uma cépia do artigo encontra-se no
apéndice A.






2 Descricao teorica

Neste capitulo é apresentada a base tedrica para compreender o trabalho
desenvolvido no @mbito do projeto de mestrado e esta dividido em quatro sec¢bes. A
primeira descreve sucintamente a anatomia do olho. A segunda seccdo, catarata, refere-
se ao processo de formacdo de catarata e aos diferentes estadios de evolucdo da doenca.
A seccdo cirurgia de facoemulsificacdo descreve o atual procedimento cirdrgico para
remocdo da catarata. O capitulo finaliza com a sec¢do ultrassons: consideracdes gerais,

onde é apresentado um breve resumo desta tecnologia.

2.1 Anatomia do olho

O olho humano é um 6rgdo quase esférico que mede cerca de 2,5cm de didmetro,
pesa entre 7 e 8g e tem um volume aproximado de 3cm?. Esta alojado numa cavidade

Ossea do cranio e move-se pela acdo conjunta de seis musculos [4].

O globo ocular é formado por trés camadas, ilustradas na Figura 2.1. A camada
exterior, visivelmente branca, é denominada esclerética e tem uma espessura média de
Imm. A esclerética € constituida pela cornea, esclera e limbo esclero-corneano. A

camada média, denominada coroide, € composta por uma membrana rica em vasos
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sanguineos que nutrem o olho. A iris, o tecido pigmentado que da a vulgar cor ao olho,
define a entrada de luz no olho, através do orificio pupilar, orificio central que age como
um diafragma, controlando a quantidade de luz que entra no olho. O diametro da pupila
é controlado por dois masculos, o esfincter pupilar e o dilatador da pupila, que tém
inervacdo parassimpatica e simpatica respetivamente. A terceira camada, interna, é
constituida pela retina, responsavel pelo inicio do processamento neurossensorial da

visdo [5].

Pupila

iris Cérnea

Camara posterior Camara anterior

Fibras (humor aquoso)

zonulares
Mdasculo ciliar

Retina

Coridide — Humor
vitreo
Esclers chiti
™~ Canal
hialéideo
Disco optico

Fovea central
na macula latea

Figura 2.1 — Anatomia do olho humano. Adaptado de [6].

O cristalino tem uma forma biconvexa e é um dos componentes 6ticos do olho com
poder refrativo, funciona como uma lente convergente e tem como principal funcdo,
focar a imagem de objetos, distantes ou proximos, na retina. Este mecanismo de
focagem designa-se por acomodacdo que, apesar de ser um ato de reflexo, pode,
também, ser controlado conscientemente. Nos humanos a variagdo maxima da poténcia

Gtica do cristalino é de aproximadamente 14 dioptrias (Di). Para além do cristalino, a
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cornea também poder refrativo, cerca de 44 dioptrias, fazendo com que o poder total

refrativo do olho seja aproximadamente 58 dioptrias.

O mecanismo de acomodacdo diminui com o avanco da idade. O olho humano
jovem pode mudar o foco de uma distancia maior que 5 metros, considerado o infinito
Optico, até 7cm proximo do olho em 350 milissegundos [7]. Isto s6 é possivel devido a
uma reducdo na tensdo zonular induzida pela contracdo dos musculos ciliares [8]. O
movimento realizado pelos masculos ciliares, e a consequente alteracdo da forma do
cristalino, deve fazer os raios luminosos convergirem exatamente sobre a retina, nem
antes nem depois, casos em que a imagem deixaria de ser nitida. No primeiro grafico da
Figura 2.2 (esquerda), podemos observar a variacdo da acomodacdo com a distancia ao
objeto observado. A medida que o ser humano envelhece, o cristalino perde
flexibilidade, os masculos ciliares tém cada vez mais dificuldade em alterar a forma do
cristalino. A perda da capacidade de acomodacgdo com a idade chama-se presbiopia. No
segundo grafico da Figura 2.2 (centro) esta representada a perda da capacidade de
acomodacdo ao longo da idade. Como consequéncia da limitacdo desta capacidade o
ponto préximo® ird variar, ou seja, a distancia minima ao objeto observado capaz de
permitir uma visao nitida ira aumentar. A relacdo entre a idade e 0 ponto proximo esta

representada no Gltimo gréfico da Figura 2.2 (direita).
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Distancia ao objeto observado (cm) Idade (anos) Ponto préximo (cm)

Figura 2.2 — Variacdo da capacidade de acomodagdo em funcdo da distancia e da idade.
Adaptado de [9].

O cristalino funciona também como divisor do interior do globo ocular,

diferenciando o humor aquoso do espaco intraocular [10].

! Ponto mais préximo do olho, em que a visdo ainda se mantém nitida.
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2.2 Catarata

O cristalino é uma estrutura intraocular transparente e, biconvexa, que tem a
funcdo de focar o feixe luminoso na retina. Possui uma capsula de colagénio com
intersticios de mucopolissacéridos cujas propriedades elasticas permitem a alteracéo da
sua forma através da forca exercida pelos musculos ciliares [11]. Um cristalino maduro
apresenta uma compactagdo hexagonal com longas células fibrosas, que possuem cerca
de 10mm de comprimento e estdo dispostas de forma concéntrica, como ilustrado na

Figura 2.3.

Figura 2.3 — Representacédo esquematica das células fibrosas do nucleo e do cortex do cristalino.
Adaptado de [12].

A transparéncia do cristalino deve-se a sua complexa arquitetura e a sua
composigdo proteica Unica. Cerca de 90% do cristalino humano é formado por proteinas
do tipo a, ff e y, que ndo podem ser repostas [13]. Estas proteinas estdo compactadas e
dispostas em altas concentracées (>0.3gml™) nas células fibrosas do cristalino. Com o
tempo, as proteinas mudam a sua configuracdo e acumulam danos devido a alteracdes

provocadas por oxidacéo, desaminacao® e clivagem?® [12, 14].

A acumulacdo de lesbes ao longo do tempo conduz & modificagdo do cristalino,
este passa de transparente a opaco e a cor amarelada. A esta alteracdo da transparéncia

designa-se por catarata.

*Eliminacéo do grupo amina dos aminoécidos.
®Quebra das ligacdes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas.

8
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A catarata tem um impacto direto na visdo humana. No lado direito da Figura 2.4,
é apresentado o efeito que a catarata tem na dispersao da luz e o consequente impacto na
qualidade da visdo, comparativamente ao lado esquerdo da figura, em que ndo ha

Catarata.

Figura 2.4 — Apresentagéo da disperséo da luz no cristalino sem e com catarata.

Apesar da catarata ser uma doenca amplamente investigada pela comunidade
cientifica, o seu processo de formacao ndo é ainda claro. No entanto, na bibliografia ha
estudos que mostram que proteinas extraidas de cristalinos com catarata, revelam a
presenca de uma grande variedade de modificagOes irreversiveis causadas por stress
oxidativo. Estas modificacbes devem-se a presenca de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que podem danificar, de forma direta ou indireta, todas as biomoléculas,
inclusive as proteinas. As ERO incluem compostos da familia do oxigénio: o peréxido
de hidrogénio (H,0O;), 0 anido superoxido (O), ou os radicais hidroxilo (‘OH).
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A reducdo completa do O, por adicdo de quatro eletrGes origina duas moléculas
de agua, um composto estavel que ndo é ERO, mas que contribui para o desarranjo
arquitetonico da estrutura proteica. Outro tipo de reducéo do oxigénio molecular conduz
a criagdo do superoxido (O,7), que é a primeira espécie produzida em muitas cascatas
oxidativas bioldgicas. Este elemento € moderadamente reativo com a maioria dos
compostos bioldgicos, mas em solucdo aquosa, reage rapidamente para formar peroxido

de hidrogénio, indicado na equacéo (2.1) [15],

207 + 2H* - H,0, + 0, (2.2)

O H;O, é um dos componentes existentes no olho humano, sendo
moderadamente reativo, com um tempo de vida relativamente longo e pode difundir-se
a partir do local de producdo através das membranas celulares. Este composto pode
reagir com ides metalicos reduzidos como o ferro, sofrendo clivagem homolitica* e

dando origem a um radical hidroxilo altamente reativo [16],

H,0, + Fe?* > ‘OH+ OH™ + Fe3* (2.2)

Em sistemas biologicos, os ides metélicos sdo vulgarmente reduzidos pelo
superdxido, acido ascérbico, ou uma variedade de outros agentes redutores. O ciclo
redox envolvendo reducdes repetidas dos i6es metalicos, associado a producgédo continua
de radicais hidroxilo, assegura que apenas quantidades especificas do metal sejam
usadas para produzir estes radicais. Todas as ERO sdo produzidas como consequéncia
do metabolismo normal. Quando qualquer uma destas espécies reativas de oxigénio é
produzida em quantidades descontroladas pode danificar proteinas, o0 ADN e os lipidos

da membrana celular.

*Clivagem de uma ligagéo produzindo dois radicais.
10
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A producdo excessiva das ERO pode ter origem num grande nUmero de
diferentes mecanismos, como mostra a Figura 2.5. Estes processos moleculares fazem
parte da biologia do envelhecimento sendo que, os mecanismos celulares e moleculares

implicados no processo de cataratogénese ndo estdo, ainda, identificados [17, 18].

Auto-oxidacéo
Irradiacéo das cadeias
transportadoras
de electres

Raios X, y, UV

SINGIES
Produtos de oxidacdo

Glicosilagédo catalisada por
metais

Peroxidacdo
lipidica

Poluentes do
ar (Og)

Proteinas
oxidadas

Figura 2.5 — Fatores que levam a formacg&o excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO).

A catarata pode ser classificada de acordo com a sua causa, localizagdo e estadio
de evolucdo. A causa da catarata pode ser primaria, de origem hereditaria, ou
secundaria, quando adquirida. Existem varios fatores que estdo na origem da catarata
secundaria, entre 0s quais, a ma& nutricdo e a exposicdo a poluicdo ou radiacdo
ultravioleta, na gama dos 280-320nm. A hipocalcémia e a diabetes mellitus também

estdo identificadas como fatores de risco associados ao aparecimento de catarata [19].

11
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No que diz respeito a localizagdo da catarata, a classificacdo podera ser, nuclear,
cortical, subcapsular, anterior ou posterior, e sutural. A catarata nuclear forma-se no
nucleo do cristalino e expande-se para a periferia. Por sua vez, a catarata cortical tem
origem na regido do cortex do cristalino podendo localizar-se mais concretamente na

regido anterior (ver Figura 2.6), posterior ou equatorial.

Catarata
Cortical

Figura 2.6 — Imagem obtida de uma catarata cortical com Lampada de Fenda. Adaptado de [12].

A catarata subcapsular forma-se na regido contigua a capsula do cristalino,
podendo designar-se por catarata subcapsular anterior ou posterior. Esta designagao tem
como base a sua localizagdo ser relativa a capsula anterior ou posterior do cristalino.
Pode ainda existir catarata sutural, que se designa assim, quando a opacificacdo do
cristalino acontece nas suas linhas de sutura. Estas linhas surgem quando o cristalino,
durante a sua formagdo estrutural, se desenvolve a partir da regido equatorial
produzindo varias camadas. A juncdo destas camadas origina as linhas de sutura cuja

aparéncia, da posicdo vertical do plano anterior, € em forma de Y.

12
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As localizagBes mais comuns da formagdo de catarata sdo: o nucleo, a regido

cortical e a regido posterior subcapsular, tal como ilustrado na Figura 2.7 [12].

Anterior

CSP
Posterior

Figura 2.7 — Representacdo da localizagdo da catarata nuclear (CN), catarata cortical anterior
(CCA), catarata cortical posterior (CCP) e da catarata subcapsular posterior (CSP). Adaptado de
[19].

A catarata pode ainda ser classificada de acordo com a sua incidéncia por idade
do doente, designando-se por catarata congénita (quando tem origem durante o
desenvolvimento fetal), juvenil (quando surge em idades jovens) e senil (quando surge
em idades superiores aos 50 anos). A catarata senil € atualmente o tipo mais comum de

catarata, devido ao aumento da esperanga média de vida [21, 22].

A catarata também poderd ser classificada de acordo com o seu estaddio de
evolucdo podendo assumir quatro designacdes: incipiente, quando existe opacidade
ligeira, a acuidade visual ndo é afetada e o reflexo do fundo do olho estd presente;
imatura, quando esta presente opacidade difusa, areas de densidade variavel, o reflexo
de fundo esta presente e ha algum comprometimento da acuidade visual; matura, nos
casos de presenca de opacidade densa ou total do cristalino, o reflexo de fundo esta
ausente e ndo existe acuidade visual; hipermatura, nos casos mais severos, ou seja,
quando existe irregularidades no cristalino e a possibilidade das proteinas de cristalino

sofrerem liquefago e extravasarem a capsula, induzindo uveite® [11].

® Inflamag&o da (ivea ou trato uveal. A Gvea é constituida pela iris, corpo ciliar e coréide.
13
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Além do natural envelhecimento, a diabetes mellitus é uma das causas mais
comuns do aparecimento de catarata, neste caso a catarata designa-se de secundaria.
Atualmente existem mais de 220 milhdes de pessoas no mundo que sofrem de diabetes
e estima-se que esse numero duplique até 2030 [23]. Na diabetes mellitus ocorre um
desequilibrio no metabolismo dos hidratos de carbono, resultando num aumento do

nivel de glucose.

As fibras e células epiteliais do cristalino dependem quase exclusivamente do
metabolismo da glucose para a producdo de energia. Esta glucose, proveniente do
humor aquoso, entra no cristalino através do processo de difusdo. O processo de
obtencdo de energia tem inicio na molécula de glucose que através de fosforilacdo da
origem a duas moléculas de piruvato, iniciando-se a fase anaerobica, com um
rendimento energético total de 2 moléculas de ATP. Este processo ocorre no citosol

(entre a membrana plasmaética e o nucleo da célula) e origina o &cido lactico.

Porém, se houver um excesso de glucose, como acontece no caso da diabetes
mellitus, ird ocorrer outro processo, a via do sorbitol, que é responsavel por apenas 5%
do metabolismo de glucose. O sorbitol, um alcool hidrofilico, ao ndo se difundir através
das membranas celulares, causara um gradiente osmético, que levara a entrada de adgua
nas células fibrosas do cristalino. Este fendmeno causa desarranjo arquitetonico devido
ao aumento do volume e consequente rutura das fibras do cristalino, formando vactolos

e originando uma catarata clinicamente evidente [24] .

Atualmente ndo existe nenhum medicamento antioxidante com efeito
comprovado, que reverta ou retarde o processo de formagdo da catarata. Todavia
existem estudos que apontam nesse sentido, como é o caso do estudo efetuado por Lee
em 2012 que demonstrou que a cisteamina suprime a formacéo de catarata induzida por
selenite de sddio em ratos, sugerindo que podera ser usada como farmaco para retardar a

formagéo da catarata [17].

14
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2.3 Cirurgia de Facoemulsifcacéo

Atualmente o nimero de cirurgias realizadas é insuficiente para dar resposta ao
numero de doentes em lista de espera para cirurgia da catarata. Estima-se que em 2020,
devido ao aumento da esperanca média de vida, 32 milhdes de pessoas irdo necessitar
deste tipo de cirurgia [25].

Nas primeiras quatro décadas do século XX a técnica usada para remover o
cristalino, denominada Intracapsular Cataract Extraction (ICCE), consistia em fazer
um corte na regido do limbo esclero-corneano ao longo de 180°, removendo
posteriormente o cristalino e a respetiva capsula. Esta técnica envolvia alguns riscos
cirdrgicos, nomeadamente, a perda de humor vitreo, hemorragias, deslocamento da
retina, edema macular® e astigmatismo secundério’ [26]. Além disso, a elevada
probabilidade de problemas no poés-operatério requeria que o doente ficasse

hospitalizado durante muito tempo.

