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Resumen

Actualmente, existe una técnica no invasiva que permite evaluar el estado de la madurez
pulmonar fetal, mediante el uso de ultrasonido diagndstico. Sin embargo, esta se basa en el analisis
de la textura de las imagenes en modo B, las cuales guardan una dependencia con el operador y
los parametros de adquisicion. Aunado a esto, durante el post - procesamiento de dichas iméagenes,
se pierde toda la informacién acerca de los parametros fisicos del tejido.

Debido a ello, se plantea una prueba de concepto, en la cual se busca evaluar si es
posible caracterizar la morfologia del tejido pulmonar mediante la técnica de microscopia por
retrodispersiéon ultrasénica, y a partir de dicha evaluacién, generar una correlaciéon con el estado
de madurez pulmonar fetal. Por consiguiente, en este trabajo se desea validar la metodologia para
la estimaciéon del tamano de dispersores esféricos en un maniqui con una morfologia similar al
pulmén, donde con dichos dispersores se estaria simulando la estructura alveolar.

Los maniquies empleados en este proyecto se encuentran hechos a base de esponjas de
melamina sumergidas en agua. En total se analizaron cinco esponjas. El proceso de anélisis
consistié en la adquisicion de la senales de radiofrecuencia provenientes de los ecos generados en
la esponja. Seguido de esto, se realizo la estimacion del espectro de potencia de dichas senales,
a partir de cual se estim6 el espectro del coeficiente de retrodispersiéon. Siendo este parametro
acustico, el que permiti6é estimar el tamano de los dispersores con los que interactio la onda.

Para la adquisiciéon de la senales de radiofrecuencia se empled un equipo Siemens modelo
ACUSON S3000, asi como un transductor 121.4 de la misma marca. En cuanto a los pardmetros
de adquisicion, se seleccionaron tres frecuencias nominales de emision (6 MHz / 9 MHz / 12 MHz)
y diferentes porcentajes para la potencia actiistica de emisiéon. Mientras que, para el procesamiento
de las senales, todos los programas utilizados se encontraban implementados en el lenguaje de
programacion MATLAB.

Para evaluar el sesgo de las estimaciones realizadas mediante ultrasonido se caracterizo
el tamano de los poros de la esponja a través de una técnica independiente. La cual consistio,
en el analisis de imégenes adquiridas empleando un microscopio de barrido electrénico. Para la
identificacion y medicion de las estructuras de interés se hizo uso del software ImagelJ.

Al analizar los resultados obtenidos para las tres frecuencias nominales y una potencia
acustica del 100 %, se encontrd que para 6 MHz, se tiene una mejor estimacion del tamafio de
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los poros. Dado que, para dicha frecuencia, la frecuencia central de su espectro de potencia
cumple con encontrarse dentro del intervalo de la relacion de 0.5 < ka < 1.2, lo cual establece
que es posible estimar el tamafno de dispersores esféricos a través del anéalisis del coeficiente de
retrodispersion.

Para 6 MHz y una potencia actstica del 100 %, se observo la presencia del segundo armoénico
en el espectro de potencia. Por lo que se decidi6 estimar el tamano de los poros a potencias en las
cuales no se tenian armonicos (0.1 %, 0.2% y 0.32%), asi como a la potencia umbral en la cual se
comenzaba a observar la generacion del segundo armoénico (0.5 %). Al realizar la evaluacion y
comparar los resultados obtenidos para las cinco potencias, se determiné que en tres de la cinco
esponjas el menor sesgo se obtenia al emplear una potencia de 0.5 %, seguido del 100 %.

También se realizaron pruebas de hipoétesis para evaluar si los valores obtenidos por
ultrasonido eran estadisticamente iguales a los del valor de referencia. Aunado a esto, se estimaron
los intervalos de confianza al 95 % para la diferencia entre los radios promedio obtenidos mediante
ambas técnicas. En lo que respecta a las pruebas de hipotesis se obtuvo que para ninguna de las
esponjas y potencias analizadas se cumple que los valores son iguales, por lo que las diferencias
encontradas en las estimaciones son estadisticamente significativas (p < 0.05). Al analizar los
intervalos de confianza se encontré6 que para una esponja y cuatro de los valores de potencia
analizados (0.1%, 0.2%, 0.32% y 0.5%) el cero se encuentra contenido, por lo que existe la
posibilidad de que las estimaciones sean estadisticamente las mismas.

Finalmente, de acuerdo con lo reportado en la literatura, la diferencia maxima entre la
estimacion del tamano de dispersores esféricos por ultrasonido y su respectivo valor de referencia
es del 20 %. En nuestro caso, en cuatro de las cinco esponjas se obtuvo que la diferencia maxima
es del 28 %. Por lo que nos encontramos un 8 % por arriba de lo reportado.

