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Resumen: Los métodos de caracterizacion ultrasénica son cada vez mas utilizados en diferentes ambitos de la
investigacion (aplicaciones biomédicas e industriales), debido a su significante relacién costo-beneficio, ademas de
sus ventajas en la caracterizacién acustica no invasiva - no destructiva de fluidos, materiales y tejidos biolégicos. La
caracterizacion ultrasdnica esté basada en la estimacion de pardmetros aclsticos a partir de técnicas de procesamiento
de sefales ultrasonicas de retrodispersion, las cuales permiten la medicion de indices acusticos convencionales (tales
como la velocidad del sonido SoSy la atenuacion acustica dependiente de la frecuencia (B)), con el propésito de construir
imagenes paramétricas como herramientas potenciales en el anélisis de la microestructura de tejidos en aplicaciones
biomédicas. Este estudio evidencia las ventajas de la implementacion de un sistema ultrasénico de caracterizacién
cuantitativa, como método de soporte a las técnicas de procesado de tejido bioldgico.

Palabras clave: AcUstica, atenuacion, tejido bioldgico, velocidad del sonido, ultrasonido.

Abstract: The ultrasonic characterization methods are often used in different research fields (Biomedical and Industrial
Applications) due to its significant low cost - high performance ratio, besides its advantages in the non-invasive and
non-destructive acoustic assessment of fluids, materials and biological tissues. The ultrasonic characterization is based
on the estimation of acoustic parameters from ultrasound backscattering signals procesing techniques, which allow
conventional ultrasonic index measurements (as speed of sound (SoS) and the frequency dependent acoustic attenuation
(B)) aiming to the construction of parametric images as a potential tools in the analysis of the microstructure of biological
tissues in biomedical applications. This study evidence the advantages of the implementation of an ultrasonic system for
the quantitative characterization as a method to support processing techniques of biological tissues.

Keywords: Acoustic, atenuation, biological tissues, speed of soun, ultrasound.

1. Introduccién

Las técnicas y métodos actuales para la evaluacion de
tejidosestanfundamentadasen métodosrudimentarios,
convencionalmente los métodos mas utilizados para
establecer la normalidad de tejido bioldgico animal, e
inferir posibles estados patoldgicos, son basados en
procesos de inspeccion visual (verificacion de tamaiio,
color, caracteristicas de la microestructura entre otras)
[1] [2], realizados subjetivamente por un experto
(médico veterinario). Otros procedimientos manuales

y dispendiosos son las técnicas histoldgicas empleadas
en el procesado de tejido bioldgico, en las cuales se
tiene por desventaja el uso de reactivos quimicos
(hematoxilina-eosina) y procedimientos invasivos tales
como la deshidratacion del tejido, tincion, agregacién
de parafina y elaboraciéon de cortes por microtomo
[3]-[6]. De este modo, las técnicas de procesado de
tejido biolégico son usualmente las mas empleadas
en andlisis de inmunohistologia, a pesar del uso de
agentes quimicos (los cuales repercuten en impactos
negativos al medio ambiente) y de ser susceptibles al
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error sistematico, por la variabilidad intra-observador
e inter-observador, que en algunos casos ocasiona
errores diagnosticos.

Diversos estudios han demostrado el uso de ultrasonido
como herramienta potencial en la caracterizacién
no invasiva y no destructiva de tejidos biologicos
[7] [8], ademas en tejidos blandos esta técnica no
causa ionizacién (alteraciones quimicas y fisicas a
nivel estructural) [9], siendo esta la herramienta con
la cual se pueden extraer parametros fisicos que se
correlacionan con pardmetros micro estructurales y
anormalidad en los tejidos mediante las técnicas de
retro dispersidn ultrasonica [10].