Apos o final da segunda Guerra Mundial houve um grande desenvolvimento dos
microscopios cirdrgicos permitindo que o Dr. Harold Ridley desenvolve-se a técnica
Extracapsular Cataract Extraction (ECCE), que envolvia uma incisdo menor, de
aproximadamente 10 a 11mm. Nesta técnica cirurgica era removido todo o cristalino a
excecdo da capsula posterior, que era preservada. E também nesta altura que surge pela
primeira vez o conceito de lente intraocular (LIO). No entanto, esta técnica ndo se
revelou totalmente eficaz devido a dificuldade em remover a regido cortical do

cristalino, provocando inflamacdes que levavam a sua opacificacao.

No inicio da década de 70, e em virtude dos desenvolvimentos da ECCE, surge a
técnica cirargica da facoemulsificacdo [26]. Esta técnica foi um grande avanco na
cirurgia da catarata, pois além de realizar cortes com um menor diametro, permitindo
uma recuperacdo mais rapida do doente, utilizava um dispositivo de emulsificacdo
através de ultrassons. A facoemulsificacdo possibilitou a fragmentacdo de todo o
cristalino a excegdo da cépsula posterior mantendo a diferenciacdo entre o humor vitreo
e 0 espaco intraocular, sendo até a data a técnica cirargica convencional para remocao

do cristalino com catarata.

® Acumulagdo de fluidos e proteinas sobre ou sob a macula.
’ Formato irregular da cérnea ou do cristalino resultando numa imagem desfocada com vérios focos.
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O procedimento cirurgico de facoemulsificacdo inicia-se com dois cortes de 3mm,
diferenciados 180°, ao longo do limbo esclero-corneano. Devido ao pequeno tamanho
da incisdo, em regra geral, a cirurgia € realizada com anestesia topica. Através de um
dos cortes é injetado hialuronato de s6dio a 1% para suportar e proteger o endotélio da
cérnea durante a facoemulsificacdo [27]. O passo seguinte, ap6s injetar o hialuronato de
sodio, consiste na remocdo do topo da capsula anterior de modo a ter acesso a regido
cortical e ao nucleo do cristalino. Seguidamente, o cirurgido usa a energia de ultrassons
para fragmentar o cristalino, como ilustrado na Figura 2.8, (1). A frequéncia de vibracgéo
dos cristais piezoelétricos usados no facoemulsificador, em regra geral varia entre 27 e
60 kHz. Por norma, a frequéncia étima para emulsificar o nucleo varia entre 35 e 45
kHz. Frequéncias mais baixas sdo menos eficientes e frequéncias mais altas podem
causar excesso de calor, de qualquer das formas, a frequéncia deve ser adequada a
dureza e ao tipo de catarata a extrair [28].

Apos a fragmentacdo do cristalino é efetuada a respetiva aspira¢do, removendo
todos os fragmentos do cristalino. Por fim, é introduzida uma lente intraocular que é
enrolada e inserida por meio de um tubo, no espaco intracapsular. A L1O ao libertar-se

expande-se e retoma a forma inicial, iniciando-se o processo de recuperagéo da viséo.

Figura 2.8 — Técnica de facoemulsificagdo onde (1) corresponde a emulsificacdo e aspiracdo do

cristalino, (2) corresponde & introducdo da LIO e (3) ao desdobramento da LIO no espaco

intracapsular.

O sucesso desta técnica esta relacionado com a determinagdo correta da dureza
da catarata. Atualmente, a rigidez do cristalino é o parametro que proporciona a
informacdo mais adequada para determinar o tempo, a poténcia e a energia necessaria

para emulsificar o cristalino. O facto de o endotélio corneano possuir uma densidade de
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1000 células/mm? constitui um enorme desafio para os cirurgides, uma vez que a
determinacdo incorreta da energia 6tima de facoemulsificacdo podera conduzir a danos
irreversiveis, nomeadamente a destruicdo das ceélulas do endotélio da cérnea ou a
destruicdo da céapsula posterior do cristalino [4]. O movimento inadequado do
facoemulsificador podera também contribuir para uma tensdo acumulada em
determinadas zonas do cristalino. Alguns autores consideram que a facoemulsificacdo é
inapropriada para cristalinos com elevada rigidez devido ao facto de ser necessaria
energia mais elevada para emulsificar a catarata, e por isso existir maior probabilidade

de danificar os tecidos adjacentes [29].

A evolucédo de novas técnicas cirurgicas, nomeadamente o laser de fentosegundo,
contribuird para o aumento da precisdo dos cortes reduzindo as complicacdes no pos-

operatoério [30, 31].

2.4 Ultrassons: Consideracdes gerais

As vibracdes mecéanicas através da matéria quando a frequéncia de oscilacdo é
superior a maxima frequéncia audivel, aproximadamente 20kHz, sdo designadas por
ultrassons. As aplicacdes técnicas dos ultrassons podem ser divididas em dois grandes
grupos, aplicagdes destrutivas e ndo destrutivas. Na medicina, isto pode ser entendido
como terapia e diagnostico. No primeiro caso, recorre-se ao uso da energia mecanica
através da vibracdo para destruir, por exemplo, células cancerigenas [32]. No segundo

caso, a energia transmitida é utilizada para detetar e localizar anormalidades nos tecidos.

As técnicas com recurso a ultrassons apresentam varias vantagens gquando
comparadas com outras técnicas de imagiologia do corpo humano. E uma tecnologia
segura, ndo existe radiacdo ionizante e a maior parte dos testes sdo nao-invasivos,
permitindo a repeticdo dos mesmos, varias vezes, sem afetar o doente. Em comparacgéo
com a Imagiologia por Ressonancia Magnética e com a Tomografia Computorizada, 0s
ultrassons envolvem instrumentos menos complexos e de facil transporte. Os ultrassons
também permitem a visualizacdo de tecidos moles, o que se torna dificil com a técnica
de Raio-X convencional. Ao contrario de outras técnicas imagiologicas, 0s ultrassons

permitem obter uma visualizag&o interativa em tempo real do corpo humano [33, 34].
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A técnica de pulso-eco é convencionalmente, a mais usada em imagiologia
médica por ultrassons [33]. Nesta técnica, um transdutor de efeito piezoelétrico gera um
sinal acustico de curta duracdo, em resposta a um estimulo elétrico, o qual é transmitido
ao longo do corpo. Os sinais refletidos provenientes de fronteiras entre meios diferentes
e 0s sinais objeto de dispersdo nos tecidos sdo recebidos por este mesmo transdutor e

convertidos num sinal elétrico, tal como esquematizado na Figura 2.9.

Corpo

Figura 2.9 — Técnica de pulso-eco. Adaptado de [34].

Apds um certo periodo de tempo, suficiente para receber os ecos, o pulso é
retransmitido, repetindo-se o ciclo. O pardmetro que define o ciclo € denominado de

Pulse Repetion Frequency (PRF) e varia de 1 até 10kHz em imagiologia médica.
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Os transdutores, para além da frequéncia central (f.), também sdo caracterizados
pela sua largura de banda (LB). A largura de banda corresponde a gama de frequéncias
para qual a amplitude da resposta do transdutor se situa a -3 ou -6 decibéis (dB) em

relacdo ao seu valor maximo. A LB € calculada do seguinte modo,

LB = % x 100% (2.3)

[

onde f, e f,, correspondem as frequéncias superior e inferior extraidas a -3 ou a
-6dB. No caso de o transdutor ser focalizado, este é ainda caracterizado por uma
distancia focal (df), que corresponde a distancia entre o transdutor e o ponto de

convergéncia do feixe acustico.

Um pulso é descrito pela sua frequéncia e amplitude. A sua velocidade de
propagacdo num determinado meio ird depender do comprimento de onda e da

frequéncia de oscilagéo, indicado na equacao (2.4).
v=Af (2.4)

A absorcéo e a dispersdo séo os dois fendmenos responsaveis pela atenuagdo dos
ultrassons, sendo a atenuacdo tanto maior quanto a frequéncia utilizada. Assim, a
frequéncia de oscilacdo definira a profundidade maxima de penetracdo. A amplitude dos

ultrassons (A) em funcgéo da distancia percorrida pode ser expressa da seguinte forma,
A = Aoe_ax (25)

onde « é o coeficiente atenuacdo no meio de propagacao, Ao € a amplitude dos
ultrassons gerados pelo transdutor e x corresponde a distancia percorrida pelos

ultrassons.
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Os sinais refletidos podem ter origem nas designadas reflexdes especular e/ou

difusa (scattering), tal como ilustrado na Figura 2.10.

. Reflexdo Difusa Reflex&o Difusa
Reflexdo especular
(Scattering) (Scattering)
L) 1%
- 2, - >
Unidirecional Maultiplas Direcoes Multiplas Direcoes
Baixa Amplitude Baixa Amplitude

Figura 2.10 — Origens do sinal refletido, reflex@o especular e difusa.

A reflexdo especular ocorre quando o elemento refletor possui um tamanho muito
superior ao comprimento de onda incidente [34]. A intensidade dos sinais refletidos
depende da diferenga de impedancias entre 0s meios de propagacdo em causa. A
impedancia acustica é uma caracteristica importante dos meios de propagacéo e é dada

pela seguinte equacéo,
Z = pv (2.6)

onde p ¢ a densidade do meio de propagacado e v a respetiva velocidade de propagacao
acustica. A relacdo das impedancias entre os meios de propagacdo define a fracdo de
sinal refletido e transmitido. O coeficiente de reflexdo pode ser expresso da seguinte

forma,

p=f2=% (2.7)
I, + 7,

onde Z, e Z, sdo as impedancias acusticas no meio 1 e do meio 2, respetivamente.
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Por sua vez, a fragdo de sinal transmitido € expresso pelo coeficiente de

transmissdo cuja a expressao e,

27, (2.8)

T=—"T_
7, + 7,

Quando os ultrassons incidem numa interface com um angulo diferente de 90° o
angulo do sinal refletido 6,, é igual ao angulo do sinal incidente 6;, como ilustrado na
Figura 2.11. Na transmissao do sinal do meio 1 para 0 meio 2, ocorrerd uma alteracéo na
direcdo do feixe devido fendmeno de refragcdo. A relacdo entre o angulo de incidéncia e

o0 angulo de refracdo ¢é dada por,

sin@; vy (2.9)
sin@, v,

onde v, e v, se referem a velocidade de propagacdo no meio 1 e 2, respetivamente.
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Figura 2.11 — Propagacéo dos sinais na fronteira entre dois meios distintos.
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O mecanismo de difusdo tem como resultado sinais/ecos provenientes da
dispersdo (scattering), que ocorre quando o feixe de ultrassons interage com particulas
que possuem um diametro semelhante ou inferior ao seu comprimento de onda. Neste
fendmeno, cada particula age com uma fonte emissora de ultrassons produzindo ondas

esféricas (Principio de Huygen) [34].

Os ecos recebidos pelo transdutor podem ser visualizados segundo trés modos
distintos, designadamente, modo A (modo de Amplitude), modo B (modo de Brilho) e
modo M (modo de Movimento). No modo A, os ecos recebidos pelo transdutor dizem
respeito a reflexdes verificadas no percurso de propagacdo do feixe acustico. Assim,
através da distancia percorrida e da diferenca temporal entre a emissdo e a rececdo é
possivel saber a velocidade de propagacdo no meio. Neste modo é possivel observar o
movimento longitudinal de um objeto, (Figura 2.12 — esquerda). No modo B a amplitude
do sinal obtida através do modo A é convertida em brilho, sendo a sua intensidade
proporcional a amplitude do sinal, (Figura 2.12 — centro). Trata-se, em geral, de uma
imagem 2D (grayscale) de um plano paralelo a direcdo de propagacdo dos sinais
acusticos. Para a formacdo de uma imagem em tempo real é rotinamente usado um
array® de transdutores. Por fim, 0 modo M (modo de Movimento) apresenta 0 modo B
em funcdo do tempo, desta forma, € possivel perceber a variagdo da posicdo do objeto

ao longo do tempo, (Figura 2.12 — direita).

Tempo

Figura 2.12 — Modos mais frequentes de apresentar a informacdo obtida por ultrassons.
Esquerda: Modo A; Centro: Modo B; Direita: Modo M. Adaptado de [34].

& Grande ntimero de transdutores dispostos paralelamente.
22



Caraterizacéo objetiva da catarata com recurso a técnicas por ultrassons

A qualidade da representacdo dos sinais para qualquer um dos modos de
visualizacdo depende, em grande parte, da resolucdo axial e lateral do transdutor. A
resolucdo axial é definida como sendo a capacidade do sistema de imagem em
identificar dois objetos muito proximos ao longo da profundidade de propagacdo. Esta
resolucéo seré tanto maior quanto menor for a largura do pulso (comprimento de onda)
emitido pelo transdutor, o que implica o uso de frequéncias elevadas, (Figura 2.13-linha
continua). No entanto, as altas frequéncias sdo mais atenuadas conferindo uma menor
penetracdo no tecido, (Figura 2.13-tracejado). Por esta razdo, sdo usados transdutores
com frequéncias entre 10 e 15 MHz para obter imagens superficiais e transdutores com
frequéncias menores para analisar estruturas internas. A resolucao lateral, traduz-se pela
capacidade do sistema de imagem em distinguir dois objetos proximos, num plano
perpendicular a direcdo de propagacdo. A resolucdo lateral é tanto maior quanto menor
for a largura do feixe. Assim, a maior resolucao lateral é conseguida na regido do foco.

0 30
—_ 2
E [T~ ~""TT3 == K
% L I : Resolugdo .
-~ I [
= 0.5 : : I I =120 _S_
g . :
st SR S
£ [ | I =
Sk [l :
E o : | =110 &
o | | |
= I R |
S | " P I x— Penetracdo
1.5 ' l T,
15 . | | 1 I LR T T P
| 1 i i ] 1 0
0 1 2535 5 7.5 10 15 20

Frequéncia do Transdutor (MHz)

Figura 2.13 — Comparag&o entre a resolucdo axial e a penetragdo dos ultrassons em fungdo da

frequéncia utilizada. Adaptado de [33].
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3 Estado da arte

O método mais comum para aferir 0 estado da visdo € o teste de acuidade visual.
E possivel encontrar na literatura alguns estudos que relacionam a acuidade visual com
0 tipo e grau de severidade da catarata. No entanto, os testes de acuidade visual ndo

permitem inferir acerca da rigidez do cristalino [35, 36].

Clinicamente, o diagndstico da catarata € feito com recurso a ldmpada de fenda
ou biomicroscopio. E possivel encontrar na literatura varios sistemas de classificacéo,
sendo os mais conhecidos o Lens Opacities Classification System 111 (LOCS 111) [37], 0
Oxford Clinical Cataract Classification System [38], 0 Wiscosin Grading System [39], 0
World Health Organization Cataract Grade [40] e o Emery Classification [41]. Os
sistemas de classificacdo baseiam-se na comparagdo das imagens obtidas do cristalino

com imagens padrdo, onde estas Ultimas apresentam diferentes estagios de catarata.

O sistema convencionalmente usado é o sistema de classificagdo LOCS lllI,
resumido na Figura 3.1. Este sistema foi desenvolvido por Chylack e surgiu de uma
adaptacdo ao sistema de classificacdo LOCS Il [42]. O sistema LOCS II, contém

imagens obtidas por lampada de fenda e por retroiluminagéo, onde as imagens obtidas
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por lampada de fenda servem para classificar a catarata nuclear, enquanto que as
imagens obtidas por retroiluminacdo, servem para classificar a catarata cortical e

subcapsular posterior.

No sistema LOCS Il existem 6 imagens obtidas por ldmpada de fenda que
ajudam a classificar a catarata nuclear de acordo com a cor e a opalescéncia do ndcleo
do cristalino. Para além das imagens obtidas por lampada de fenda, existem 5 imagens
com diferentes estadios de catarata cortical e outras 5 imagens com diferentes estadios
de catarata subcapsular posterior. As 6 imagens obtidas por lampada de fenda permitem
a classificacdo da catarata entre 0.1 e 6.9. De modo anélogo, as cataratas cortical e
subcapsular posterior sdo classificadas entre 0.1 e 5.9. A escala decimal é utilizada
quando o observador considera que o estado da catarata se situa entre os estadios
apresentados nas imagens do LOCS Ill. Por exemplo, se a classificagdo for 2.5,
significa que a severidade da catarata se situa entre os estadios representados nas

imagens padréo 2 e 3.