Este trabajo destaca el potencial del coeficiente de retrodispersion para la caracterizacion
del tamafio de dispersores esféricos. A pesar de los resultados prometedores, es necesario llevar a
cabo un anélisis exhaustivo de la contribucién de los armoénicos en la estimaciéon del parametro
de interés. Ademas, se plantean mejoras en el método de referencia y en el maniqui empleado.

Este proyecto constituye el primer paso en la exploracién de una técnica novedosa para
evaluar la morfologia pulmonar fetal. Con el potencial de desarrollar una herramienta integral
para evaluar el estado de madurez pulmonar en el futuro. La implementacién exitosa de esta
técnica podria proporcionar una valiosa herramienta para determinar la necesidad de administrar
tratamientos antes del parto, con el objetivo de favorecer un 6ptimo desarrollo del sistema
respiratorio fetal y reducir las complicaciones postnatales asociadas a enfermedades respiratorias.



Indice general

Agradecimientos 11
Resumen VII

1. Introduccién y Antecedentes 1
1.1. Desarrollo pulmonar . . . . . . . . . . ... 2
1.2. Evaluacién de la madurez pulmonar fetal . . . . . ... ... ... L. 4
1.3. Ultrasonido médico . . . . . . . . . . .. 6
1.3.1. Evaluacion de la madurez pulmonar fetal por ultrasonido . . . ... . .. 7

1.4. Ultrasonido Cuantitativo . . . . . . . . . . . . . .. . 10
1.5. Hipotesis y justificacion . . . . . . . ..o Lo 12
1.5.1. Hipotesis . . . . . . . . . e 12

1.5.2. Justificacion . . . . . . .. L 12

1.6. Objetivos y Metas . . . . . . . . . . 13
1.7. Estructura del trabajo . . . . . . . . ... 14

2. Retrodispersiéon acustica 15
2.1, Dispersion . . . . ... L e 16
2.1.1. Coeficiente de retrodispersion . . . . . . .. ..o oL 17

2.1.2. Solucién al problema de dispersion . . . . . .. .. oL 20

2.2, Atenuacidn . . . . ... 24
2.3. Campo de presién incidente. Efectos de difraccion. . . . . . . . . ... ... ... 25

3. Maniqui de estudio 31
3.1. Maniqui de esponja . . . . . . . .. L 31
3.2. Método de referencia . . . . . . ... 33
3.3. Valor de referencia . . . . . . . ... 34
3.3.1. Pruebas de hipdtesis . . . . . . . ... 35

3.3.2. Imtervalos de confianza . . . . . . . . .. ... Lo 37

IX



INDICE GENERAL

4. Caracterizacion ultrasdnica
4.1. Adquisicion de los datos . . . . . . . ...
4.2. Procesamiento de las senalesde RF . . . . . . .. .. .. 0oL
4.2.1. Espectro de potencia . . . . . . . . ...
4.2.2. Método del maniqui de referencia. Espectro de potencia normalizado . . .
4.2.3. Determinacién ancho de banda . . . . . .. .. ..o
4.2.4. Calculo de coeficiente de retrodispersiéon y correccién por atenuacién . . .
4.2.5. Estimaciéon del tamafio de dispersor . . . . . . . ... ... L.
4.3. Anéalisis de SseSgo . . . . . ..
5. Resultados y Discusion
5.1. Microscopia electréonica . . . . . . . . . . ..
5.2. Ultrasonido . . . . . . . . . .
6. Conclusiones
A. Apéndice
A.1. Tejido bioldgico . . . . . . . . .
A.2. Volumen de dispersion . . . . . . . . ...
A3. Imagenes SEM . . . . . .
A4 Relacion ka . . . . . .o




Capitulo 1

Introduccion y Antecedentes

Las enfermedades pulmonares a menudo ponen en riesgo la vida y la salud pulmonar a
corto y largo plazo de recién nacidos a término y prematuros |1, 2|. La Morbilidad Respiratoria
Neonatal (MRN) se refiere a un conjunto de problemas respiratorios que afectan a los recién
nacidos poco después de su nacimiento [3], estos pueden variar desde leves hasta graves y conllevar
la necesidad de atencién médica especializada, estancias hospitalarias prolongadas, asf como danos
irreversibles en la salud del paciente |3, 4].

Las causas de la morbilidad respiratoria neonatal son diversas y pueden estar relacionadas
con factores maternos, factores relacionados con el parto o condiciones propias del desarrollo fetal.
Algunos de los problemas respiratorios mas comunes que se presentan son:

» Sindrome de dificultad respiratoria (SDR): Es una afeccion caracterizada por el déficit de
surfactante, secundario a inmadurez pulmonar y/o prematuridad. El factor surfactante! es
fundamental para prevenir el colapso alveolar [5, 7]. Este se encuentra constituido por una
mezcla de fosfolipidos, lipidos neutros y proteinas [5] que son producidos por las células
alveolares tipo 2 a partir de la semana 20 de gestacion [6, §].