En el dmbito regional de ciencia y tecnologia, del
departamento del Cauca, no existen evidencias en
relacién al desarrollo de herramientas tecnoldgicas que
faciliten, mediante métodos alternativos, el procesado
de tejidos bioldgicos. Considerando la carencia de
indicadores de desarrollo tecnolégico en la linea
estratégica de investigacion y desarrollo en el marco
del Plan Conciencia Cauca. El presente trabajo describe
la implementacién de una herramienta que soporta el
estudio de normalidad en tejido blando, utilizando
métodos de caracterizacién por ultrasonidos y la
implementacion de procedimientos computacionales
para el procesamiento de sefales ultrasénicas de
retrodispersion, y la consecuente construcciéon de
imagenes aculsticas paramétricas de atenuacién y
velocidad del sonido de muestras bioldgicas de
estudio.

En lineas generales, el presente estudio explora
mediante el conocimiento cientifico la implementacion
y extrapolacion de métodos y tecnologias de bajo
costo y alto beneficio, que pretenden direccionar los
procesos de innovacidn regional en aplicaciones de
bioingenieria.

2. Marco conceptual

La utilizacion de ultrasonidos como herramientas
en la caracterizacién no invasiva — no destructiva
(baja potencia) ha impulsado diferentes areas de la
investigacion por su eficacia en el andlisis de tejidos,
estructuras heterogéneas, liquidos y materiales.
Considerando su principio basico de funcionamiento,
éstas ondas mecanicas de alta frecuencia (ultrasonidos)
pueden propagarse mediante compresiones 'y

rarefacciones, transfiriendo energia a sus particulas
vecinas, reconociendo dos modos principales de
propagacion longitudinal y transversal, los cuales
se caracterizan segun la vibracién de las particulas
del medio de propagacion, si es de forma paralela
o perpendicular a la direccién de propagacién de la
fuente de emision [11]. Las propiedades principales de
estas ondas en materiales isotropicos son la velocidad,
frecuencia y la longitud de onda. Esta relacién se
evidencia en la siguiente expresién Ec. 1.

Donde A es la longitud de onda, V es la velocidad de
propagaciény f es la frecuencia de la onda.

Durante los procesos de interaccién onda — material, en
regimenes de propagacion estrictamente geométricos
(A<< tamaho microestructura de inspeccion), las
discontinuidades pequeias generan modulaciones en
amplitud y frecuencia, las cuales consecuentemente se
ven reflejadas en las sefiales capturadas por la fuente
de recepcion. En este sentido, variaciones sobre el haz
de propagacién pueden ser utilizados para estimar
indices de caracterizacion acustica oriundos en tejidos
bioldgicos.

A continuacidon se mencionan algunos pardmetros
utiles en la caracterizacion ultrasdnica cuantitativa.

2.1. Atenuacion ultrasénica

La atenuacion es la combinacion de dos efectos
fisicos, la dispersién o reflejo del sonido en direcciones
distintas a la de propagacién y absorcién o conversion
de la energia del sonido a otras energias. De otro
modo, la atenuacién ultrasénica también puede ser
definida como uno de los parametros fisicos asociados
con la perdida de energia durante el tiempo de vuelo
de la onda en el medio de propagacion. Asi, el registro
de sefales ultrasénicas de retrodispersion S(fz) en el
dominio de la frecuencia, después de la interaccion
onda — material, puede ser descrito mediante la
siguiente expresion [12]- [14].

S(f2)=P()D(2)A(t2)B(f2) )

Donde D(fz) es la funcion de difraccion, A(fz) es la
funcién de atenuacién, P(f) es el pulso de excitacién
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y B(f) estd asociado a los efectos de dispersion
para medios de propagacién con caracteristicas
heterogéneas.

La funcién de atenuacion utilizada para estimar las
pérdidas de energia acustica en medios biol6gicos es
descrita segun la Ec 3:

Alfz)=P(fle 3)

En donde x es la distancia dentro del tejido, y o es el
coeficiente de atenuacion, el cual puede ser descrito
como S, donde n representa la dependencia del
coeficiente de atenuacién en relacion a la frecuencia,
usualmente considerado uno para tejidos blandos y
B es el coeficiente de atenuacion dependientee de la
frecuencia (dB/cm MHz).