™
R
£

Q
O

Subcapsular
Posterior

Figura 3.1 — Imagens padréo do sistema LOCS I1l. Adpatado de [38].

Existem vérios estudos que exibem a variancia inter-observador na avaliacdo do
estado da catarata através da comparacdo de imagens [38, 39]. No entanto, esta
demonstrado que a utilizacdo dos mesmos instrumentos (ldmpada de fenda ou
biomicroscopio) com parametros constantes (iluminagédo e filtros) contribuem para o

aumento da concordancia inter-observador [37]. Todavia, esta concordancia requer

26



Caraterizacéo objetiva da catarata com recurso a técnicas por ultrassons

treino e exige experiéncia por parte do observador, revelando-se, deste modo, um

método pouco eficiente no contexto clinico [43].

No seguimento da variancia inter-observador, tém surgido nos ultimos anos,
estudos que tentam automatizar a avaliagcdo das imagens obtidas por lampada de fenda e
retroiluminacdo. Em 2008 Shen, prop6s um método para extrair as caracteristicas do
cristalino com base na sua cor. Para tal, utilizou um classificador K-nearest, que tinha
por base a aproximacdo média de um conjunto de pixéis. Com este sistema, obteve uma
taxa de reconhecimento de 92,5%. Todavia, 0 método era ineficiente em estadios
avancados de catarata (3-65%; 4-53%: 5-40%) [44].

No mesmo ano, foi desenvolvido um sistema para detetar automaticamente a
opacidade do cristalino com o objetivo de avaliar a catarata cortical. O método consistia
na detecdo e isolamento da regido cortical do cristalino através de uma aproximacao
radial. A avaliagdo da catarata cortical era baseada nos parametros definidos no
protocolo de classificacdo Wiscosin. A eficacia na classificacdo da catarata cortical
atingiu os 86.3% [39]. No entanto, a imagem do método desenvolvido por Shen,
revelou-se ineficiente para estadios avancados de catarata. Em 2009, foi publicado um
estudo que reportava dois novos algoritmos para detetar a catarata cortical e nuclear,
baseados nas imagens obtidas com lampada de fenda e por retroiluminacdo. Uma vez

mais a taxa de sucesso limitava-se a estadios de catarata pouco severos [22].

No ano de 2010, Cheung desenvolveu um sistema automatizado para avaliar a
opacidade do cristalino. As imagens foram processadas informaticamente e avaliadas
por um especialista segundo o sistema de classificagdo Wiscosin. Os resultados também
foram comparados com o sistema de classificacdo LOCS 111, onde foi possivel verificar
que existia muita ambiguidade entre sistemas (Wiscosin e LOCS 111), o que dificultou o

processo de automatizacao através de imagens [43].

O processo de automatizacdo atraves de imagens também ¢é influenciado pela
qualidade das imagens recolhidas. A existéncia de variaveis como a focagem, a
iluminacdo, o contraste e os artefactos existentes, torna praticamente impossivel obter

um sistema automatizado que seja rapido e acima de tudo, totalmente eficaz.

Os ultrassons no diagndstico médico sdo uma das tecnologias que mais tem
crescido nos ultimos anos, isto deve-se principalmente, ao facto de os ultrassons serem
ndo invasivos e possibilitarem uma avaliacdo facil e rapida. Existem na literatura,

inimeros artigos que referem os ultrassons para caracterizacdo e observacdo de
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diferentes regides do corpo humano. No entanto, sdo poucos os estudos que exploram a

fiabilidade da caracterizacdo objetiva da catarata através de ultrassons.

A atenuacdo e a velocidade de propagacdo dos ultrassons sdo os parametros
convencionalmente usados para caracterizagdo de tecidos. No caso dos cristalinos, tém
sido discutidos diferentes métodos para obter a velocidade de propagacéo e a atenuacao

das ondas acusticas neste tipo de tecido.

Num estudo realizado in vitro, fazendo uso de um refletor invasivo, foi
verificado que a velocidade de propagacdo num cristalino sem catarata era de 1701 m/s
no nacleo, de 1597 m/s no cortex anterior e de 1589 m/s no cortex posterior. Apds a
inducdo in-vitro de catarata ao longo de 180 minutos a velocidade de propagacdo
aumentou para 1759 m/s no nucleo e 1806 m/s na regido cortical [45]. Uma outra
abordagem por parte do mesmo autor, consistiu em determinar a velocidade de
propagacao considerando o tempo de propagacdo com e sem o cristalino inserido entre
o0 transdutor e um refletor. Neste caso, ao longo de 180 minutos de imersdo, 0s autores

obtiveram valores variando entre 1639 para 1735 m/s [46].

No caso da atenuacdo, também € possivel observar uma certa discrepancia nos
estudos realizados. Através da analise espectral do sinal proveniente de um refletor, é
possivel encontrar na literatura, para um cristalino sem catarata, 0s seguintes valores,
4.49 e 6.32 dB/mm e para um cristalino com catarata total, 7.36 e 11.1 dB/mm. As
frequéncias de inspecdo dos transdutores utilizados correspondiam a 30 e 40MHz,
respetivamente [46]. O uso de um refletor invasivo conduziu outro estudo a resultados
de atenuacdo em cristalinos sem catarata induzida, de 9.42 e 0.42 dB/mm para o nucleo
e regido cortical, respetivamente. Apos a inducdo de catarata ao longo de 180 minutos,
os valores aumentaram para 18.8 e 19 dB/mm no nicleo e na regido cortical,

respetivamente [45]. Neste caso, a frequéncia utilizada foi de 46MHz.

A atenuacdo também pode ser obtida através da analise do sinal de
backscattering. Esta, é uma pratica muito explorada noutros tecidos [47, 48]. No caso
dos cristalinos, existe um estudo que obteve uma evolugdo da atenuacdo de 2.26 para
24.44 dB/mm utilizando um transdutor de 47MHz [49].

A potencialidade do uso do sinal de backscattering ndo se esgota na
determinacédo da atenuacgdo. Uma outra aplicacéo possivel é a caracterizacdo do sinal de
backscattering através de distribuicfes estatisticas. As distribui¢Ges de Rayleigh, Rice e

Nakagami sdo alguns dos exemplos ja abordados na caracterizacdo de tecidos [50, 51].
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No caso do cristalino, apesar de ainda ndo ser explicita a relacdo entre scattering e a
formacdo da catarata, existe o interesse em caracterizar o sinal backscattering
proveniente do cristalino através de uma distribuicdo estatistica. Num estudo realizado
através de um transdutor de 35MHz, conseguiram obter um aumento do parametro de
forma (pardmetro m) da distribuicdo de Nakagami com a progressdo da catarata, ou seja,
observaram um aumento do valor médio da distribuicdo estatistica ao longo do tempo

de imerséo do cristalino na solucédo indutora de catarata [52].

Uma outra aplicabilidade dos ultrassons consiste na andlise de tecidos através do
modo B (B-scan), no entanto, os estudos efetuados revelaram que ndo é possivel

relacionar a progressdo da catarata através do modo B convencional [52, 53].

E possivel verificar através dos resultados experimentais descritos na literatura que
existe um aumento da atenuacdo e da velocidade de propagacdo com a progressdo da
catarata. No entanto, ndo se verifica uma clara e coerente tendéncia na evolugdo dos
resultados. Deste modo, é necessario clarificar as diferencas entre métodos, assim como
perceber qual 0 método que possibilita a caracterizacdo objetiva da catarata de um modo
mais eficaz e ndo invasivo. SO assim, serd possivel equacionar a utilizacdo dos

ultrassons na quantificacdo da energia 6tima a usar na cirurgia de facoemulsificagéo.
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4 Caracterizacao da catarata

Neste capitulo é apresentado o trabalho experimental desenvolvido no @mbito da
caracterizagdo da catarata por ultrassons, o qual estd organizado em oito secc¢des.
Assim, aborda-se o processo de indugdo de catarata no cristalino; apresenta-se a
configuracdo experimental utilizada; expde-se a teoria subjacente a estatistica na analise
e comparacdo dos diferentes resultados obtidos; descrevem-se as abordagens usadas
para o calculo da velocidade de propagacdo e atenuacgdo nos cristalinos; finalmente sdo
apresentados resultados recorrendo a caracterizagcdes alternativas, tais como,

distribuicdo de Nakagami, analise através do B-scan e uso de sonogramas.

4.1 Inducéao de catarata in-vitro

A caracterizacdo objetiva da catarata através de ultrassons, implica a analise de
diferentes estadios de catarata, de modo a perceber a evolugdo dos parametros ao longo
do tempo. De Korte (1994) verificou que os cristalinos de suinos possuem um
coeficiente de atenuagdo muito similar ao dos humanos, sendo deste modo um bom

modelo animal para testar a eficacia dos dispositivos e tecnologias desenvolvidas [54,
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55]. Tendo em conta os estudos realizados, procedeu-se a recolha de olhos de suinos

num talho nas imediac6es das instalagdes do laboratorio.

Os cristalinos foram enucleados com um bisturi cirdrgico através de um corte
realizado na zona do limbo esclero-corneano possibilitando uma extracdo sem
traumatismos para o cristalino (ver Figura 4.1, 1). Os cristalinos foram posteriormente
limpos com solucdo salina, com o objetivo de remover os restos da iris e do humor
vitreo aderentes a capsula (ver Figura 4.1, 2). O resultado final foi um cristalino isolado
de humor vitreo e de iris (Figura 4.1, 3). Procedeu-se, posteriormente, a medi¢do da sua
espessura através de uma craveira, efetuando trés medi¢des independentes e extraindo o
valor médio, de modo a minimizar o erro da medida. A espessura média dos cristalinos
analisados foi de 8.2+0.2mm. A conservacao dos cristalinos até ao processo de analise

por ultrassons foi assegurada através da imersio em solugdo DMEM?® [56].

Figura 4.1 — Processo de remocao do cristalino.

Inicialmente, induziu-se a catarata através da imersao do cristalino numa solucao
de agua oxigenada (3%). Apos a realizacdo de varios ensaios, verificou-se que a agua
oxigenada ndo era uma boa solugdo para o teste por ultrassons, dada a existéncia de
inimeras microbolhas que atenuavam significativamente os sinais. A catarata foi entdo
induzida por imersdo numa solucao constituida por etanol, 2-propanol e formalina numa
razdo de 3:3:4 [57]. Os cristalinos permaneceram imersos na solucdo durante 180

minutos, possibilitando a sua analise ao longo de diferentes estadios da catarata.

° Meio de cultura utilizado para conservar tecido biolégico.
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A Figura 4.2 ilustra o aspeto do cristalino com catarata inicial (esquerda) e com

catarata total (direita).

Figura 4.2 — Cristalino com catarata inicial (esquerda) e com catarata total (direita).

O estudo realizado envolveu vinte cristalinos num universo de cinquenta olhos.
A grande fragilidade que o cristalino apresenta no seu manuseamento, justificou a perda
de amostras validas para analise. Por outro lado, verificou-se que alguns cristalinos
apresentavam catarata tendo sido, por esse motivo, rejeitados. A maior parte destes
casos correspondia a catarata traumatica, ou seja, que se desenvolveu em virtude de
lesbes durante a sua extracdo. Este tipo de catarata, a semelhanca da catarata sutural, é
caracterizada pela presenca de um Y no centro do cristalino (Figura 4.3). Para alem da
catarata traumatica, também foram detetados cristalinos com catarata que se
desenvolveu ao longo do periodo de vida do animal. Além dos casos referidos, foram
usados outros cristalinos no processo de selecdo do transdutor 6timo e da configuracéo

experimental mais adequada para a analise.

Figura 4.3 — Catarata traumatica.
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4.2 Configuracao experimental

A andlise dos cristalinos foi efetuada através da técnica de pulso-eco. Uma das
vantagens desta técnica consiste no facto de utilizar s6 um transdutor, que faz
simultaneamente de emissor e recetor, permitindo a reducdo da complexidade associada
a instrumentacdo. Na Figura 4.4 (a) é apresentado o equipamento utilizado na

caraterizagéo dos cristalinos.

O procedimento de analise consistiu em colocar os cristalinos numa placa de
suporte, possuindo um furo circular, de modo a suportar o cristalino na regido
equatorial. Esta configuracdo foi verificada ser a mais interessante no que respeita a
aquisicdo dos sinais, uma vez que proporcionava a eliminacéo de eventuais reflexdes

indesejadas na superficie do suporte. Num plano paralelo ao suporte do cristalino, foi

colocado um refletor (placa de aluminio) a uma distancia de 10mm, como ¢ ilustrado
Figura 4.4 (b).

Emissor/Receptor Osciléscopio
90 %0 .
A
;V Sistema Varrimento

XYz
Transdutor u v

Solugéo Computador

(Catarata)
(o) =

A ——————
e ——
c—————
Reflector |

(@) (b)

Figura 4.4 — (a) Equipamento utilizado na caracterizacdo dos cristalinos; (b) esquemaético da

configuracéo experimental.
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No estudo foi utilizado um transdutor (GE IAP-F25. 3.1) com uma frequéncia
central de 25 MHz, posicionado a uma distancia de 25mm (distancia focal) da capsula

anterior do cristalino. As caracteristicas deste transdutor estdo descritas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Caracteristicas do transdutor utilizado.

_ Fluoreto de polivinilideno
Elemento ativo

(PVDF)
Diametro do elemento ativo 5mm
Frequéncia central 25 MHz

12.5 MHz a -3dB
Largura de banda
37.5 MHz a -6dB

Comprimento do foco 20 — 35mm
Distancia focal 25mm
Diametro do foco 0.3mm

O transdutor utilizado apresenta uma estrutura cilindrica como ilustrado na

Figura 4.5.

218,

Figura 4.5 — Transdutor GE IAP-F25. 3.1. Dimensdes em milimetros.
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Na Figura 4.6 é possivel observar o sinal tipico de um eco e o respetivo espectro

em frequéncia.
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Figura 4.6 — Apresentacdo da forma de onda, nos dominios do tempo e frequéncia, de um sinal

de eco. A verde esta representada a largura de banda a -3dB do transdutor.

O transdutor foi colocado num sistema de varrimento XYZ (ver Figura 4.4b),
suportado no eixo Z e acionado mecanicamente por guias com passo de elevada
resolucdo (10 um). A utilizacdo destes 3 eixos permitiu um posicionamento rigoroso na
zona de interesse, de modo a maximizar a amplitude do sinal recebido pelo transdutor.
Os pulsos foram gerados com PRF de 400Hz através de um emissor/recetor (5800PR
Panametrics, Olympus, Inc., Massachusetts, USA) com uma LB de 35 MHz. Os sinais
de radiofrequéncia (RF) provenientes de reflexdes no cristalino e no refletor plano,
foram filtrados através de um filtro passa-banda (1-35 MHz) no emissor/recetor. O
emissor/recetor proporcionou, também, a amplificacdo dos sinais, sendo de grande
utilidade na caracterizacdo em estudo, pelo facto de os sinais apresentarem reduzidos
valores de amplitude. Os sinais foram posteriormente visualizados num osciloscopio
(Tektronix TDS 3032, Beaverton, USA) e transferidos através da porta RS-232 e do
programa Wavestar 2.8.1 da Tektronix Software, para um computador para posterior
analise em ambiente Matlab. O cristalino e o transdutor, foram imersos na solucdo para
inducdo a catarata a uma temperatura controlada de 20 + 1 °C, tendo sido realizadas
aquisicoes de dados de 20 em 20 minutos até 180 minutos, correspondendo ao estadio

em que o cristalino se encontrava totalmente opaco.
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4.3 Anadlise estatistica

Os parametros ultrassonicos, como a velocidade e a atenuacdo, podem ser
calculados através de diferentes abordagens como sera descrito nos proximos capitulos.
Assim, e de forma a perceber a significancia das diferencas entre as varias abordagens
foi realizada a andlise estatistica dos resultados obtidos (SPSS, v17.0, SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). O nivel de significancia (p-value) foi fixado em 0.05 com um

intervalo de confianca de 95% [58].