= Infecciones respiratorias: Los recién nacidos son mas susceptibles a infecciones respiratorias,
especialmente aquellos que son prematuros. De igual forma, se ha identificado que los
fetos que tienen antecedentes de infecciones maternas recurrentes o ruptura prematura de
membranas, pueden llegar a presentar alguna afectacion en su funcién pulmonar durante la
etapa neonatal [9].

» Aspiracion de meconio? [11]: El meconio representa un dato de madurez fetal, sin embargo,
también se ha relacionado con desenlaces perinatales adversos. Existen varios mecanismos
fisiopatolégicos descritos por la aspiracion del meconio, entre ellos, se encuentran las citocinas
proinflamatorias del meconio, las cuales pueden producir un dano pulmonar. Asimismo,
esto se ha asociado con una afectaciéon de las propiedades tensoactivas del surfactante y se
ha reportado que puede obstruir las vias respiratorias.

= Malformaciones congénitas: Algunas malformaciones congénitas producen cambios estruc-

LEl surfactante pulmonar es una sustancia tensoactiva, cuya funcién es disminuir la tensiéon superficial en el
alvéolo evitando su colapso y facilitando la expansiéon pulmonar del recién nacido [5, 6].
2El meconio corresponde a la primera materia fecal del recién nacido [10].




1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

turales pulmonares y bioquimicos como la hipoplasia pulmonar, el deficiencia de factor
surfactante, la disminucién del area arterial pulmonar e incluso hipertensiéon arterial pulmo-
nar, lo que dificulta la respiracién neonatal [12].

» Hipertension pulmonar persistente del recién nacido (HPPRN): Es una condicion en la que
existe vasoconstriccion pulmonar (no se relajan adecuadamente los vasos sanguineos de los
pulmones), lo que dificulta el flujo sanguineo y la oxigenacion [11].

Los sintomas de la morbilidad respiratoria neonatal pueden incluir dificultad para respirar,
respiracion rapida, cianosis (coloracion azulada de la piel debido a la falta de oxigeno), sibilan-
cias, apneas (pausas en la respiracion), asfixia perinatal y hasta la muerte del neonato [13]. El
tratamiento para estas afecciones dependeré de la causa subyacente y la gravedad del problema.
Algunos recién nacidos llegan a necesitar asistencia respiratoria, como oxigeno y/o ventilacion
mecénica, mientras que otros requieren medicamentos especificos, por ejemplo, esteroides prena-
tales, antibidticos para tratar infecciones o surfactante pulmonar al nacimiento con la finalidad
de mejorar la funciéon pulmonar.

Uno de los desafios de la morbilidad respiratoria neonatal es que los recién nacidos afectados
reciban atenciéon médica oportuna y adecuada, ya que una intervenciéon temprana puede mejorar
el pronostico y prevenir los efectos adversos de estas enfermedades a corto y largo plazo.

Como se ha mencionado, estas enfermedades respiratorias dependen de muchos factores,
siendo uno de ellos la inmadurez pulmonar fetal. En el caso de un bebé prematuro, su super-
vivencia estard estrechamente relacionada con la fase del desarrollo que hayan alcanzado sus
vias respiratorias al momento del nacimiento [14], por lo que la edad gestacional es uno de los
principales factores que permiten evaluar el estado de madurez. Es justo en la evaluacién de la
madurez pulmonar fetal, que se basa la investigacion realizada en este trabajo, con miras a que
una determinacién adecuada del grado de madurez ayude a disminuir la presencia de algunas de
las enfermedades relacionadas con la MRN.

1.1. Desarrollo pulmonar

Los pulmones son 6rganos localizados en la cavidad toracica, que se conforman por dos
secciones, conductora y respiratoria. La primera de ellas incluye desde los bronquios hasta los
bronquiolos terminales; mientras que la otra, esta formada por los bronquiolos respiratorios, los
conductos y sacos alveolares y los alvéolos [15], Fig.1.1.




1.1 Desarrollo pulmonar

Fig. 1.1: Estructura conductora y respiratoria del pulmén. Tomado de [16].

El proceso de maduracién de los pulmones involucra diferentes aspectos, entre ellos, los
cambios bioquimicos, funcionales y morfologicos [17-19]. Por ello, el desarrollo prenatal del pulmon
es un proceso complejo, coordinado y secuencial, cuyo objetivo es la formacién de una estructura
altamente organizada, especializada y capacitada funcionalmente para la vida postnatal [15].

El desarrollo del pulmén comienza a partir de la quinta semana de gestacion, con la
formacién del boton embrionario, el cual es una especie de yema que surge desde lo que se conoce
como intestino primitivo, y que posteriormente, crecera y se dividira de forma dicotémica dando
lugar a los bronquios y sus ramificaciones [20]. En total un pulmén maduro esta constituido por
24 generaciones (ramificaciones) [21].