Despejando la Ec. 3 con el propdsito de obtener 3, se
obtiene el modelo matematico de la Ec. 4.

log [@] = log[e #/™]

P(7)
tog [ = 7 0
og gy 5=

El coeficiente de atenuacion B se puede extraer
mediante el método de sustraccion espectral [16], este
método describe la sustraccidon entre el espectro de
potencia del tejido y un espectro de potencia obtenido
desde una reflexion especular.

2.2. Velocidad del sonido

La velocidad del sonido en medios de dispersion
acustica (50S) depende de la relacién entre impedancia
acustica y densidad del medio de estudio, su célculo es
importante en la caracterizacion de tejidos puesto que
brinda informacién sobre caracteristicas de elasticidad
del medio, compresibilidad, concentracién de
particulas, entre otras, posibilitando la comprensién de
guelas ondas acusticas se propagan en medios elasticos
con mayor rapidez. Su estimacion generalmente es
realizada a partir de la medicion del tiempo de vuelo de
la sefal (Time of Fligth-ToF). La Ecuacién 5 representa
la expresion para estimar la velocidad del sonido en

configuracion pulso-eco, midiendo el tiempo elapsado
en el cual la onda atraviesa el medio de propagacién:

2d
=2 5
SoS = (5)

En una onda acustica la distancia de propagacion en
un medio esta relacionada directamente con la energia
que absorbe y la rapidez en el medio.

3. Materiales y métodos
La Figura 1 presenta el sistema de caracterizacion

ultrasénica implementado para la caracterizacion de
muestras de tejido bioldgico blando animal.

TANQUETA ACUSTICA
TRANSDUCTORES (2,25MHz)

SISTEMA DE POSICIONAMIENTO

Figura 1. Sistema de emision de sefales,

posicionamiento cartesiano, tanque acustico.

El sistema implementado estda compuesto por: a) el
sistema de posicionamiento del transductor acustico
(robot cartesiano) y b) sistema de emisidn, adquisicion
y procesamiento de sefiales.

3.1. Sistema de posicionamiento

Este sistema estd compuesto por dos motores paso a
paso de referencia c30026011, los cuales posicionan
el transductor en los planos (xy), acompafados por
un sistema de rieles y dos pulsadores que facilitan su
movimiento para el cambio de direccion. El sistema de
control fue implementado con un microcontrolador
Arduino UNOQ, ubicado en la parte superior de una
tanqueta acustica utilizada como contenedor de agua,
para facilitar la transferencia de energia al medio de
inspeccion v por el método de inmersién (Figura 2).
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Figura 2. Sistema de posicionamiento milimétrico
de vista superior. 1) Motores paso a paso. 2) Riveles.
3) Pulsadores de posicionamiento 4) Ubicacion del
transductor.

3.2. Emision, adquisicion y procesamiento de
senales.

La emision de las ondas ultrasonicas es dada por
medio de un generador de pulsos OLYMPUS 5072
PR, en configuracion emision/recepcidén, con una
frecuencia de repeticion de pulsos de 100KHz y con
una energia maxima del 50%. Las ondas son emitidas
por un transductor ultrasénico de 2,25 MHz con ancho
de banda de TMhz @ a -3dB. La captura de las sefiales
ultrasénicas de retrodispersién fue llevada a cabo
mediante un osciloscopio GW INSTEK G. Por ultimo,
los procedimientos computacionales para las lecturas
y procesado de sefiales ultrasénicas fue realizado en
MATLAB versién R2014A, con modelos matematicos
descritos anteriormente.