Antes de proceder a escolha dos testes estatisticos adequados verificou-se,
através do teste Kolmogorov-Smirnov, que as amostras ndo seguiam uma distribuicéo
normal. Nesse ambito, foram adotados dois testes ndo-paramétricos, o teste de Wilcoxon
e o teste Kruskal-Wallis. O teste de Wilcoxon é um teste ndo-paramétrico que compara

apenas duas amostras e pode ser expresso do seguinte modo [59],
n
W = |Z 1[sgn(x2,i - xl_i]Ri| 4.1
=

onde x;; € xp; correspondem as observagcdes na primeira e segunda amostra,
respetivamente, sgn diz respeito ao teste do sinal, R; é a ordenacdo de cada par
analisado e n representa 0 nimero de pares. O teste de Wilcoxon permite compreender
as diferencas estatisticas entre duas amostras, como por exemplo, entre parametros

acusticos de tempos de imersao consecutivos.

O Kruskal-Wallis é um teste ndo-paramétrico que analisa trés ou mais amostras

independentes [60] e é dado pela equacdo,

2

k n;
_ 12 Zjélrij
K= mzn (n—> —30V+D) 4.2)

onde N é o nimero total de observacdes nas amostras, k € o niUmero de amostras, n; é 0
numero de observagOes na amostra i e r;; diz respeito a observagdo j na amostra i. Este

teste permite compreender as diferencas estatisticas de trés ou mais amostras, no caso
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especifico deste trabalho, todos os tempos de imersdo de 0 a 180 minutos para um

parametro acustico.

Os testes anteriores analisam a diferenca estatistica entre duas ou mais amostras,
no entanto, ndo permitem a andlise da consisténcia entre diferentes abordagens. Para
esse efeito, foi utilizado o teste Intraclass Correlation Coefficient (ICC) [61], expresso

da seguinte forma,

- .1 2
s kRl (B - gp e xs) 1

s—11 1 S—1
Sk ’i€=1 (xi,s - ﬁﬂil xi,s)

T =

(4.3)

onde S é 0 numero de observacdes por amostra, x; € a media de cada amostraie k é o
namero total de amostras. Através da analise da consisténcia é possivel saber se existe

uma evolucdo similar entre os parametros acusticos medidos.
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4.4 Velocidade de Propagacao

A velocidade ultrassonora é um dos parametros mais eficazes para caracterizar
os tecidos, atendendo a dependéncia desta com a densidade do meio de propagacéo.
Quanto mais denso for o material maior seré a velocidade de propagacdo. Na Tabela 4.2,

estéo representadas alguns meios materiais e respetivas velocidades de propagacao.

Tabela 4.2 — Densidade e velocidade de propagacdo dos ultrassons em alguns materiais, tecidos

e Grgdos [62].

Densidade Velocidade
Material
p [kg/m?] v [m/s]
Aluminio 2700 6400
Agua 1000 1480
Sangue 1060 1570
Osso 1380-1810 4080
Tecido adiposo 920 1450
Rim 1040 1560
Figado 1060 1570

Apesar da velocidade de propagacdao dos ultrassons nos tecidos bioldgicos ser
um parametro muito usado na caraterizacao de tecidos e 6rgaos, existem poucos estudos
sobre a aplicabilidade deste pardmetro na caracterizacdo objetiva da catarata. Por essa
razdo, € importante avaliar as potencialidades deste parametro de modo a concluir
acerca da sua utilidade na caracterizacdo da catarata. Nesta perspetiva foram realizadas
trés abordagens diferentes: analise no dominio do tempo, analise em frequéncia e

analise fazendo uso de um refletor plano.
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4.4.1 Andlise no tempo

O célculo da velocidade de propagacdo no dominio do tempo foi realizado

fazendo uso da seguinte expressao,

2L (4.4)
At

em que L corresponde a espessura da cristalino, medida com recurso a uma craveira e At
corresponde ao tempo de propagacdo no cristalino, i.e., a diferenca temporal entre o eco

da cépsula posterior e 0 eco da capsula anterior.

A aquisicdo dos ecos foi realizada com uma base temporal de 2 pus 0 que
assegurava que o eco da capsula anterior era amostrado na primeira metade do sinal, de
0 a 10 ps, e o eco da capsula posterior era amostrado na segunda metade do sinal, de 10
a 20 us, como indicado na Figura 4.7. A posi¢do temporal de cada um dos ecos foi

conseguida atraves da identificacdo da sua amplitude maxima.
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Figura 4.7 — Representacdo do sinal obtido de um cristalino, onde é visivel o eco capsula

anterior (A) e 0 eco da cépsula posterior (B).
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Através desta analise verificou-se que a velocidade de propagacdo aumenta de
1617+36 m/s (média £ desvio padrdo) num cristalino sem catarata para 1694+30 m/s

num cristalino com catarata total, apresentado na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Velocidade de propagacdo ao longo do tempo de imersdo. Valores obtidos através

da andlise no dominio do tempo.

4.4.2 Anélise em frequéncia

A segunda abordagem, com vista ao calculo da velocidade de propagacao,
baseou-se no desvio relativo da frequéncia central (4f) dos ecos provenientes das

fronteiras do cristalino, usando para o efeito a expressao,

v = 2LAf (4.5)

De forma a manter a coeréncia entre as abordagens optou-se por considerar o
mesmo sinal de referéncia da abordagem anterior, apresentado na Figura 4.7, tendo sido
a componente DC removida através da subtracdo da media do sinal. Uma vez que o0 eco
da face anterior e 0 eco da face posterior estavam amostrados no mesmo sinal

ultrassénico procedeu-se a sua separacdo para efeitos de anélise em frequéncia.
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A andlise de cada um dos ecos foi conseguida através da aplicacdo de uma
janela temporal, cuja largura correspondeu ao dobro da largura do eco de pulso,
permitindo isolar o respetivo eco da restante parte do sinal. Depois de obter o eco
isolado o sinal era novamente reconstruido através da técnica de zero-padding, ou seja,
era completado com zeros. Assim, realizou-se a passagem do dominio temporal para o
dominio em frequéncia através da transformada de Fourier rapida (FFT) com 1024
pontos. No apéndice B, Figura B.1, é apresentado o diagrama de blocos do método

descrito.

A semelhanca da analise no dominio do tempo, com este método verificou-se
também um aumento da velocidade de propagacdo com a evolucdo da catarata. Neste
caso, a velocidade de propagacdo aumentou de 1619+38 m/s para 1692+38 m/s nos 180

minutos de imersdo considerados, tal como ilustrado na Figura 4.9.
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Figura 4.9 — Velocidade de propagacdo ao longo do tempo de imersdo. Valores obtidos através

da andlise em frequéncia.
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4.4.3 Uso de um refletor plano

O uso de um refletor plano constitui uma abordagem alternativa interessante
uma vez que permite calcular a velocidade de propagacdo sem o conhecimento prévio
da espessura do cristalino. Na Figura 4.10 estdo ilustrados os tempos de propagacéo de
interesse para 0 método.

T t“'

Figura 4.10 — Representacdo dos tempos de voo na anélise temporal através do refletor.

Do esquema representado na Figura 4.10 é possivel obter as seguintes equacoes,

_2 o, v —t) (4.6)
vEg =7

2D = ct,, (=)D = % (4.7

Gt (4.8)

C

onde os valores de t,, e t, representam o tempo de Voo num esquema com e
sem o cristalino, t, e t, representam o tempo de voo até a capsula anterior e posterior
do cristalino, respetivamente, D simboliza a distancia entre o transdutor e o refletor e

por fim, ¢ representa a velocidade de propaga¢do no meio de imerséo.
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Deste modo € possivel realizar a seguinte dedugéo,

2 (ﬁ _v(t, — t1)> 5 v(ty —t;)

. o\ 2 ). 7 (4.9)
Cc v
= (th - U(tZ - tl)) + v(tZ - tl) (410)
C v
c(tm — (ty — t1)) = cty, — v(t; — t1) (4.11)
c(tm — tw — (t2 — t1)) (4.12)

Y= —(t; — t1)

E assim é possivel obter a equacdo da velocidade de propagacdo sem o

conhecimento da espessura do cristalino [46],

t,, — t
U=C<m w+1> (4.13)
thh—t

Com a introducdo do cristalino entre o transdutor e o refletor foi possivel medir
os diferentes tempos de propagacdo, tal como ilustrado na Figura 4.11, esquerda. Assim,
o t, foi obtido da diferenca entre sinal de emissdo (1) e o eco da capsula anterior (2), o
t, foi calculado através da diferenca entre o sinal de emissdo (1) e o eco da capsula
posterior (3) e, o t,, foi obtido da diferenca temporal entre o sinal de emissdo (1) e o
eco do refletor (6). Por sua vez, o valor de t,, resultou da diferenca temporal entre o
sinal de emissao (5) e o refletor (6), sem o cristalino no esquema, visivel na Figura 4.11,

direita. O sinal de emisséo foi posicionado em Sus, em todas as aquisi¢des.
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Figura 4.11 — Representacdo dos tempos de voo na analise temporal através do refletor.

A semelhanca das abordagens anteriores, o uso de um refletor plano
proporcionou resultados para a velocidade de propagacéo com evolucdo similar, para 0s
180 minutos de evolugdo da catarata. Assim, para um cristalino sem catarata, a
velocidade média foi de 1597+37 m/s e para o tempo de imersdo maximo, verificou-se o
valor de 1670£32 m/s. A evolucédo da velocidade para a gama de tempo considerada

esta representada na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Velocidade de propagacéo ao longo do tempo de imersdo. Valores obtidos através

da anélise fazendo uso de um refletor plano.
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4.4.4 Discussao e conclusoes

A velocidade de propagacdo acustica no cristalino foi obtida através de trés
abordagens distintas ao longo de 180 minutos, que correspondem a inducdo de catarata
total. A primeira abordagem, calculo da velocidade de propaga¢do no dominio do
tempo, focou a analise da diferenca temporal entre o eco da capsula anterior e 0 eco da
capsula posterior, sendo possivel observar um aumento de velocidade de 4.8%, ou seja
de 1617 para 1694 m/s. A segunda abordagem baseou-se na interferéncia em frequéncia
dos mesmos ecos verificando-se um aumento na velocidade de propagacéo de 4.5%, ou
seja de 1619 para 1692 m/s. Por fim, na terceira abordagem, através do uso de um
refletor, foi possivel verificar um aumento da velocidade de propagacdo de 4.6%, de
1597 para 1670 m/s.

A analise estatistica efetuada para as amostras de 0-180 minutos, através do teste
de Kruskal-Wallis, apresentou um p-value menor que 0.001 (p<0.001) que por sua vez é
inferior a 0.05, o que representa uma diferenca estatisticamente significativa entre as
amostras. O resultado mostrou que para diferentes tempos de imerséo a velocidade de
propagacdo era estatisticamente diferente, apesar de ndo existir uma variacdo
significativa de velocidade. Contudo, com este teste, ndo foi possivel verificar a
evolucdo da catarata dentro dos intervalos entre as amostras, uma vez que 0 teste

Kruskal-Wallis analisa trés ou mais amostras.

A velocidade de propagacdo entre tempos de imersdo consecutivos, foi
comparada com o teste de Wilcoxon. O grupo de O minutos (sem catarata) foi
comparado com o grupo de 20 minutos; o grupo de 20 minutos foi comparado com o
grupo de 40 minutos e assim sucessivamente até chegar aos 180 minutos. Os resultados
do teste sdo apresentados na Tabela C.1 do apéndice C, e mostram que existe uma
diferenca estatistica significativa entre os tempos de imersdo consecutivos, ou seja, 0 p-

value é inferior a 0.05.

A comparacdo entre as abordagens usadas para o calculo da velocidade de
propagacao, através do Intraclass Correlation Coeficient permitiu verificar que a
analise no tempo e a analise em frequéncia possuem elevada similaridade com valor de
ICC=0.946 e com um p<0.001. Na comparagdo entre a analise no tempo e a analise
fazendo uso de um refletor verificou-se um valor de ICC=0.824 com p<0.001. Por fim,
na comparagdo entre a analise em frequéncia e a andlise com o uso de um refletor

observou-se um valor de ICC=0.745 com p<0.001.
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A similaridade entre os valores das velocidades encontradas com o método da
analise temporal e com o método da analise em frequéncia, deve-se ao facto de estes
dois métodos serem iguais em natureza, diferindo apenas no dominio em que 0s
calculos sdo feitos. Estas duas abordagens sdo suscetiveis ao erro de medicdo da
espessura do cristalino, podendo existir uma variagdo inter-observador. Para além deste,
existe o erro associado a posi¢do do transdutor em relacdo ao cristalino. Apesar do
cuidado em tentar posicionar o transdutor no centro da capsula anterior do cristalino,
podera existir um erro associado entre os valores medidos e o referencial e, portanto, a
espessura que o feixe ultrassonico atravessa podera ser diferente da espessura medida
pela craveira. Estes erros, eventualmente, poderdo ser responsaveis pela discrepancia

existente entre as duas primeiras analises e a analise fazendo uso de um refletor.

A andlise com recurso a um refletor apresenta, como vantagem, o facto de ndo
estar sujeita ao erro de medicdo da espessura do cristalino, salvaguardando-se assim 0s
erros referidos anteriormente. Todavia, e apesar de ser um método muito menos
suscetivel a erros, ndo é pratico no contexto do diagnostico clinico uma vez que

necessita de um refletor, o que o torna um método invasivo.
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4.5 Atenuacdo acustica

A atenuacdo acustica € o resultado da absorcdo e da dispersdo que ocorrem a
medida que as ondas se propagam nos meios materiais. O valor da atenuacdo pode ser
expresso em decibéis por unidade de distancia percorrida e é funcdo da frequéncia de
inspecdo. Por esta razdo, a profundidade de penetracdo dos ultrassons diminui a medida
que a frequéncia de inspecdo aumenta. Na Tabela 4.3 é apresentado, de modo genérico,

a profundidade de penetracdo para algumas frequéncias na gama dos MHz [63].

Tabela 4.3 — Profundidade de penetracdo em funcdo da frequéncia de inspecéo.

Frequéncia Profundidade de
(MHz) Penetracdo (mm)

1 400

2 200

3 130

5 80

10 40

20 20

Através do rearranjo da equacéo (2.5), apresentada na seccdo 4 do capitulo 2, é

possivel chegar a seguinte equacao para o coeficiente de atenuacdo, «,

= (2

onde x representa a distancia percorrida, A, representa a amplitude da onda no
instante inicial e A representa a amplitude de onda apés esta percorrer a distancia x. A
atenuacao além de variar com a frequéncia de inspecdo, também, varia em funcdo das

propriedades do tecido em estudo.

48



Caraterizacéo objetiva da catarata com recurso a técnicas por ultrassons

Na Tabela 4.4 seguem alguns dos valores tipicos da atenuacdo para alguns

tecidos do corpo humano [64].

Tabela 4.4 — Atenuacdo média em diferentes tecidos.

Material Atenuacéo [dB/(mm MHz)]
Tecido adiposo 0.063
Musculo cardiaco 0.18
Sangue 0.018
Osso 2.0
Pulméo 4.1
Rim 0.1

Os ultrassons, ao propagarem-se entre dois meios com impedancias diferentes
sofrem reflexdo e refracdo. A estes dois fendmenos estdo associados o coeficiente de
reflexdo, R, e o coeficiente de transmissao, T, tal como descrito na sec¢do 4 do capitulo
2.
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45.1 Andlise usando os sinais das interfaces

Um dos meétodos para calculo da atenuacédo consiste na analise das reflexdes no

interior do cristalino, esquematizadas na Figura 4.13.

>
|
)

z A=

Figura 4.13 — Representacdo do diagrama de ecos no interior de um cristalino.

A figura anterior apresenta a propagacao dos ultrassons no meio de imersao e no
cristalino através do modo A, sendo Z; a impedancia do meio de transmissdo, Z; a
impedancia do cristalino e A, B e C a representacdo dos ecos obtidos de uma onda
incidente com amplitude Ai.