En general, el desarrollo del pulmén se divide en cinco etapas, estas se caracterizan por
su variabilidad en la duracién y superposicién, debido a que los tiempos difieren de individuo a
individuo [14, 15, 20, 22], Fig.1.2:

» Embrionaria (hasta la sexta SDG3.): Se caracteriza por la aparicién y desarrollo de la yema
pulmonar que daréa origen a la laringe, los bronquios principales, lobulares y segmentarios.

» Pseudoglandular (5 - 17 SDG): Se caracteriza por la continuacion de la ramificacion de
la seccion conductora. Al final de esta fase, se habra formado el arbol traqueobronquial
preacinar, que comprende todas las vias de conduccién, desde la traquea hasta los bronquiolos
terminales. Debido a que en dicha etapa aiin no se han desarrollado los bronquiolos
respiratorios, los bebés nacidos en este periodo no podréan realizar un intercambio gaseoso
durante el proceso de respiracion, por lo que no conseguiran sobrevivir.

» Canicular (16 - 26 SDG): Durante este periodo, se presenta el desarrollo inicial y parcial
de los acinos 4, asf como la diferenciacion de los neumocitos tipo I y II. Lo anterior esta
relacionado con el inicio de la sintesis del surfactante pulmonar, el cual le permitira a

3SDG: semana de gestacion
4El acino es la porciéon de parénquima pulmonar distal al bronquiolo terminal y compuesto de bronquiolos
respiratorios, conductos y sacos alveolares y los alvéolos [23].
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algunos recién nacidos a partir de las 24 SDG sobrevivir. Sin embargo, esto estara sujeto a la
superficie disponible para el intercambio gaseoso y la cantidad de surfactante producido por
los neumocitos tipo II. Otro desarrollo que se genera durante esta fase es el adelgazamiento
de la membrana alveolocapilar y el incremento de la vascularizacion.

= Sacular (26 - 36 SDG): Esta fase comienza con la formaciéon de siculos® terminales y
continda la expansién y la proliferaciéon de los tibulos acinares, asi como el aumento de
la superficie de intercambio gaseoso. Los neumocitos tipo I y II contintan aumentando en
ntmero y maduran progresivamente, lo que implica un incremento en la sintesis y secreciéon
de liquido surfactante. Finalmente, el intersticio se adelgaza ain mas y la red capilar se
expande, ampliando la superficie y el volumen de difusion.

» Alveolar (36 SDG - 8 anos de edad): Se caracteriza por el aumento del nimero de alvéolos
y la maduraciéon de los elementos vasculares y microvasculares. Ademaés, durante esta fase,
comienza el proceso de intercambio gaseoso. En el caso de un recién nacido a término, al
momento del nacimiento este cuenta con aproximadamente 50 millones de alvéolos que
representan entre un 20 % - 30 % del total de los 200 - 600 millones que tiene el adulto. Lo
anterior origina que dicha etapa se prolongue hasta los primeros anos de vida en los cuales
los pulmones llegan a su completa funcionalidad y madurez.

Fig. 1.2: Etapas del desarrollo pulmonar. Tomado de [24].

1.2. Evaluacién de la madurez pulmonar fetal

Las morbilidades respiratorias estdn intimamente relacionadas con la edad gestacional, por
lo que una de las principales formas de disminuir el riesgo de que se presente un cuadro respiratorio,
es evitar el nacimiento prematuro. No obstante, existen otros factores que aumentan el riesgo
de que el recién nacido presente alguna morbilidad respiratoria, por lo que al ser un problema
multifactorial, es primordial contar con herramientas diagnoésticas que permitan determinar de

5Los saculos son grupos de espacios aéreos [14].
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manera directa algin pardmetro que indique la probabilidad de alguna enfermedad respiratoria
en el recién nacido. Actualmente, se tienen técnicas invasivas y no invasivas para la evaluacion de
la madurez pulmonar fetal.

La evaluacién de la madurez pulmonar fetal se ha realizado mediante el empleo de una
técnica invasiva que conlleva el uso de la amniocentesis. Dicha técnica consiste en la introducciéon
de una aguja a través de la pared abdominal, la uterina y la cavidad amniética, principalmente
empleando una guia ecogréfica (Fig.1.3) con la finalidad de extraer una muestra del liquido
amniotico que envuelve al feto [25].

Fig. 1.3: Proceso de amniocentesis. Tomado de [25].

De la muestra obtenida, se busca determinar la madurez pulmonar fetal, através de evaluar
la relacion entre los componentes del surfactante y los del liquido amniético [7]. Esto es posible
ya que el liquido pulmonar mantiene un flujo hacia la cavidad amniotica, aportando surfactante y
modificando los niveles de los fosfolipidos en el liquido amniético. Por lo tanto, la presencia de
ciertos fosfolipidos (lecitina,fosfatidilglicerol esfingomielina,entre otros) es un indicador de la fase
del desarrollo en la que se encuentran los pulmones del feto [6]. Este es un proceso que se lleva a
cabo desde la semana 16 de gestacion [25].