3.3. Muestras de Estudio

Las muestras de estudio utilizadas fueron de tejido
musculo esquelético de bovino, obtenido de forma
comercial. La Region anatomica corresponde a la
parte dorsal de bovino llamada longuisimos dorssi,
los voliumenes de todas las muestras inspeccionadas
fueron de aproximadamente 50 mly promedio peso
de 1.85gr. La densidad promedio de tejidos estudiados
se mantuvo en 0.037 g/ml (Figura 3).

Figura 3. Muestra de tejido muscular inspeccionado

4. Procedimiento experimental

Los procedimientos experimentales de caracterizacion
fueron inicialmente llevados a cabo a partir de la
configuracion del equipo generador de pulsos de
ultrasonido y la consecuente configuracion del sistema
de adquisicién con una tasa de muestreo de 25 M/S. El
posicionamiento del transductor dentro de la tanqueta
acustica, teniendo en cuenta el campo distante, fue de
aproximadamente 13cm. Esta distancia es también
conocida como distancia de focalizacién. El medio
de acoplamiento para garantizar la distancia de
focalizacién fue agua potable, considerando que sus
pardmetros acusticos son conocidos de forma a priori
y no producen cambios significativos de atenuacion.
Adicionalmente, la captura de sefiales de referencia en
un reflector especular es realizada con el propdsito de
obtener ecos de referencia que permitan una relacién
con la inspeccién del tejido o material biolégico de
estudio (ver Figura 4).

= 00

Osciloscopio

Sistema de
Posicionamiento

@ sistema de reflexion

Figura 4. Posicionamiento del transductor, con medio
de refraccion.
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CH1CH2
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Osciloscopio

@ Procesamiento de la Sefial

Sistema de
Posicionamiento

Generador de pulsos

sistema de reflexion @

Muestra de tejido

binado @

Figura 5. Posicionamiento del transductor con muestra
de tejido blando.

Posterior al almacenamiento de sefales de referencia,
esllevada a cabo la adquisicion de las sefiales del tejido
de estudio, utilizando un método de inmersién. Asi, es
realizado unbarrido controlado sobre un dreade 10cm?2,
ubicando la muestra en una capsula herméticamente
sellada, procurando ninguin contacto con el medio de
transferencia de energia (agua). Posterior a ello, las
seflales ultrasonicas fueron almacenadas en formato
.CVS para su posterior procesamiento en MATLAB, con
base en algoritmos computacionales de estimacién
del tiempo de vuelo (Tof) de la onda en el tejido y
las pérdidas de energia acustica mediante técnicas de
analisis espectral. A seguir se describe el algoritmo
implementado para la estimacion de SoS y atenuacién
en cada uno de los puntos tomados en la muestra.

Estimar ToF en

/ Rol
Calcular 505
usando
24/
ToF

Estimar
-

CALCULO DE
VELOCIDAD DEL

SONIDO Y
ATENUACION

Serial Rf

maximos
picos en
sofial RF

despues de

escanear An
lineas en el
medio de

propagacion

Generacion de
Matriz de
Cada An lineas Velocidades

cormresponde a la
propagacion en la Matriz de

muestra de tejido velocidades (SOS)

”

Algoritmo 1. Algoritmo hibrido para calculo de
velocidad del sonido SoS y atenuacion p.

La sefal acUstica de retrodispersion que fue colectada
en el tejido blando es ilustrada en la Figura 6 con su
respectiva rol. De acuerdo con el area establecida
fueron colectadas 454 sefales RF en diferentes areas
del tejido. Estos permitieron los calculos del coeficiente
de atenuacion (B) y la velocidad del sonido (SoS).

Sefial Ulirasonica de Propagacion en Gra:

T Zona de Intefaccian con of Medi
E De Reflexion Acustica

Amplitud

o5 Zona de Interaccion con el Tejido "Rol"

| L | | |
T g T 7 g

g
Tiempo [s1 10"

Sefial Ulirasonica de Propagacion en Tejido Blanc
T T T T T
4L Zona de Interaccion con el Tejido "Rol N Zona de Interaccion con el Medit

al Na De Reflexion Actistica >

Amplitud

4 | 1 |

3 E
Tiempo Is] «17*

Figura 6. Sefal ultrasonica de propagacion en tejido
blando.