O valor da atenuacdo pode ser obtido a partir dos ecos B e C, que tém como base
as equacoes (4.15) e (4.16),

B = lee_ZLaCRlzTZ]_ (415)

C = Ty,e 2L%R,R, e 2% R, Ty, (4.16)

onde T;, representa o coeficiente de transmissdo da solucdo de imersdo para o
cristalino, T,, corresponde ao coeficiente de transmissdo do cristalino para 0 meio de
propagacao, R;, simboliza o coeficiente de reflexdo na capsula posterior, R, representa
o coeficiente de reflexdo na capsula anterior apds a onda ter sido refletida na capsula
posterior e o valor de L simboliza a espessura do cristalino.
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Tendo por base as equagdes (4.15) e (4.16) pode deduzir-se a relagdo entre 0s

ecos B e C, que nos da a expressdo da atenuacdo, ou seja,

E _ Type 2% Ry, Ty (4.17)
C  Tipe2L%R Ry e 2L%R 5Ty .
B e—ZLa’C
— =g (4.18)
B
ERZIRIZ = eZLaC (419)

Resolvendo em ordem a «a,, resulta a expressdo para o calculo da atenuacdo no
cristalino em funcdo da amplitude dos ecos B e C, da espessura do cristalino e dos

coeficientes de reflexao,

1 B
ae = Zln <R21R12 E) (420)

A Figura 4.14 representa os ecos obtidos de um cristalino, usando o transdutor
de 25MHz. Verificou-se ser apenas possivel detetar o eco A (capsula anterior) e 0 eco B
(capsula posterior). Assim, a auséncia do eco C correspondente ao segundo eco da face
posterior, impede a utilizacdo da expressdo (4.20) para o calculo da atenuag¢do no

cristalino.
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Figura 4.14 — Representagdo do eco da capsula anterior (A) e da capsula posterior (B).
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A auséncia do eco C requereu a reformulacdo do processo de calculo da
atenuacdo, tendo apenas em consideracdo os ecos das faces anterior e posterior do
cristalino. Para o efeito, foi usada a representacéo esquematica ilustrada na Figura 4.15,
a partir da qual foi possivel deduzir as seguintes expressdes para 0s sinais de eco em

causa,

B
T1z

T21
YA
Riz

Figura 4.15 — Representacdo esquematica do sinal de transmissdo (ly), dos ecos da capsula

anterior (A,) e posterior (A,) e dos coeficientes de transmissao (T) e reflexdo (R).

Para deduzir a equacdo matematica para o célculo da atenuagdo, deste metodo,

consideram-se as equacdes (4.21) e (4.22),

Al = 10R21e_2aad (421)

Ay = Ig(T12R1,Toy e~ 2% cke™2%a) (4.22)

onde A; e A, representam as amplitudes dos ecos da cépsula anterior e posterior do
cristalino, respetivamente. Por sua vez, T;, e T,; identificam os coeficientes de
transmissdo do meio de imerséo para o cristalino e do cristalino para 0 meio de imersao,
assim como, R, representa o coeficiente de reflexdo na capsula anterior e o valor de
R, representa o coeficiente de reflexdo na capsula posterior. A atenuacao no cristalino
é dada por a, e a, carateriza a atenuacdo na solucdo. O parametro d identifica a
distancia do transdutor ao cristalino.
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Relacionando (4.21) e (4.22) obtém-se,

A IgRy,e72%d
Ay B IO(T12R12T21€_2acl‘e_2“ad) (4.23)

cuja simplificacdo conduz a,

A Ry
Ay Ti3Ry;Tp e~ 2%k

(4.24)

O rearranjo da equacéo (4.24), de modo a evidenciar o parametro o,

ﬁT12R12T21 —
AZ R21

g2acl (4.25)

conduz a seguinte expressao para a atenuacao no cristalino,

20
€7 2L

Al T12R12T21

log1o (——) (4.26)

a
AZ R21

Os coeficientes de transmissdo e reflexdo podem ser escritos em funcdo das

impedancias do meio de imerséo e da impedancia do cristalino. Assim,

ZZZ Zl _Zz 221
Ti1oR12Torw  Zy+ 272, + 2172, + 7y —4212,
Rz 23— 2y (Zy + Z;)?
Z, ¥ 7,

—T1,T>1 (4.27)

Haim Azhari (2010) definiu a impedancia acustica da agua e do cristalino sem catarata
como sendo, 1.48 (para 20°C) e 1.72 kgm™?s™ (x10°, respetivamente [65]. Com a
progressdo da catarata a densidade do cristalino aumenta sendo expectavel um aumento
méximo da sua impedancia até 2 kgm?s™ (x10°), visto que, ndo existe nenhum tecido
no corpo humano, a exce¢do do 0sso, que possua uma impedancia acustica superior a

este valor. Assim, com vista a avaliar a influéncia da variacdo da impedancia nos
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coeficientes de transmisséo e reflexdo representados em (4.27), foi analisado o impacto
da variacao da impedéancia no valor do produto dos coeficientes de transmissdo (T12T21).

O resultado esté ilustrado na Figura 4.16.
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Figura 4.16 — Valor do produto dos coeficientes de transmissdo em funcéo da impedéancia do

cristalino.

Conclui-se que o aumento da impedancia do cristalino até o valor maximo
representado, ndo conduz a uma grande variagdo no valor dos coeficientes de
transmissdo. Assim, uma alteracdo da impedancia acustica do cristalino de 1.72 para 2
kgm2s™ (x10°), conduziu a uma variagdo do coeficiente de transmissdo de 0.9944 para
0.9777, ou seja, 1.67%. Tratando-se de uma variagdo pouco relevante, considerou-se
para 0 calculo experimental, o valor da impedancia do cristalino referido na
bibliografia, i.e., 1.72 kgm™s™ (x10°).

Considerando os ecos das fronteiras do cristalino e os respetivos coeficientes de
reflexdo e transmissdo, procedeu-se ao calculo da atenuacdo em funcdo da frequéncia,
usando a equacdo (4.26). Nos testes laboratoriais testou-se a aquisicdo simultanea de
ambos 0s ecos, tornando o processo de calculo mais expedito, implicando contudo

numa menor taxa de amostragem.
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Na Figura 4.17, estdo ilustrados os dois ecos de interesse, adquiridos a uma taxa
de 500MS/s (MSamples/sec).
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Figura 4.17 — Representacdo temporal dos ecos da capsula anterior e posterior do cristalino sem

catarata.

Em alternativa, os ecos poderiam ter sido adquiridos isoladamente, como
mostrado na Figura 4.18. A vantagem subjacente a esta abordagem esta apenas
relacionada com uma mais elevada taxa de amostragem, que para 0s exemplos

ilustrados foi de 5GS/s, valor limitado pelo hardware de aquisicao de sinal utilizado.
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Figura 4.18 — Ecos da capsula anterior (a) e posterior (b) para um cristalino sem catarata.
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Na Figura 4.19 é ilustrado a representacdo em frequéncia dos referidos sinais de
ecos adquiridos em simultdneo ou separadamente, respetivamente, usando a FFT com
1024 pontos.
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Figura 4.19 — Espectros em frequéncia dos ecos das capsulas: (a)(b) aquisicdo conjunta dos

sinais; (c)(d) aquisicdo dos mesmos sinais, separadamente.

E evidente que os espectros dos sinais adquiridos separadamente, apresentam
transi¢fes mais suaves quando comparados com 0s espectros dos sinais adquiridos em
simultaneo. Tendo em conta que 0 método de célculo da atenuacdo se baseia na relacédo
entre espectros, uma boa definicdo em frequéncia é crucial para se obterem resultados
crediveis. Assim, optou-se por realizar o estudo considerando os sinais de eco
adquiridos separadamente. Refira-se que, aquando do célculo da velocidade baseado na
abordagem em frequéncia, tal preocupacdo ndo foi necessaria porque o método focava-

se na extracao da frequéncia central.
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O processo de obtencdo dos espectros dos sinais passou pela extragdo prévia da

componente DC associada. A existéncia desta componente é ilustrada na Figura 4.20.
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Figura 4.20 — Sinal de eco da capsula anterior com componente DC.

A componente DC foi removida através da subtracdo da média do sinal,
processo que, também pode ser entendido como um filtro passa-alto. Desta forma, foi
possivel eliminar a componente DC sem influenciar a frequéncia central dos sinais. Na
Figura 4.21 é ilustrado o sinal do eco anterior com valor médio da componente DC em

torno de zero.
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Figura 4.21 — Sinal de eco da capsula anterior com valor médio da componente DC em

torno de zero.
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Na Figura 4.22, sdo apresentadas as amplitudes normalizadas dos espectros para
diferentes tempos de imersdo considerados no estudo dos cristalinos. Na imagem da
esquerda, € observado um incremento da amplitude dos sinais da capsula anterior ao
longo do tempo de imerséo. Na imagem da direita verifica-se uma reducdo da amplitude

dos sinais da cdpsula posterior, bem como da respetiva frequéncia central.
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Figura 4.22 — Desvio em frequéncia do espectro da capsula anterior (a) e da capsula posterior

(b) para diferentes tempos de imersao.

Através dos espectros em frequéncia dos sinais das capsulas anterior e posterior
foi obtido a diferenga logaritmica para os diferentes tempos de imersdo. A esta
diferenca acresce a diviséo pelo dobro da espessura do cristalino e a multiplicagdo por
20, a fim de obter o valor em dB, como indica a equacdo (4.26) e representado na
Figura 4.23.
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Figura 4.23 — Diferenga logaritmica entre os espectros da cépsula anterior e posterior ao longo

do tempo de imersdo de um cristalino.
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O passo seguinte consistiu na realizagdo de uma regresséo linear, no intervalo
em frequéncia definido pela largura de banda a -3dB do eco da cédpsula posterior. Deste
modo garantia-se que a regresséo era realizada na dentro do intervalo correspondente a
largura de banda do transdutor. Na Figura 4.24 é apresentada a média das regressfes

lineares obtidas para os cristalinos estudados.
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Figura 4.24 — Representagdo da média das regressdes lineares obtidas da diferenca logaritmica

entre os espectros da capsula anterior e posterior ao longo do tempo de imerséo.

Com o declive das regressoes lineares para os diferentes tempos de imerséo foi
obtido o valor da atenuacdo [dB/(mm MHz)]. No apéndice B, Figura B.2, é apresentado
o fluxograma do procedimento referido anteriormente. Através deste procedimento
verificou-se um aumento da atenuagéo de 0.12+0.01 dB/(mm MHz) num cristalino sem
catarata para 0.21+0.02 dB/(mm MHz) num cristalino com catarata total, como indicado
a Figura 4.25.
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Figura 4.25 — Atenuagéo ao longo do tempo de imersdo considerando os ecos da face anterior e

posterior.

A caracterizacdo da atenuagdo no cristalino pode, ainda ser realizada com
recurso a um refletor plano, como ilustrado na Figura 4.26. Nesta abordagem o refletor
tem por objetivo proporcionar os sinais de eco, com e sem o cristalino inserido no meio

de propagacdo com vista ao calculo da atenuacgéo no cristalino.

Figura 4.26 — Propagacéo dos ultrassons utilizando um refletor.

A figura anterior consiste na representacdo esquematica do percurso dos
ultrassons onde, Z; representa a impedancia do meio envolvente, Z, representa a
impedancia do cristalino, d, L e x representam as respectivas distancias € Ty, € To
representam o coeficiente de transmissdo do meio para o cristalino e do cristalino para o

meio, respectivamente.
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O sinal de eco obtido do refletor sem a presenca do cristalino, funciona como

sinal de referéncia e é dado por,

A, = IjRe™2%a(x-L+d) (4.28)

O sinal com o cristalino inserido, atendendo as fronteiras em causa, vem,

A2 = 10T12T21RT12T218—Zdaxe—zacLe—Zaad (429)

onde a, representa a atenuacdo na agua e a, representa a atenuacdo no

cristalino. Relacionando as equacdes (4.28) e (4.29),

Al IORe—Zaa(x—L+d)

A, - IOT12ZRT2126—2aaxe—2acLe—2aad (430)

e simplificando o percurso dos ultrassons no meio de imersao, resulta,

Al eZa'aL
— = 4.31
Ay (TypTpp)%e 20k ( )
4 2 _ 2agl +2acL
A_z (T12T21)" = e (4.32)
20 Aq )
ilog (A_2 (T12T21) ) = ac + aa (433)
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Da equacdo (4.33), extrai-se a atenuacdo em funcdo da frequéncia no cristalino,

20 Aq )
e = Zlog (A_z (T12T21) ) — Qq (4.34)

Os coeficientes de transmissdo podem ser representados em funcdo das
impedancias. Assim,
2

(TyyTy1)? = ( 22, 22, )2 - (ﬂ) (4.35)
12721 Zy+ 272,72, + 7, (Z1+7,)? '

A semelhanga do procedimento anterior considerou-se, para o célculo
experimental, o valor da impedancia do cristalino referido na bibliografia, i.e., 1.72 kg
m? st (x10%). Os espectros em amplitude para um cristalino inserido na solucdo ao

longo de 180 minutos séo ilustrados na Figura 4.27.
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Figura 4.27 — Amplitude normalizada dos espectros para um cristalino ao longo do tempo de

imersao.

De modo semelhante ao realizado para o método baseado nos ecos provenientes
das fronteiras do cristalino, procedeu-se previamente a extracdo da caracteristica de
cada cristalino através da subtracdo do eco de referéncia. A esta diferenca acresce a
divisdo pelo dobro da espessura do cristalino, a multiplicacdo por 20, afim de obter o
valor em dB, e a consideracdo da atenuacao na agua, resultando deste modo os tragados

mostrados na Figura 4.28.

62



Caraterizacéo objetiva da catarata com recurso a técnicas por ultrassons

3 r C : : .
— 180 minutos
25k 140 minutos
100 minutos
ol T 60 minutos
20 minutos

Coeficiente de Atenuacédo (dB/mm)
H
[6;]

r

5 10 15 20 25 30
Frequéncia (MHz)

Figura 4.28 — Diferenca logaritmica entre os espectros com e sem o cristalino colocado na

solucéo, ao longo do tempo de imerséo.

Também e modo semelhante, procedeu-se a uma regressao linear de todos
tracados para uma gama de frequéncia a -3dB do eco do refletor com o cristalino
inserido na solucdo. A evolucdo das caracteristicas dos cristalinos em termos da média
das regressbes lineares para cada um dos tempos considerados, € ilustrada na
Figura 4.29.
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Figura 4.29 — Evolucéo das caracteristicas dos cristalinos em termos da média das regressdes

lineares ao longo do tempo de imerséo.
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Por fim, através do declive das regressdes lineares, extraiu-se 0 comportamento
da atenuacdo dos cristalinos ao longo dos tempos de imersdo considerados, verificando-
se que esta varia de 0.11+0.01 dB/(mm MHz) para um cristalino sem catarata, a
0.18+0.02 dB/(mm MHz) para um cristalino com catarata total, como pode ser
comprovado através da analise do gréfico da Figura 4.30. No apéndice B, Figura B.3, é
apresentado o fluxograma que resume o algoritmo aplicado para a obtencdo da
atenuacao.

o
N

o
[EEY
[ee]

o
]
—&—i
——

o
[y

Atenuacdo (dB/mm MHz)
o o
=~ &
—o—i
—e
'_

0,08 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tempo (minutos)

Figura 4.30 — Atenuacdo no cristalino com recurso a um refletor ao longo do tempo de imerséo.
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4.5.2 Anélise do backscattering

O sinal de backscattering esta relacionado com os scatterers presentes no
cristalino, sendo a intensidade do eco tanto maior quanto maior for o tamanho destes
scatterers. A atenuagdo pode ser obtida atraves da medicdo do downshift da frequéncia
central de um pulso gaussiano, que se propaga ao longo de um determinado tecido. Esta
abordagem tem em conta que as altas frequéncias sdo objeto de maior atenuacdo ao
propagarem-se ao longo de meio com uma estrutura dispersiva. Este método baseia-se

no pressuposto de que a atenuacao € linearmente dependente da frequéncia [66].

O sinal recibo pelo transdutor proveniente do backscattering pode ser descrito

pela equacéo (4.36),

Us(f)
URef(f)

2
V(f,df) ] e~ 2asd (4.36)

P(f,d)=[

sendo V(f,dr) a funcéo transferéncia do pulso de eco do transdutor; f a frequéncia de
inspecdo; df a distancia focal; d a distancia do transdutor a regido em andlise; Us(f) a
amplitude do backscattering proveniente dos scatterers; Ug.¢(f) a amplitude do sinal

de emisséo; e as a atenuagdo proporcionada pelo scatterers [66].