La prueba estdndar de referencia es la evaluacion de la relacion lecitina® /esfingomielina o
(L/E), esto debido a las diferencias en los tiempos de produccion de cada uno de estos fosfolipidos.
En general, la concentracion de lecitina es menor que la de esfingomielina hasta la semana 30;
mientras que entre las semanas 30 y 32 la cantidad de ambos fosfolipidos se iguala. Finalmente,
después de la semana 32 la produccién de lecitina contintia aumentando y la de esfingomielina
disminuye [6].

Por lo tanto, un indice (L/E) > 2 indica que la madurez pulmonar es satisfactoria y por
consiguiente, el recién nacido no tendra déficit de surfactante [26]. Mientras que, una relacion L/E
< 1.5 es un indicador de inmadurez. Por otra parte, un cociente L/E entre 1.5 y 1.9 indica una
condicion transicional [6]. Sin embargo, la relacion L/E puede dar falsos positivos, particularmente
en madres con diabetes gestacional y con diabetes mellitus tipo 2 [6].

Otra prueba es la de Clements o también conocida como prueba de agitacion o de estabilidad

5La produccién de lecitina es méaxima en la semana 35 de gestacion.
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de la espuma, la cual se basa en el hecho de que los compuestos tensoactivos del surfactante
poseen la capacidad de formar burbujas al agitarse en presencia de etanol. Para realizarla, se
hacen diluciones sucesivas de liquido amnio6tico en etanol al 95 % que se mezclan en diferentes
proporciones, se agitan y se dejan en reposo; transcurrido cierto tiempo se observa la formacion
de burbujas en la interfase liquido-aire. Cuando hay un anillo completo y estable de burbujas en
los tubos que tienen diluciones 1:2 o mayores de liquido amniético se establece que hay madurez
pulmonar fetal [6].

También se tiene la prueba de determinaciéon de fosfatidilglicerol, en la cual se evalta su
presencia en el liquido amnio6tico. Este fosfolipido aparece normalmente en las tltimas semanas
del desarrollo pulmonar [5, 6]. Ademés de las ya mencionadas, existen otras técnicas como la
absorbancia del liquido amnidtico a 650 nandémetros, la fluorescencia polarizada, microviscocidad
del liquido amnidtico, determinacion de fosfolipidos que contienen colina y recuento de cuerpos
lamelares [6, 7]. En la Tabla.1.1 se presenta un comparativa de la fiabilidad de algunas de las
pruebas mencionadas.

1.3. Ultrasonido médico

Ademas de la técnica de amniocentesis mencionada anteriormente, a lo largo de los afios
se ha buscado desarrollar métodos no invasivos que permitan evaluar el estado de madurez del
sistema pulmonar. Uno de los métodos estudiados ha sido el ultrasonido.

El ultrasonido se refiere a ondas sonoras con frecuencias superiores a los 20 kHz [27]. En
medicina, el uso de este tipo de ondas puede clasificarse en dos categorias: el diagnostico y el
terapéutico. El ultrasonido diagnostico, es una de las técnicas méas utilizadas para la obtencion
de imagenes de la anatomia humana y emplea un intervalo de frecuencias de 1 a 20 MHz. El
ultrasonido terapéutico utiliza frecuencias entre 0.5 a 1 MHz [28].

El origen del uso del ultrasonido como una herramienta de diagnoéstico, viene del principio
de ecolocalizacion que utilizan algunos animales para poder conocer su entorno, esto a través
de la emisiéon de ondas de sonido y la interpretaciéon de los ecos producidos por los objetos que
los rodean [29]. Este principio aplicado al ultrasonido diagnostico se conoce como técnica de
pulso-eco. Esta consiste en enviar un pulso de ondas de ultrasonido mediante un transductor
que se encuentra en contacto con alguna parte del cuerpo. Dicho pulso se propaga en el interior
del cuerpo siguiendo una trayectoria definida, a lo largo de la cual el pulso de ultrasonido se
encontrard con cambios de impedancia acustica, que modificardn su trayectoria, generando un
fenémeno de dispersion donde cada onda dispersada guardara informacion acerca del medio con
el que interactud.

Algunos de estos ecos son captados por el transductor, y al analizarlos proporcionan
informacion sobre los elementos con los que interactuaron [30]. El eco recibido depende de tres
factores principales: las propiedades de impedancia en la interfaz, la amplitud del pulso cuando
alcanza la interfaz y la energia perdida por el eco en su camino de regreso al detector [27].

La impedancia actstica es una medida de la capacidad de una onda de trasmitir la energia
a un medio. Los cambios en esta propiedad estan relacionados con la densidad y la rigidez del
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medio de propagacién; por consiguiente, tendran una repercusién en la velocidad a la cual se
propaga el pulso. La velocidad media de propagacion en tejidos blandos es de 1540 m/s [27]|. En
la practica, las variaciones en la atenuacién, dispersién, impedancia y velocidad de propagacion
proporcionan informacién sobre la estructura del tejido.