5. Resultados

Los resultados obtenidos, tras inspeccionar la muestra
de la Figura 3, son pardmetros que apoyan los
procesos de evaluacion de tejidos blandos en el marco
del plan de desarrollo departamental. Por medio de la
obtencion de estos parametros fue posible evidenciar
la presencia de zonas de mayor densidad en el tejido
musculo esquelético inspeccionado (Tabla 1).

Tabla. 1. Variables estadisticas de SoS'y B.

SoS B
X 1378 m/s 0.525
Varianza 1517 m/s 2.5x107
Desviacion Standart | 26.13 m/s 0.0247

Figura. 7. Imagen Ultrasonografica de la muestra de
estudio.
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La Figura 7 presenta la imagen ultrasonografica que
corresponde al tejido, obtenida con el ecégrafo Aquil
Pro De Esaote Pie Medical con un transductor micro
Convex de rango 5MHz. En la Figura 6 se puede
apreciar visualmente la demarcacion del tejido y las zonas
maés claras que indican presencia de tejido conectivo o
grasa intramuscular. En este contexto, por medio de las
diferentes pruebas realizadas se pudieron determinar
valores de velocidad promedios para tejido blando en este
caso carne de Bovino con un rango de oscilacion entre
1258 m/s a 1522 m/s (Std. £ 44.5 m/s) para musculo como
se ensefia en la tabla, resultados obtenidos mediante el
histograma de la Figura 7. Los coeficientes § normalizados
para tejido muscular fueron estimados entre 0,0026 dB/
¢m MHz a 0,8418 dB/cm MHz

5 T T T T T T T T

45¢
4}
35F
5

i W

1150 1250 1300 1350 1400 1450 15{:)6 1550 1600
Velocidad del Sonido (m/s)

Cantidad de Datos

o

Figura. 8. Histograma de velocidades

Algunas de las velocidades que se obtuvieron del tejido
blando y tuvieron mayor repetibilidad se observan en
la Figura 8. Con respecto a estos datos la velocidad de
sonido promedio en el tejido blando fue de 1429 m/s,
teniendo como referencia que el valor de la velocidad
del sonido en musculo es de 1585 m/s, se pueden
determinar los porcentajes de error absoluto y relativo
utilizando las siguientes ecuaciones:
[1429 — 1585]

Error absoluto = BT — x100

Error absoluto = 9.84%

Tipo Il

1

1550
Tipo |

1500

in

»

1450

~

1400

Tipo Il

138

Longitud [cm]

-

1300

»
o

125

(8)

Tipo I= Grasa Muscular
Tipo | Tipo l1=Tejido Muscular

Figura 9. Imagen paramétrica de la velocidad del sonido

Por medio de la inspeccion ultrasonica del tejido
que se observa en la seccion B de la Figura 9, fue
posible la construccién de una imagen ultrasdnica
paramétrica, la cual se aprecia en la seccion A que
contiene una distribucién de velocidades de sonido
promedio, estimadas a partir de un barrido de 454
sefales de retrodispersion acustica y la interpolacién
bidimensional con un método lineal. En este sentido,
se evidencia que existen partes del tejido que tienen
una velocidad mayor, lo anterior se debe a la presencia
de tejido graso o conectivo.

Tipo I
Tipo| z
s
.
.Tipo "
(8)
Tipo! Tipo I= Grasa Muscular

Tipo li= Tejido Muscular

Figura 10. Imagen Ultrasonica paramétrica de
Atenuacion.