. . . ) -(f-fo)?
Aproximando o termo elevado ao quadrado a uma funcdo Gaussiana (e 202 )

e substituindo a distancia de ida e volta dos ultrassons, d, por
d=2(z—z,) (4.37)

onde z e z, representam a posicdo dos scatterers e a posicdo do transdutor,

respetivamente, obtém-se,

2 _(f_ 2
o ] e—4asz e(%_wﬂ) (4.38)

URef (f)

V(f,df)

P(f,Z)=[
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onde f, representa a frequéncia central do pulso e 2¢ € a largura a meia altura (FWHM)

do pulso gaussiano, ou seja, a largura de banda a -3dB.

Assumindo a dependéncia linear da atenuacdo com a frequéncia (as = Sf)

temos
P(f,7) = el 0P -2 Fot 488102150 (4.39)
~(f~fa)? (4.40)
P(f,z) = Ape 202
com
fo= fo— 4Bo*z (4.41)
e
f8-1& (4.42)
AO.’ = e 202

onde B representa o coeficiente de atenuacdo proporcionado pelo backscattering. O

downshift pode entdo ser obtido através da derivada parcial de f, em funcéo de z
df, = —4Ba%0z (4.43)

assim, o coeficiente de atenuacdo € obtido da seguinte forma,

1 0f,
B=—13a0 (4.44)

convertendo para dB, o coeficiente de atenuacdo proporcionado pelo backscattering

proveniente do cristalino é dado por,
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8.686 0,
402 0z

(4.45)

onde df,/dz (MHz/mm) representa o declive da variagdo da frequéncia central

ao longo de um determinado percurso de propagacéao do sinal.

A observacdo dos sinais backscattering provenientes dos cristalinos, com a
progressdo da catarata, permitiu concluir que apenas a regido proxima da capsula
anterior era suscetivel de ser caracterizada. A extensdo desta regido, para efeito de
estudo, foi assumida ser de 3 mm, onde a relacdo sinal-ruido era aceitavel. A Figura 4.31

ilustra um sinal backscattering com a referida janela representada.
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Figura 4.31 — Sinal da capsula anterior e da regido backscattering com 3mm de extensao.
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De modo a obter-se o downshift da frequéncia com vista ao célculo do
coeficiente de atenuacdo g, procedeu-se a divisdo do sinal amostrado com recurso a

janela de Hanning ilustrada na Figura 4.32.
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Figura 4.32 — Janela de Hanning utilizada para amostrar o sinal.

A janela de Hanning apesar de ndo ser a mais indicada para a analise em
amplitude, quando comparada com outros tipos de janelas, apresenta a vantagem de
proporcionar uma excelente resolugcdo em frequéncia. A largura de cada janela foi
fixada em 0.2us (largura de pulso) por forma a obter-se informacdo suficiente para
caracterizar a frequéncia do sinal. Com vista a caracterizacdo em modo continuo da
evolucdo da frequéncia central foi, também, realizado um overlap de 50%, ou seja, 0
andamento de cada janela no tempo correspondia a 50% do sinal amostrado na janela
anterior. Este procedimento garantiu que ndo houve perda de informagdo. Através da
identificacdo da frequéncia central em cada uma das janelas foi obtido o declive do
decaimento da frequéncia em funcdo da profundidade. Nos graficos apresentados na
Figura 4.33 pode-se verificar as medias do decaimento da frequéncia central em funcéo

da profundidade para diferentes tempos de imerséo.
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Figura 4.33 — Decaimento da frequéncia central em funcdo da profundidade para os diferentes

tempos de imerséo: (a) — 20 minutos; (b) — 60 minutos; (c) — 100 minutos; (d) — 140 minutos;
(e) — 160 minutos; (f) — 180 minutos.
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Representando os diferentes declives do downshift pode-se observar a evolugao
do decaimento em frequéncia em funcdo da profundidade para os diferentes tempos de

imersdo, como indicado na Figura 4.34.
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Figura 4.34 — Regressao linear do decaimento da frequéncia central em fungdo da profundidade

para os diferentes tempos de imersdo.

Finalmente, o coeficiente de atenuacéo, foi obtido atravées da divisdo do declive
da regressao linear pelo quadrado da largura de banda do sinal de emissdo a -3dB. No
apéndice B, Figura B.4, é apresentado o fluxograma do método descrito. Na Figura 4.35
sdo ilustrados os valores dos coeficientes de atenuacdo em funcdo do tempo de imerséo.
O valor do coeficiente de atenuacdo para um cristalino sem catarata (O minutos) nao é

apresentado atendendo a inexisténcia de um sinal backscattering.
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Figura 4.35 — Coeficientes de atenuacdo ao longo do tempo de imersdo considerando o

backscattering do sinal.

A andlise apresentada anteriormente teve por base o pressuposto de que a
atenuacdo é linearmente dependente da frequéncia, embora, alguns estudos refiram que
a linearidade com a frequéncia nos tecidos bioldgicos varia entre 1 e 2 [67]. A estrutura
do cristalino pode sofrer alteracfes ao longo da evolucgéo da catarata, como € 0 caso da
sua rigidez e opacidade. Afim de avaliar a dependéncia da atenuagdo com a frequéncia
ao longo da progressdo da catarata, procedeu-se a uma andlise empirica a partir dos
tracados das caracteristicas dos cristalinos, (ver Fig. 4.23). O declive dos espectros
proporcionaram informacdo acerca da dependéncia da atenuacdo com a poténcia da
frequéncia, de acordo com a expressdo (4.46). Assim, selecionando uma frequéncia

apropriada, podem ser extraidos os parametros n e 8 para cada tempo de imersao,

= Bf"
’ (4.46)

onde o parametro n corresponde a dependéncia da atenuacdo com a frequéncia.
Assim, através da regressdo potencial dos valores da atenuacdo para uma determinada
frequéncia (10MHz) foi possivel obter o valor de n e de f para cada tempo de imersao.
A escolha desta frequéncia deve-se ao facto de ser um valor intermédio na regido linear

da diferenca espectral, como mostra a Figura 4.23.
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Desta forma, na Figura 4.36 sdo apresentados os valores da dependéncia da

atenuacdo com a frequéncia ao longo do tempo de imersao.
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Figura 4.36 — Dependéncia da atenuacgdo com a frequéncia (n) ao longo do tempo de imers&o.

Por sua vez, a evolugédo de 5 ao longo do tempo de imersdo é mostrada na Figura 4.37.
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45.3 Discussao e conclusoes

A atenuacdo dos ultrassons € um parametro que proporciona informacéo acerca
das propriedades intrinsecas do material em estudo. Através das analises efetuadas foi
possivel observar que, independentemente da abordagem usada, existiu um aumento da

atenuacéo ao longo do tempo de imerséo, ou seja, ao longo da progressdo da catarata.

O célculo da atenuacdo atraves da interferéncia dos sinais de eco, nomeadamente
a consideracdo da face anterior e posterior do cristalino e o recurso a um refletor plano,
permitiram realizar uma analise global do estado dos cristalinos. Verificou-se, atraves
do teste de Kruskal-Wallis, que em ambas as abordagens, existe uma diferenca
estatistica entre os valores obtidos para os diferentes tempos de imersdo (p<0.001). Ao
longo dos 180 minutos observou-se uma variagdo de 0.11+0.02 dB/(mm MHz) a
0.21+0.03 dB/(mm MHz) para a abordagem que considerou a face anterior e posterior
do cristalino e um aumento de 0.11+0.01 dB/(mm MHz) até 0.18+0.02 dB/(mm MHz)
para a abordagem que fez uso de um refletor. Para verificar a concordancia entre as duas
abordagens realizou-se o teste Intraclass Correlation Coeficient que mostrou que existe
uma boa concordancia entre ambas, com o valor de ICC=0.717 com p<0.001. Contudo,
a abordagem que considera a face anterior e posterior do cristalino, apresentou uma
variacdo superior, devendo-se ao facto do eco da capsula posterior apresentar uma
maior variagdo em frequéncia, de 28%, ao longo dos 180 minutos de imers&o, enquanto
que a variacdo em frequéncia do sinal obtido do refletor plano com o cristalino
interposto foi de 17%. Para além da variacdo em frequéncia e, ao contrario do verificado
na abordagem com o refletor, houve um aumento da amplitude do sinal do eco da
capsula anterior ao longo do tempo de imerséo. Estas variacdes refletem-se nos declives

dos espectros caracteristicos de cada cristalino.

Ambas as abordagens sdo suscetiveis a erros, essencialmente, associados a
medicao da espessura do cristalino. Para além desse erro, existe o facto da amplitude do
eco da capsula posterior diminuir ao longo da progressdo da catarata, dificultando a
caracterizacdo em frequéncia a semelhanca do eco da capsula posterior de um cristalino
sem catarata. E por esta razdo, que ndo foi encontrado nenhum estudo realizado com
transdutores de elevada frequéncia (>30MHz) que aborde a face anterior e posterior do
cristalino para o célculo da atenuacdo. Como trabalho futuro seria interessante encontrar

a frequéncia 6tima para analisar este tipo de tecido e, assim, poder aproximar os valores
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das duas abordagens para estados avancados de catarata. Apesar das limitacOes
apresentadas e dado a abordagem que considera a face anterior e posterior do cristalino
ser ndo-invasiva considera-se que podera ser uma boa ferramenta de apoio ao

diagndstico da catarata no seu estado inicial.

No que respeita a progressdo da catarata verificou-se que em ambas as
abordagens ndo houve uma diferenca estatisticamente significativa ap6s os 120 minutos
de imersdo (Apéndice C - Tabela C.2). Este facto revela que ndo existe um aumento

progressivo da atenuacgdo dos ultrassons apds os 120 minutos de imerséo.

Na caracterizagdo dos cristalinos através do pardmetro atenuacéo, levado a efeito
ao longo das seccdes anteriores, foram efetuadas correcdes nas expressdes de calculo
através da inclusdo dos coeficientes de transmisséo e de reflexdo. Procedeu-se, também,
a correcdo da atenuacdo no método do refletor para compensar a geometria da
configuragao.

De modo a avaliar o efeito destas corre¢des no calculo da atenuacdo para ambas
as abordagens, foram calculados e comparados os valores da atenuacdo com e sem
correcOes. Na abordagem que considerou a face anterior e posterior, para a frequéncia
de 10MHz, obteve-se para um cristalino sem catarata 0 mesmo valor de atenuagao sem
e com as corregdes, 1.12 dB/mm. Por sua vez, para um cristalino com catarata total,
obteve-se 2.13 dB/mm e 2.12 dB/mm sem e com as correcdes, respetivamente. Apesar
da excelente concordancia entre os valores da atenuacdo com e sem correcOes

(ICC=0.985) verificou-se que esses valores sdo estatisticamente diferentes (p<0.001).

O mesmo procedimento foi realizado para o célculo da atenua¢do com recurso a
um refletor plano. Nesta abordagem, foram realizados quatro estudos, nomeadamente,
calculo da atenuacdo do cristalino sem correc@es; calculo da atenuacdo considerando
apenas os coeficientes de transmissdo; calculo da atenuacdo com compensacdo da
atenuacdo devido a geometria da configuracdo e calculo da atenuacdo considerando
ambas as corre¢des. Os valores obtidos para a frequéncia de 10MHz foram de 1.14,
1.13, 1.13 e 1.12 dB/mm para um cristalino sem catarata e de 1.61, 1.60, 1.60 e 1.59
dB/mm para um cristalino com catarata total, respetivamente. A semelhanca da analise
realizada para a primeira abordagem, verificou-se que apesar de apresentarem uma
excelente concordancia (ICC=0.97), também sdo significativamente diferentes
(p<0.001). Por este motivo, as corre¢cdes efetuadas no calculo da atenuacdo devem ser

tomadas em consideracdo, reforcadas pelo facto da dureza da catarata poder ser
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extrapolada a partir da atenuacdo, com vista a selecdo da energia de facoemulsificacéo
otima.

A abordagem utilizada para calcular a atenuacdo através do sinal proveniente de
backscattering, permitiu concluir que apenas a regido proxima da cépsula anterior era
suscetivel de ser caracterizada. Nesta abordagem foi possivel observar um aumento de
0.0006 dB/(mm MHz) para 20 minutos de imersdo até 0.15 dB/(mm MHz) ao fim de
160 minutos de imersdo. O comportamento da atenuacdo ao longo do tempo de imersao,
apresentado na Figura 4.35, ndo é semelhante as duas primeiras abordagens, devendo-se
ao facto de, e ao contrario das duas primeiras abordagens, estar a ser analisada apenas
uma pequena regido do cristalino. Para além disso, o procedimento da analise do sinal
de backscattering também proporciona uma maior Vvariagdo da atenuacdo
comparativamente as duas primeiras abordagens, devendo-se a inexisténcia de
scatterers na formacéo inicial da catarata que proporcionem um sinal backscattering
significativo. Uma solucéo para contornar esta dificuldade consiste na utilizacdo de um
transdutor com uma frequéncia central mais elevada. Este método revela-se assim

pouco eficaz na detecéo das fases iniciais de formacao de catarata.

Por fim, foi estudada a dependéncia da atenuacdo com a frequéncia ao longo do
tempo de imersdo. O célculo da atenuacdo atraves do uso de sinais backscattering,
referido na bibliografia, parte do pressuposto que a atenuacao é linearmente dependente
com a frequéncia (n=1). No entanto, através da analise efetuada, observou-se uma
reducdo dessa dependéncia (valor de n) ao longo do tempo de imersdo, mais
concretamente, para um cristalino sem catarata, obteve-se uma dependéncia quadratica

com a frequéncia, diminuindo com a progressao da catarata.

Nos materiais solidos com uma estrutura de grdo bem definida, a dependéncia
com a frequéncia depende da relagdo entre o comprimento de onda e o didmetro do
grdo. Para um comprimento de onda aproximadamente igual ao diametro do gréo, o
valor de n é igual a dois e corresponde a uma distribui¢ao estocastica dos scatterers. Por
sua vez, quando o diametro de grdo tende a ser maior que o comprimento de onda, o
valor de n desce para um, correspondendo a uma dispersao difusa dos scatterers. Apesar
de ndo ser uma regra definida para os tecidos biol6gicos, pode-se assemelhar a
compactacao proteica a uma estrutura de grdo. Assim, dado que ao longo da evolugéo

da catarata existe um aumento da agregacdo proteica, em varias ordens de grandeza, é
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admissivel que a dependéncia com a frequéncia ndo seja linear ao longo da evolucdo da

catarata.

Na analise das duas primeiras abordagens pode-se concluir que o método que
considera os ecos das capsulas é mais apropriada para o diagndstico e analise global do
cristalino uma vez que os ecos da face anterior e posterior podem ser adquiridos de
forma ndo-invasiva. No que diz respeito ao método com recurso a analise do sinal de
backscattering, este pode ser adequado para a caracterizacdo estadios avancados da
catarata. Além disso, o facto deste método apenas necessitar de um s sinal torna-o
interessante para o célculo da atenuagcdo em tempo real, através da integragdo num

sistema de facoemulsificacao.
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4.6 Distribuicdo de Nakagami

A distribuicdo de Nakagami tem sido utilizada em diversas aplicacdes
nomeadamente na caracterizacdo das ligagdes radio [68]. Mais recentemente, esta
distribuicdo tem sido usada na caracterizacdo de tecidos bioldgicos, fazendo uso dos

sinais backscattering, com vista ao diagnostico de poténcias lesdes [69].

A equacdo que caracteriza o sinal backscattering f(r) através da distribuicdo de

Nakagami é expressa por,

m..2m-1 m_,
£(r) =%e(—ﬁr ) >0 (4.47)

onde 7" representa a funcdo gama, 2, representa o0 parametro de escala e m
simboliza o pardmetro de Nakagami [70, 71]. Estes dois Ultimos sdo 0s pardmetros que
caracterizam a distribuicdo de Nakagami.