Entre las aplicaciones del ultrasonido en estudios prenatales se encuentra su uso para
determinar el tamafno del feto, la edad gestacional y el estado de la placenta; debido a esta
serie de aplicaciones es que se ha pensado en el ultrasonido diagnéstico como una herramienta
para la evaluaciéon de la madurez pulmonar fetal. Sin embargo, la ecografia no permite medir
ninguno de los parametros bioquimicos asociados con dicho proceso como en el caso de las técnicas
desarrolladas a partir del liquido amniético, y tampoco proporciona informacién histolégica o
fisiologica directa sobre el desarrollo pulmonar [31, 32].

A pesar de estas limitaciones, es posible realizar un analisis cuantitativo de la informacion
obtenida a partir de las ondas retrodispersadas por las estructuras en el paréquima pulmonar,
las cuales cambian durante el desarrollo fetal, lo que genera que los valores de las propiedades
acusticas se modifiquen, permitiendo de esta forma tener un posible indicador sobre la madurez
pulmonar fetal a través de una evaluaciéon morfolégica. Por ejemplo, en pulmones cambios en la
cantidad de liquido retenido en el pulmoén, en la proporciéon de coldgeno o grasa, del tamano de
las estructuras, resultarian en variaciones del fenémeno de dispersiéon de las ondas de ultrasonido,
lo cual puede ser detectado mediante la ecografia [32].

Por ello, es razonable suponer que tanto los cambios morfolégicos como los bioquimicos
alteran la dispersion y otras propiedades de la propagacion de las ondas en el pulmon fetal [31].
Lo anterior, ha llevado a plantear el desarrollo de técnicas no invasivas que faciliten la evaluacion
de la madurez pulmonar fetal sin los efectos secundarios y complicaciones materno fetales de una
prueba invasiva, como en el caso de la amniocentesis [7]. Para este fin, se han estudiado diversas
técnicas ecograficas con distintos grados de éxito [33], a continuacion, se mencionaran algunas de
ellas.

1.3.1. Evaluacién de la madurez pulmonar fetal por ultrasonido

El ultrasonido Doppler ha sido una herramienta que ha demostrado ser de utilidad para
evaluar la hemodinamica fetal |5, 34|, y como un posible método para estimar la madurez pulmonar.
Esto es posible a partir de la evaluacién de los cambios en las velocidades de los flujos de las
arterias pulmonares, conforme se incrementa la edad gestacional [35]. Este indicador se denomina
indice TA/TE, donde TA corresponde al tiempo de aceleracion, el cual inicia con la sistole y
concluye con el pico maximo de la misma; TE se refiere al tiempo de eyeccion, que es el periodo
que dura el flujo en la arteria mientras la valvula sigmoidea permanece abierta. Dicho indice se ha
empleado para evaluar la impedancia del lecho vascular del pulmén y correlacionarlo con eventos
tales como la presencia de surfactante [34].

Ortega et al. [35], observaron que el indice aumenta proporcionalmente con la edad
gestacional, lo cual esta relacionado con el desarrollo embrionario del sistema vascular pulmonar,
por lo que se debe considerar que existe un cambio progresivo en la resistencia del mismo conforme
transcurren las semanas de gestacion. Guerrero et al. [34] obtuvieron que el valor de dicho
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parametro para el caso de 37 o mas SDG es de TA/TE > 0.320, mientras que antes de las 37
SDG el valor de TA/TE < 0.320. De lo anterior, concluyeron que la variacion entre los valores de
TA/TE coincide con el desarrollo de los alvéolos, por lo que lo proponen al indice TA/TE como
un indicador del desarrollo pulmonar, complementario a la determinacién por amniocentesis.

La Torre et al. [36] correlacionaron con precision varios patrones de movimientos respirato-
rios fetales con pruebas de madurez pulmonar. El término movimientos respiratorios fetales esta
relacionado a movimientos de la pared abdominal y toricica que se presentan en el feto y que
corresponden a un simil de lo que ocurre cuando se lleva a cabo el proceso de respiracion [36].
Ademas, Tekesin et al.|37] evaluaron el valor medio de gris de los pulmones fetales y observaron
un patrén cambiante con el desarrollo de los mismos; sin embargo, no apreciaron diferencias
significativas mas alla de las 32 semanas de gestacion [13]. También se han realizado estudios
donde se evaliia la compresibilidad del tejido con el objetivo de poder estimar el desarrollo
pulmonar fetal, el cual esta relacionado con cambios en las propiedades mecanicas y no con la
produccién de surfactante [38].

Otro parametro que se ha estudiado para determinar la madurez pulmonar es la textura
de las imégenes ecogréficas. Hay que recordar que cuando los ecos llegan al transductor estos son
procesados y a la intensidad de la senal recibida se le asocia una tonalidad de gris, la cual guarda
relaciéon con el fenémeno de dispersion que se origind en el tejido de interés y adyacentes. El
analisis cuantitativo de la textura, caracteriza las variaciones en la distribucién de las tonalidades
de grises en las imagenes y a partir de ello, identifica alteraciones en los tejidos debido a la
presencia de una patologia [39].