La construccidon de una imagen paramétrica, con
mapa de la atenuacion acustica del tejido, fue posible
realizando el célculo de los coeficientes angulares
obtenidos mediante el método de sustraccién
espectral logaritmica entre sefales de retrodispersién
y sefales de referencia. De esta manera, se presenta
en la Figura 10, secciéon A, la imagen paramétrica
obtenida y sus respectivas simetrias en el tejido
inspeccionado (Seccion B). Los resultados obtenidos
demuestran que el parametro de atenuacion permite
brindar informacién sobre la heterogeneidad de los
tejidos blandos.
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Por medio de técnicas de caracterizacién acustica, como
el andlisis de histogramas de distribucién de datos,
se realizd el analisis del estado de tejidos blandos.
La Figura 11 presenta el histograma obtenido para la
imagen paramétrica de la Figura 7, en comparacién al
histograma obtenido de la imagen ultrasonogréafica
obtenida del mismo tejido.

-

A) -

L
o @

S 9
[
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L L L
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Distribucion de niveles de intensidad-imagen monocromatica de 8 bits

051 E

D M A

0 50 100 150 200 250 300
Distribucion de niveles de |hten5|dad-|magen monocromatica de 8 bits

Cantidad de Datos

Figura 11. Histogramas obtenidos para: a) Imagen
ultrasénica paramétrica de velocidad del sonido. b)
Imagen ultrasonografica.

En la Figura 11 se puede apreciar una distribucion
méas uniforme en los datos del histograma asociado
a la generaciéon de la imagen ultrasonica paramétrica
construida. La imagen construida presenta un mejor
rangodinamicoyladistribuciénde nivelesdeintensidad
favorece un mejor contraste para la interpretacién y
visualizacion de datos, durante la caracterizacién de
la distribucién de heterogeneidad del tejido musculo
esquelético. De esta forma, se puede inferir en mayor
grado de percepcién visual de las cualidades del tejido,
si se compara con el histograma relacionado con la
imagen ultrasonogréfica (dada por el equipo en modo
b), la cual presenta problemas de contraste y su rango
dindmico es pobre, afectando las interpretaciones por
parte de especialistas en lecturas sonograficas.

Portanto, el andlisis de histogramas permite determinar
una aproximacion de indices de grasa intramuscular,
a partir de las imagenes ultrasdnicas paramétricas,
considerando que representa cuantitativamente
sectores donde el tejido contiene mayor densidad.
En este sentido, el método implementado puede
ser una alternativa a los métodos convencionales de
inspeccion visual de analisis diagnéstico de tejidos,
los cuales dependen de la subjetividad del especialista
encargado de obtener imagenes ultrasonograficas.

6. Conclusiones

La implementacion de sistemas ultrasonicos de
caracterizacion paramétrica posibilitan un mejor
aprovechamiento de la informacién extraida
directamente desde la sefial original de ultrasonido,
reflejada por el medio de analisis, en comparacion
con los sistemas de caracterizacidon cualitativa por
ultrasonido, los cuales presentan reduccion de efectos
de retrodispersién asociados a la baja vascularizacién
de tejidos e implicitamente se traducen como perdida
de informacién debido a las transformaciones que
sufren las sefales originales, al ser convertidas en
sefales de baja frecuencia (imagenes).

Asi, los sistemas de caracterizacion ultrasénica, como
herramientas potenciales de extraccion de propiedades
acusticas de medios bioldgicos (densidad, impedancia
acustica, velocidad de propagacion entre otras),
consecuentemente favorecen al andlisis eficiente no
invasivo — no destructivo, con minimizacién de riesgos
de contaminacién y contribuyen a la tecnificacién
de este proceso biotecnolégico. En lineas generales,
la implementacion del sistema de caracterizacién
ultrasdnica paramétrica, suministra nuevas
herramientas y soluciones ingenieriles, aplicables al
mejoramiento y optimizacion del analisis histologico
de muestras biologicas realizado en nuestro pais, de
modo que tales soluciones pueden ser extrapolables
a aplicaciones biomédicas e industriales y, a su vez,
permiten incentivar el desarrollo de futuras tecnologias
ultrasénicas en Colombia.
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