O valor de Q é obtido através da média quadréatica do sinal analisado, ou seja,
Q= E(r)? (4.48)

sendo E a média do sinal backscattering analisado. Por sua vez, o parametro m

de Nakagami € calculado através da seguinte expressao,

_ [E(M?P? (4.49)
T E[r2—E@?)]?

O parametro m varia consoante a distribuicdo da amplitude média dos sinais de
backscattering, com valor compreendido entre 0 e 1 nos casos em que a distribuicao é
pre-Rayleigh. Pode ser aproximadamente 1 caso se verifique uma distribuicdo de

Rayleigh e maior que 1 quando a distribuicéo for post-Raleigh [70, 71].
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O sinal amostrado corresponde ao sinal representado na Figura 4.31. A
semelhanca dos métodos referidos anteriormente, a componente DC foi removida
atraves da subtracdo da média do sinal amostrado. Antes de proceder a distribuicdo de
Nakagami foi obtido o envelope de onda do sinal backscattering, sendo este um
requisito necessario a realizacdo da distribuigdo. Assim, obteve-se 0 mddulo do sinal
backscattering, aplicando-se, posteriormente, um filtro passa baixo com o objetivo de
suavizar as transicdes de alta frequéncia. A analise do backscattering do cristalino foi
realizada com recurso & janela com uma largura trés vezes superior a largura de pulso
(0.6us) [53, 72]. O fluxograma do procedimento descrito anteriormente é apresentado

no apéndice B, Figura B.5.

Na Figura 4.38 ¢é apresentado o parametro de escala, Q, em funcdo do tempo de
imersdo. Através deste parametro € possivel observar a variacdo da intensidade média
do sinal de backscattering ao longo do tempo de imersdo. Os resultados mostram que
este parametro ndo possui uma variacao consistente ao longo do tempo de imersao,
revelando que a intensidade do sinal de backscattering, medida com um transdutor de
25MHz, ndo € um bom indicador para caracterizar a evolucdo da catarata. Assim, pode-
se concluir que apesar da rigidez do cristalino aumentar com a progressao da catarata,
verificado através do aumento da atenuagdo, ndo representa necessariamente um

aumento consistente da amplitude do sinal backscattering.
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Figura 4.38 — Par@metro de escala, 2, em funcdo do tempo de imerséo.

78



Caraterizacéo objetiva da catarata com recurso a técnicas por ultrassons

Na Figura 4.39 ¢é apresentado a variacdo média do parametro m de Nakagami ao
longo da evolucdo da catarata, observando-se um aumento de 0.63+0.18 para
0.89+0.15 ao longo dos 180 minutos considerados. Isto evidencia que o envelope de
onda do sinal backscattering tende a variar de uma distribuicdo pre-Rayleigh para uma

distribuicdo Rayleigh ao longo do tempo de imersao.
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Figura 4.39 — Pardmetro m de Nakagami em funcdo do tempo de imerséo.

O processo de formacdo da catarata estd associado ao aumento da rigidez que
contribui para o aumento do coeficiente de atenuacdo tal como verificado anteriormente.
O aumento do coeficiente de atenuacdo é causado pela dispersdo e absorcdo dos
ultrassons ao longo do cristalino, fendmenos que tém por base intera¢des bioquimicas, a
mudanca das propriedades elasticas e outras interacdes que contribuem a perda de
energia sob a forma de calor. No entanto, a catarata poderd ser definida como um
processo de mudanca do arranjo espacial e da concentragdo dos scatterers. Assim,
através do pardmetro m de Nakagami, foi possivel estimar a concentracdo de scatterers
nos cristalinos. O facto do pardmetro de m Nakagami ndo necessitar de um refletor
torna-o interessante para o diagnostico da catarata de forma ndo invasiva. A esta
vantagem acresce o facto de apenas necessitar uma porcao de sinal (trés vezes a largura
de pulso) para caraterizar o cristalino revelando-se interessante no estudo e

caraterizacéo local da catarata.
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4.7 B-scan

Com o intuito de observar o cristalino através do modo brilho (B-scan), foi
realizada a aquisicdo de multiplos sinais de modo A ao longo de um dos eixos do
cristalino. A aquisi¢do iniciou-se antes de obter o eco da capsula anterior e terminou

apos a rececdo do eco da capsula posterior.

O passo entre cada um dos sinais adquiridos foi de 10 micrémetros, permitindo
criar uma matriz do cristalino com 90 colunas por 10000 linhas, onde o numero de
linhas corresponde ao nudmero de pontos amostrados no osciloscépio e o nimero de
colunas aos sinais adquiridos através do modo A ao longo do eixo. Uma vez que o
modo B representa a intensidade do modo A em tons de brilho obteve-se o envelope de
cada sinal atraves do respetivo modulo. Dado o elevado numero de linhas
comparativamente ao numero de colunas, foi necessario fazer um reajustamento da
matriz, através da funcéo resize do Matlab, obtendo-se uma matriz com 500 linhas por
90 colunas.

O passo seguinte consistiu em converter a matriz numa escala 0-255, imagem
gray scale, onde o valor de O correspondia ao preto, e 255 ao branco, tendo sido
posteriormente convertida no formato uint8 *°. Por fim, foi aplicado o filtro Sobel com o
intuito de eliminar o ruido presente na imagem, obtendo-se o resultado apresentado na
Figura 4.40.

Figura 4.40 — B-scan do cristalino com catarata total.

1% Representacdo binaria com 8bits correspondendo aos ntimeros decimais de 0-255.
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Na Figura 4.40 é possivel observar a capsula anterior de um cristalino com
catarata total e o backscattering da regido contigua a capsula. Na seccdo anterior,
verificou-se através do parametro de escala de Nakagami que a amplitude do
backscattering ndo € um bom indicador do estado da catarata. Assim, e uma vez que 0
B-scan depende da amplitude dos sinais, ndo serd de esperar que esta técnica permita
caraterizar o cristalino. No entanto, a combinacdo desta técnica com outras
caracteristicas do cristalino, como a velocidade, a atenuacdo, o parametro m de

Nakagami podera originar uma boa ferramenta para analisar o cristalino.

O B-scan da figura anterior apresenta uma resolugdo muito baixa,
nomeadamente, a resolucdo lateral. Este problema, tendo em conta a configuracdo
experimental utilizada, pode ser resolvido através do varrimento com um passo de 1um
(resolucdo méxima do sistema de varrimento XYZ utilizado) o que aumentaria a
resolucdo por um fator de 10. Na figura anterior, verifica-se também que a amplitude do
sinal tende a diminuir nas regibes laterais. Este fendmeno deve-se ao aumento da
dispersdo do feixe dos ultrassons com a curvatura do cristalino. Portanto, num
procedimento futuro, o B-scan podera ser melhorado através da adaptacdo da
configuragdo experimental a curvatura do cristalino, ou entdo, com a introducdo de uma

funcéo de ganho no procedimento.
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4.8 Sonograma

O sonograma é uma tecnologia muito utilizada na analise e reconhecimento de
voz e pode ser entendido como um espectrograma do som. O espectrograma representa
a evolucdo em frequéncia do espectro do sinal em fun¢do do tempo, com a amplitude
representada numa escala de cores. Apesar de ndo ser uma tecnologia vulgarmente
usada na inspe¢do ultrassonica foi considerada no estudo da caraterizacdo da catarata,
uma vez que, e como demonstrado anteriormente, existe um decaimento da frequéncia
com a evolucédo do estado de catarata. Assim procedeu-se a obtencdo do sonograma do
cristalino, apresentado na Figura 4.41, de modo a obter outra perspetiva da evolucdo em
frequéncia ao longo do cristalino.
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Figura 4.41 — Sonograma do cristalino.

Na figura anterior pode-se observar, com tonalidade vermelha, os ecos da
capsula anterior e posterior. No entanto, ndo foi possivel identificar nitidamente os
sinais associados ao backscattering devido ao ruido presente na imagem. Por
conseguinte, e de forma a melhorar a nitidez da imagem foi aplicado um threshold que
rejeitava todos os valores com amplitude inferior & -30 dB em relacdo ao valor maximo

da imagem.
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Nos resultados apresentados na Figura 4.42 é possivel observar o sonograma de

um cristalino sem e com catarata total ap6s a aplicacao do threshold.
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Figura 4.42 — Sonograma de um cristalino sem catarata (esquerda) e com catarata total (direita).

O método da atenuacdo que analisava o backscattering da regido contigua a
capsula anterior do cristalino demonstrou que existe um decaimento da frequéncia
central ao longo do tempo de imersdo. Atraves da Figura 4.42 € possivel observar que,
para além da regido contigua a capsula do cristalino, existem outras regifes que sdo
passiveis de analise, uma vez que, existe um aumento dos sinais detetados no nucleo e
na regido do cortex posterior. Estes resultados sugerem que num trabalho futuro, estas
regides podem ser utilizadas para analise da atenuacdo através do método da analise dos

sinais de backscattering.
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5 Conclusoes

A caracterizacdo da catarata por ultrassons pode ser realizada atraves de diferentes
abordagens. Neste capitulo sdo apresentadas as principais conclusdes resultantes do
estudo tedrico, da observacdo laboratorial e do processamento de sinal em Matlab de
cada uma delas. Para finalizar, sdo apresentadas algumas sugestdes de trabalhos de

investigacéo futuros.

5.1 Conclusdes gerais

Este projeto teve por objetivo a caracterizacdo da catarata com recurso a técnicas
baseadas em ultrassons. A caraterizagdo foi realizada em cristalinos de suinos por
possuirem um coeficiente de atenuacdo muito similar ao dos humanos, sendo deste
modo um bom modelo animal para testar a técnica e avaliar as diferentes abordagens
com vista a caracterizagao da catarata. A catarata foi entdo induzida por imersdao numa
solucdo constituida por etanol, 2-propanol e formalina num réacio de 3:3:4. Os
cristalinos permaneceram imersos na solucdo durante 180 minutos, possibilitando a

analise dos mesmos ao longo de diferentes estadios de catarata.
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O cristalino e o transdutor, foram imersos na solugdo necesséria para induzir a
catarata a uma temperatura controlada, tendo sido realizadas aquisicGes de dados,
atraves da técnica de pulso-eco, de 20 em 20 minutos até 180 minutos, estado em que o

cristalino se encontrava totalmente opaco.

A caraterizagdo do cristalino foi realizada, numa primeira fase, com recurso a
técnicas baseadas na velocidade de propagacdo e na atenuagdo acUstica. As analises
baseadas na velocidade foram: analise no tempo, analise em frequéncia e a analise com
recurso a um refletor plano. Por sua vez, o célculo da atenuagdo acustica baseou-se na
interferéncia dos sinais de eco, nomeadamente, os ecos das faces anterior e posterior do
cristalino e os ecos obtidos de um refletor plano. Ainda relativamente a atenuacéo, foi

estudado o sinal de backscattering e a dependéncia da atenuacao com a frequéncia.

Procedeu-se ao tratamento estatistico para explorar as diferencas entre as
abordagens utilizadas, bem como a consisténcia dos resultados obtidos, tendo sido
utilizados dois testes ndo-paramétricos, 0 Wilcoxon e o Kruskal-Wallis, que avaliaram a
diferenca estatistica entre os resultados obtidos, e o teste Intraclass Correlation

Coeficient que estudou a consisténcia entre abordagens.

O trabalho experimental realizado neste projeto de mestrado demonstrou que é
possivel caraterizar o cristalino através de um transdutor com uma frequéncia central de
25MHz. Foi possivel verificar que a velocidade de propagacao dos ultrassons aumenta
com o estado de catarata, sendo a variagdo, em 180 minutos de imerséo,
aproximadamente, 4.5%. A andlise estatistica efetuada sobre os valores obtidos também
demonstrou que existe uma diferenca significativa entre todos os grupos de imerséo, ou
seja, ao longo do estado evolutivo da catarata, podendo-se concluir que a velocidade
podera ser utilizada para identificar com precisdo o estado da catarata. Por fim,
relativamente a velocidade propagagdo, conclui-se que, 0s métodos que apenas
necessitam dos sinais das capsulas sdo mais adequados ao diagndstico clinico, enquanto,
0 método que utiliza o refletor é mais propicio na intervencdo cirdrgica, podendo ser

integrado num dispositivo de facoemulsificacéo.

No que respeita a caraterizacdo do cristalino baseado na atenuacao, verificou-se
que existe um aumento da atenuagdo com a progressao da catarata. As duas abordagens
usadas para analisar os cristalinos através interferéncia dos sinais de eco apresentaram
uma boa concordancia. A representacdo grafica dos valores obtidos e a analise

estatistica mostraram que o valor da atenuacdo tendia a estabilizar ao fim de 120
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minutos de imersao dos cristalinos. Para além do comportamento da atenuacdo, também
foi estudado a influéncia da incluséo dos coeficientes de transmissdo e de reflexdo no
calculo da atenuacdo, verificando-se que poderdo assumir um papel significativamente

importante para a determinagdo da energia 6tima de facoemulsificacao.

O célculo da atenuacdo através da andlise de sinais backscattering também
apresentou bons resultados observando-se uma evolugdo ao longo da progressao da
catarata. Este método partiu do pressuposto que a sua dependéncia com a frequéncia era
linear ao longo da evolugdo da catarata. No entanto, como foi demonstrado neste
trabalho, a dependéncia da atenuacdo com a frequéncia varia com aumento da
agregacao proteica ao longo da evolucdo da catarata, originando uma atenuagdo com

uma dependéncia néo linear com a frequéncia.

Procedeu-se, ainda, a caracterizacdo dos cristalinos através da distribuicdo de
Nakagami. Nesta caraterizacdo observou-se a evolugdo do pardmetro-m ao longo do
tempo de imerséo, indicando que a distribuicdo dos scatterers varia de uma distribuicdo
pre-Rayleigh para uma distribuicdo Rayleigh ao longo do tempo de imersdo. Ainda
através desta distribuicdo verificou-se que ndo € possivel caraterizar o cristalino com
base na amplitude do sinal backscattering, uma vez que ndo existe uma evolucdo

consistente ao longo do tempo de imerséo.

Para além do trabalho descrito anteriormente, procedeu-se também, a andlise
através do modo Brilho e a obtencdo do sonograma do cristalino. Através do B-scan
verificou-se que a amplitude do sinal de backscattering ndo permite caraterizar o estado
da catarata. No entanto, a combinacdo desta técnica com outras caracteristicas do
cristalino podera originar uma boa ferramenta para identificar a localizacdo das regides
mais rigidas. Por sua vez, o sonograma do cristalino permitiu a analise em frequéncia de
todo o sinal ao longo do tempo de imersdo, verificando-se que, para além da regido
contigua a capsula anterior do cristalino, existem outras regiGes passiveis de serem
analisadas atraves do sinal de backscattering, permitindo, perceber a evolucdo e

disposicao da catarata ao longo do cristalino.

A identificacdo da regido mais rigida ou que necessita maior energia de
facoemulsificagdo podera trazer vantagens futuras no processo clinico de tratamento da
catarata uma vez que, pode ser feita a intervencdo em pontos especificos e ter diferentes
formas de intervencdo, quer no processo inicial de formacdo da catarata quer em

situacOes avancadas com rigidez ndo uniforme.
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5.2 Trabalhos futuros

Este estudo demonstrou que é efetivamente possivel caraterizar a catarata por
ultrassons. Contudo identificou-se, ao longo do desenvolvimento do projeto, alguns
trabalhos de investigacdo que, em caso de concretizagdo, poderdo trazer contributo

cientifico na caraterizagéo do cristalino por ultrassons.

Os resultados experimentais neste projeto de mestrado correspondem aos sinais
adquiridos no eixo vertical do cristalino. Seria interessante, num trabalho futuro, tendo
em atencdo a dispersdo do feixe, explorar as regides corticais do cristalino. Assim, e
fazendo-o para todo o cristalino, obter-se-4& uma matriz do cristalino correspondente as
velocidades de propagacao e as atenuagdes. A combinagdo destas caracteristicas com o
B-scan possibilitara uma boa ferramenta para identificar as regides mais rigidas do

cristalino.

Verificou-se que 0s métodos que abordavam a atenuacao através interferéncia dos
sinais de eco apresentavam uma certa discrepancia de valores para tempos de imersao
maiores. Esta discrepancia pode, no futuro, ser eliminada, ao encontrar-se uma

frequéncia 6tima para analise do cristalino.