El enfoque en el analisis de textura conlleva el desarrollo de métodos computacionales que
permitan analizar imégenes médicas y a partir de ellas identificar cambios sutiles en su aspecto
o textura, que no son visibles al ojo humano [13]. Sin embargo, no todas las caracteristicas del
moteado que se observan en una imagen se deben solo al tejido, sino que también dependen del
sistema de adquisicion (equipo y forma del haz), y de los parametros que el operador seleccione
para la obtencion de las imégenes [39, 40].

Entre los estudios que se han realizado para la evaluacién de la textura de las imagenes
ecograficas, se encuentra el de Prakash et al. [31] en el cual se compard la relacion entre los valores
de textura de las imagenes de pulmoén fetal y de higado, para determinar la madurez del primer
tejido, de donde obtuvieron precisiones que oscilaban alrededor del 73 % y el 96 %. Ghorayed et
al., [33], buscaron diferenciar los pulmones fetales prematuros de los de término mediante un
analisis cuantitativo de la textura de las imagenes. Para ello, evaluaron el porcentaje de pixeles
blancos con respecto al niimero total de ellos en una ROI (region de interés) para cada imagen
ecografica, y promediaron los indices de heterogeneidad de los pulmones derecho e izquierdo
[33]. De los datos que recabaron observaron una disminuciéon de la heterogeneidad pulmonar
fetal en las imagenes asociadas con fetos prematuros, mientras que detectaron un aumento de la
heterogeneidad tisular en pulmones fetales a término |33, 38|.

Por otro lado, Bonet et al. [13], presentaron un software denominado quatusFLM®
(Transmural Biotech, SL, Barcelona, Espana), que analiza de manera cuantitativa la textura
del pulmoén fetal, para predecir la MRN. Este software se basa en el entrenamiento de ciertos
algoritmos, a través de imagenes ecograficas pertenecientes a casos de MRN. Dichos algoritmos
analizan los patrones de textura de un area delimitada en la imagen [41]| y utilizan diferentes
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secuencias de caracteristicas de textura, adaptadas a ciertos rangos de edad gestacional. Por
lo que no emplea las SDG para calcular ningin riesgo a priori de MRN, sino para decidir el
algoritmo especifico a utilizar para el célculo de la probabilidad de dicho padecimiento [41].

El software quatusFLM® se compone de dos fases consecutivas |7, 13]:

1. Obtenciéon de una ecografia del pulmon fetal (en un plano axial que permita la visualizacion
de las cuatro camaras cardiacas), la cual se almacena en formato DICOM (Digital Imaging
and Communication In Medicine), lo que permite obtener la informacion clinica de la
paciente y con ello la edad gestacional.

2. La informacion recabada es enviada a una aplicaciéon web que consta de dos médulos. Uno
extrae la informacién de la imagen y la combina para seleccionar las caracteristicas de la
textura pulmonar fetal. El segundo moédulo, es un algoritmo de clasificacién que junta las
caracteristicas anteriores con la edad gestacional y estima el riesgo de morbilidad respiratoria
neonatal.

Cabe destacar, que este software no determina como tal la madurez pulmonar fetal de
manera directa, sino que estima la probabilidad de MRN. Aunado a esto, la MRN no se limita
solo a partos muy prematuros, ya que su probabilidad sigue siento alta entre los prematuros
tardios y los nacidos antes de las 39 semanas de gestacion [13, 42]. Por lo que, si bien el estado de
madurez es un fuerte indicador de MRN, existen casos en los que los recién nacidos presentan
una madurez pulmonar normal in ttero, pero aun asi sufren trastornos respiratorios [41].

En la Tabla.1.17 se presenta una tabla comparativa de la fiabilidad de las pruebas que
existen actualmente para la evaluaciéon de la madurez pulmonar fetal, tanto en lo que respecta a
técnicas invasivas como no invasivas.

Sensibilidad | Especificidad | PPV | NPV

Reia/cslon 74.6 % 82.5 % 34.1% | 94.4%
FG 82.7% 54.4% 18.0% | 96.3%
Cuerpo lamelar 84.2% 74.4% 27.9% | 97.6 %
Quantus FLM 71.0% 94.7% 67.9% | 95.4%

Tabla 1.1: Tabla comparativa de las técnicas actuales para la evaluaciéon de madurez pulmonar fetal, [46]. L/S :
Lecitina/Esfingomielina, FG: Fosfatidilglicerol. PPV: Valores predictivos positivos, NPV: valores predictivos negativos.