Ainda relativamente ao backscattering, e dado a possibilidade do valor da
atenuacdo nédo variar linearmente com a frequéncia, seria pertinente desenvolver uma
nova abordagem para o calculo da atenuacdo através da analise de sinais backscattering

que tivesse em conta esta variacdo da dependéncia.
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Abstract— Cataract affects more than 20 million people
worldwide and is the leading cause of vision loss. Currently, the
phacoemulsification is the most used procedure to extract
cataract and recover visual acuity. Optimal phacoemulsification
energy is demanded for safety cataract removal. It is well
established that the energy value is determined by the cataract
hardness. In this study twenty porcine eyes were used as
experimental samples. Cataract was induced by an ethanol:2-
propanol:formalin solution. A 25 MHz focused transducer has
been used to estimate the ultrasound velocity and attenuation.
Statistical analysis was performed to compare the different used
methodologies and to correlate the different ultrasound
parameters with different stages of cataract formation (lens
hardness).

Keywords-ultrasounds; lens hardness; statistical analysis.
Introduction

A cataract is a clouding or opacity of the normally
transparent crystalline lens of the eye. It affects more than 20
million people worldwide and it is the leading cause of vision
loss. Generally, cataracts are a natural result of aging, but some
eye injuries, medications and diseases like alcoholism and
diabetes can also cause cataracts [1]. Currently, the
phacoemulsification is the gold standard procedure to extract
cataract and recover visual acuity. However, the use of an
inadequate phacoemulsification energy can disrupt the
posterior lens capsule, and among other complications, cause a
significant loss of the corneal endothelial cells [2,3]. Thus,
optimal phacoemulsification energy is demanded for safety
cataract removal. It is well established that the energy value is
determined by the cataract hardness. The current method used
to classify the hardness degree is the LOCSIII, which consists
in comparing the picture observed by slit lamp biomiscrospy
(for nuclear cataract) or examined using retroillumination
images (for cortical and posterior subcapsular cataract) with a
set of standard photographs [4]. These manual grading systems
have a high inter and intra-observers variability [5-7].

Non-invasive ultrasound techniques have increasingly been
used as an alternative approach to assess the cataract hardness
and provide information about its severity and type, due
essentially to their non-invasive and non-ionizing nature [8].
Studies indicate the wvelocity and attenuation of ultrasound
waves are correlated with the lens hardness degree. In this
work several approaches for lens hardness estimation are
presented based on ultrasound velocity and attenuation.

Miguel Caixinha, Mario Santos, Jaime Santos

Department of Electrical and Computers Eng.
University of Coimbra, Portugal
jaime@deec.uc.pt

Methods and Materials

a. Ultrasound velocity

The ultrasound velocity (V) calculation is essentially based on
two approaches. Measuring the time of flight (A4t) considering

for that the anterior and posterior capsule echoes,

_2d
V—At (1)

where d is the lens thickness, or using the amplitude spectrum
technique considering the front face and the first back face
echo by,

V = 2dAf (2)
where Af is the frequency variation between two maxima
(minima) of the spectrum. In both equations the lens thickness
d is measured by a caliper. Since the lens is a tissue some
thickness inaccuracy is expected, which also affects the
velocity results. An alternative method that does not require
the previous knowledge of the lens thickness, can be used [8],

V=c{t5_tc +1] 3)

b a

where C is the ultrasound velocity in the solution, t. and ts are
the propagation times for the path between the transducer and
a reflector with and without the lens inserted, respectively, and
t; and t, are the propagation times for the pulses travelling
from the transducer to the front and back faces of the lens,
respectively. Though independent of the lens thickness, this
approach requires two additional acquisitions that are not
practicable in-vivo.

b. Attenuation

The frequency dependent attenuation can be estimated
based on three methodologies. Thus, using the front and back
capsule echoes as shown in Fig. 1a the frequency dependent
attenuation is expressed as

a(f)ZEIOQm M&1—121—21 : )
2d AZ(f) RZl
where Ai(f) and A,(f) are the amplitude spectra of the lens
echoes, Ty, and T,y are the transmission coefficients, and R
and R,; are the reflection coefficients observed in the lens
boundaries (see Fig. 1a). A second methodology makes use of
a planar reflector as illustrated in Fig. 1b.
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LAl 21

(@) (b)
Figure 1. Experimental setup for the attenuation calculation: (a) for (4), (b) for

(5).
The frequency dependent attenuation coefficient is given by

20 f
a(f)=2d IOglO(:Ef; (T12T21)2j_as’ ®)
where Ag(f) and A4(f) are the amplitude spectra from the
echoes received from the reflector in the solution and the
reflector with crystalline lens inserted, respectively, and o is
the attenuation in the solution path corresponding the lens
thickness. The transmission and reflection coefficients as well
as the s factor are important attenuation correction
parameters that in general are neglected in most evaluations
[8]. A third methodology consists of analyzing the frequency
downshift from the backscattering signal [10]. The expression

for the attenuation coefficient (f) is given by,
_ Af (z)2 6)

Azdo

where Af (z )/ Az is the slope estimated from a straight line fit
to plot of the center frequency of backscattered echo at a
certain depth z in tissue, and o is the Gaussian bandwidth of
the emission pulse.

c. Lenssamples

Twenty porcine eyes were used as experimental samples.
Cataract was induced by an ethanol:2-propanol:formalin
solution at the ratio 3:3:4 [11]. The lens average diameter

measured by a caliper was 8.3 £ 0.37 mm.
d. Experimental procedure

A 25 MHz transducer with a 3.5cm focus and 5mm active
diameter was used. The lenses have been placed on a perspex
holder having a circular hole suited to the lens (see Fig. 1).
Both the transducer and the lens were immersed in a
temperature controlled solution. The measurements were taken
every 20 min ranging from 0 to 180 minutes (total cataract). A
Pulser/Receiver with a 35 MHz bandwidth (PR5800, Olympus
NDT Inc., Waltham, MA, USA) was used in a pulse echo
configuration. The received signals were displayed by a digital
oscilloscope (Tektronix TDS 3032) and transferred to the
computer for processing.

e. Statistical Analysis

To compare the different methods used to compute the
ultrasound velocity and the frequency dependent attenuation in
lenses with and without induced cataract (i.e. with different
lens hardness), several statistical analyses were performed
(SPSS version 17.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA) [12]. To
test the statistically significant differences on the two
acoustical parameters, the non-parametric Kruskal-Wallis and
Wilcoxon tests were used [13]. To analyze the agreement
between the different methods for velocity and attenuation
assessment, the Intraclass Correlation Coefficient (ICC) was
used [14].

Results

Considering the time of flight approach, the ultrasound
velocity ranged from 1617436 m/s in normal lenses and
1694+31 m/s in cataractous lenses (i.e., after an immersion of
180 minutes). Considering the amplitude spectrum technique,
the ultrasound velocity ranged from 1619+39 m/s in normal
lenses to 1692+38m/s in cataractous lenses. As expected the
values are very similar because the methods are based in the
same background theory. Considering the alternative method
based on a reflector, the velocity of the ultrasound ranged
from 1597+37 m/s in normal lenses to 1670+32 m/s in
cataractous lenses. The time of flight and the amplitude
spectrum approaches showed an excellent agreement
(1CC=0.946, p<0.001), justifying the obtained similar values,
while the alternative method, although in agreement with the
first two methods (ICC=0.824, p<0.001 and ICC=0.745,
p<0.001, respectively), provides lower values for the
ultrasound velocity in lenses. For the three methods a
statistically significant increase in the ultrasound velocity with
the immersion time (i.e. lens hardness) was found (p<0.001).
Fig. 2 illustrates the ultrasonic velocity behavior for the
amplitude spectrum technique and the alternative method that
makes use of a planar reflector.
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Figure 2. Ultrasound velocity for the lens characterized by the methods
mentioned in the graph for immersion times ranging from 0 to 180 minutes.
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Figure 3. Signal spectra obtained using setup shown in fig. 1a.

Considering the evaluation of ultrasound frequency dependent
attenuation based on the front and back capsule echoes and
expressed by (4) (neglecting the coefficients of transmission
and reflection), it was observed that the center frequency of
the posterior capsule echo decreased 28% for the largest
immersion time. Fig. 3 shows the evolution of the signal
spectra for the different immersion times considered.

The second used methodology based on a planar reflector and
expressed by (5), where the transmission effect and the
attenuation in the solution path occupied by the lens were
previously neglected, provided a decreasing of 17% in the
center frequency for the larger immersion time (see Fig. 4) .
For both methods the frequency dependent attenuation
increases with the immersion time (p<0.001), i.e., with the
increase of the lens hardness. That behavior is illustrated in
Fig. 5 where the attenuation is represented versus the
considered immersion times for all lens. Thus, for lens without
cataract the attenuation was 0.117+0.02 dB/mmMHz and
0.111+0.01 dB/mmMHz, and for cataratous lenses the
attenuation was 0.212+0.03 dB/mmMHz and 0.18+0.02
dB/mmMHz, respectively for the first and second used
attenuation methodologies. The two methods showed similar
attenuation calculation performances for normal and
cataractous lenses (ICC=0.717 p<0.001), over the times range.
Notice that the attenuation assumes an almost constant value
after an immersion time of 120 minutes, for both approaches.
The effect in the amplitude spectrum correction to account for
loss of energy due to reflections/transmissions at the lens-
solution boundaries, and the effect of the geometry of the
setup considering the attenuation in the solution path occupied
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Frequency (MHz)
Figure 4. Signal spectra obtained using setup shown in fig. 1b.
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Figure 5. Frequency dependent attenuation for the used methodologies.

by the lens (see (4) and (5)), were also analyzed, leading to
results showing small deviations in attenuation when
compared to the simplified calculation. Thus, for the
considered times those corrections produced lower attenuation
values of 1.5% and 1% in average. From these results, it can
be affirmed that the errors neglecting the corrections are
meaningless.

The spectral-shift measurement approach was also used for
calculating the attenuation coefficient. As the higher frequency
signal components suffer increased attenuation the center
frequency of the spectrum from the backscattering signal is
shifted to a lower frequency with depth.

To compute the attenuation coefficient from the backscattered
echoes, a tissue region was first selected with 3 mm in depth
from the front lens, corresponding to the higher intensity
region of backscattering. The segments of the backscattered
signals were processed by using a Hanning window, which
size was set to the length of incident pulse, with a 50%
window overlap. Then, each segment was processed by
Fourier transform to extract its spectrum, followed by a
filtering using a Gaussian bandpass filter, which cutoff
frequencies were set at 5 MHz and 25 MHz. The results for
the center frequency against depth for the considered
backscattering regions and for all lens immersed 180 minutes
in the ethanol:2-propanol:formalin solution, are illustrated in
Fig. 6. Also, the slope of the center frequency downshift
versus depth for immersion times ranging from 20 to 180
minutes is shown in Fig. 7, which are used for the attenuation
coefficient calculation, according to (6).
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30 1 —— B = 0.1515 dB/mmMHz

25
20 4
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Frequency (MHz)
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Figure 6. Center frequency downshift versus depth for all tested lens.
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Figure 7. Slope of the center frequency downshift versus depth for all lens and
times ranging from 20 to 180 minutes.

The attenuation coefficient versus the considered time range
using the backscattering signals of all lenses and calculated for
a sample length of 3 mm is depicted in Fig. 8. The attenuation
coefficient varies from 0.0006 dB/mmMHz to 0.19
dB/mmMHz, for immersion times of 20 and 180 minutes,
respectively. Note that the attenuation for the lenses without
cataract is not mentioned in the graph due to the very low
amplitude of the backscattering signals as expected.

Discussion and conclusions

The results of this study confirm that the velocity and the
attenuation of the ultrasounds increases with the increase of
the lens hardness (p<0.001).
In our study the calculated velocities are in agreement with the
values published by other authors, where velocities of 1639
m/s and 1735 m/s were found in normal and cataractous
porcine lenses, respectively. The first two methodologies are
conceptually identical, in the sense that the only difference
between them is the processing domain, that is, one uses the
time domain, while the other uses the frequency domain
approach. The alternative method, although in agreement with
the first two ones, provides lower velocities for lenses because
it uses a different approach, i.e., a reference signal from a plan
reflector. As an advantage, it does not require the previous
thickness knowledge. However, it cannot be used in vivo
measurements. Three methodologies have been used for
attenuation. The first two showed a good agreement for the
attenuation assessment in normal and cataractous lenses.
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Figure 8. Attenuation coefficient versus immersion times.
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Also, corrections to account for loss of energy due to
reflections/transmissions at the lens-solution boundaries, and
the effect of the geometry of the setup were also carried out
for the two approaches. Those corrections produced lower
attenuation values of 1.5% and 1% in average that can be
relevant for the proposed goal since the selection of the best
phacoemulsification energy will be based on the lens hardness,
which in turn is correlated with the attenuation. The center
frequency downshift measurement approach was also used,
providing the attenuation coefficient calculation along the
transducer beam in the lens. The regional attenuation
coefficients in lenses (near the transducer) have been
characterized by selecting a small size of sample volume along
the propagation depth.
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Apéndice B - Fluxogramas

Neste apéndice sdo apresentados os fluxogramas de alguns algoritmos aplicados
no ambito da caraterizacdo objetiva da catarata por ultrassons. O fluxograma
apresentado na Figura B.1 descreve o célculo da velocidade de propagacdo dos
ultrassons considerando a diferenca em frequéncia do eco face anterior e posterior do
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Figura B.1 — Fluxograma do procedimento efetuado para calcular a velocidade de propagacdo

considerando a diferenca em frequéncia.
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O fluxograma que se segue, Figura B.2, apresenta o procedimento usado para

obter a atenuacgdo considerando o eco da face a anterior e 0 eco da face posterior.
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Figura B.2 — Fluxograma do procedimento efetuado para calcular atenuagdo através da face
anterior e posterior do cristalino
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O célculo da atenuacdo com recurso a um refletor plano é apresentado no

fluxograma da Figura B.3.
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Figura B.3 — Fluxograma do procedimento efetuado para calcular a atenuagdo com recurso a um
refletor plano.
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No fluxograma da Figura B.4, é apresentado o célculo da atenuagédo

considerando o sinal de backscattering.
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Figura B.4 — Fluxograma do procedimento efetuado para calcular a atenuacdo através do sinal
proveniente de backscattering.
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Por fim, no fluxograma apresentado na Figura B.5, estd esquematizado o
procedimento utilizado para calcular a distribuicdo de Nakagami do sinal proveniente de

backscattering.
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Figura B.5 — Fluxograma do procedimento efetuado para calcular os pardmetros da distribuicdo
de Nakagami.
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Apéndice C - Tabelas

Neste apéndice sdo apresentadas as tabelas referentes ao teste estatistico
Wilcoxon entre os varios tempos de imersdo. Na Tabela C.1 sdo apresentados 0s
resultados considerando a velocidade de propagacdo e na Tabela C.2, os resultados
tendo em conta a atenuagdo acustica.

Tabela C.1 - Valores de significancia (p-values) obtidos através do teste de Wilcoxon entre os
varios tempos de imersdo considerando a velocidade de propagacao.

Tempos de imersdo

100- 120- 140- 160-
Abordagem | 0-20 20-40 | 40-60 60-80 80-100
120 140 160 180
Analise no
<0.001 | 0.001 0.001 <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.001 <0.001 | 0.013
tempo
Analise em
_ <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.011 <0.001 | 0.005 0.001 <0.001 | 0.010
frequéncia
Uso de um
, <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.001 <0.001 | <0.001 | 0.001 0.009 <0.001
refletor

Tabela C.2 — Valores de significAncia (p-values) obtidos através do teste de Wilcoxon entre 0s

diferentes tempos de imersdo considerando a atenuagao.

Tempos de imersao

Abordagem | .20 20-40 40-60 60-80 80-100 | 100- 120- 140- 160-
120 140 160 180

Cépsulas <0.001 | 0.001 0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.001 | 0.051 | 0.131 0.132

Refletor <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.011 | <0.001 | 0.005 | 0.071 | 0.127 0.183
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