"Sensibilidad [43]: Probabilidad de que un enfermo sea identificado correctamente por la prueba, es decir,
que tenga una prueba positiva. Especificidad [44]: Indica la capacidad de la prueba para identificar como sanos
(enfermos) a los que efectivamente lo son. PPV (valores predictivos positivos) [45]: Es la proporcién de pacientes
realmente diagnosticados como positivos con respecto a todos los que obtuvieron resultados positivos en las pruebas
(incluidos los sujetos sanos que fueron diagnosticados incorrectamente como pacientes). Esta caracteristica puede
predecir la probabilidad de que alguien sea realmente paciente, en caso de que el resultado de la prueba sea positivo.
NPV (valores predictivos negativos) [45]: Es la proporcion de sujetos realmente diagnosticados como negativos
con respecto a todos los que obtuvieron resultados negativos en las pruebas (incluidos los pacientes que fueron
diagnosticados incorrectamente como sanos). Esta caracteristica puede predecir la probabilidad de que alguien esté
realmente sano, en caso de que el resultado de la prueba sea negativa.
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1.4. Ultrasonido Cuantitativo

El ultrasonido cuantitativo tiene como objetivo complementar las evaluaciones realizadas
con las imagenes en modo B, proporcionado estimaciones cuantitativas de pardmetros acusticos
[47].

Las imagenes en modo B se construyen a partir de los ecos detectados, generando una
imagen de brillo en la cual cada punto de la imagen esti asociado con la posicién relativa de
donde se originé el eco. Por otro lado, el brillo de la imagen se encuentra relacionado con la
amplitud del eco recibido, es decir, a mayor amplitud, mas brillante seré la seccién de la imagen
[48].

A diferencia de las imagenes en modo B que proveen informacion cualitativa de la anatomia,
el ultrasonido cuantitativo extrae las propiedades intrinsecas del tejido a partir de las interacciones
de las ondas de ultrasonido que se propagan con la microestructura del tejido [49].

La técnica de ultrasonido cuantitativo proporciona informacién sobre propiedades que no
son visibles en las imégenes de diagnostico, a través de la estimacion de propiedades actsticas las
cuales pueden ser afectadas por aquellos procesos que modifican la estructura del tejido, ya sea
debido a una patologia o por el desarrollo intrinseco del tejido [49]. Con esto se busca aumentar
la especificidad de los hallazgos obtenidos mediante las imégenes y mejorar el diagnostico por
ultrasonido [47, 50]. Por lo anterior, la evaluacion de la madurez pulmonar fetal representa una
opcion relevante para el uso de esta técnica, dado que el desarrollo pulmonar conlleva una serie
de cambios evolutivos de las estructuras y de la concentracién de surfactante.

El ultrasonido cuantitativo ha permitido a lo largo de los tltimos 50 anos, realizar
investigaciones con la finalidad de extraer informaciéon cuantitativa de las caracteristicas del
tejido [51], empleando una técnica no invasiva. Como ya se ha mencionado, esta se basa en la
obtencién de parametros acusticos, los cuales se obtienen a partir de un anélisis de las senales de
radiofrecuencia (RF) retrodispersadas, que provienen de la interaccion de la onda de ultrasonido
con los dispersores del medio [52].

Las propiedades actusticas que se suelen determinar son: el coeficiente de atenuacion, el
coeficiente de retrodispersion (BSC o 03) y el didmetro efectivo del dispersor, entre otras. En el
Capitulo 2, se presentaran las definiciones correspondientes para estas propiedades actsticas.

El ultrasonido cuantitativo se ha utilizado para diversos estudios, entre ellos se encuentran,
la caracterizacion de tumores de mama, en donde se buscé conocer la atenuacion especifica, los
coeficientes promedio de retrodispersion y el indice de heterogeneidad del didmetro efectivo del
dispersor [53|. También se ha empleado para la cuantificacion y deteccion del higado graso y
padecimientos renales [47]. En lo que respecta a madurez fetal se ha utilizado para evaluar la
madurez fetal del higado humano in vivo, en funcién de la edad gestacional, donde se observé un
aparente aumento del coeficiente de atenuacion con respecto a la edad gestacional [54].

En cuanto a estudios realizados para pulmoén, en 1984 Meyer et al. [32], estimaron el
coeficiente de atenuacion y el tamano promedio del dispersor en pulmones fetales de oveja in
vivo, pero no lograron extraer conclusiones significativas, debido a que sélo analizaron datos
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provenientes de ocho ovejas. Sin embargo, la tendencia de los datos que obtuvieron para la
atenuacion indicaban que existia una cierta probabilidad de una correlacién entre la madurez
funcional del pulmén y la atenuacion. En 1990 Adler et al. [55], sugirieron un andlisis cuantitativo
del movimiento cardiaco transmitido al pulmén, pero concluyeron que la elasticidad pulmonar
podria no ser lo suficientemente sensible como para permitir distinguir entre el pulmén maduro
del inmaduro.

Por altimo, en 2001 Ossant et al. [21], buscaron evaluar si la maduraciéon pulmonar en
cordero podia predecirse mediante mediciones de parametros acusticos sensibles a la microestruc-
tura del tejido, este estudio en comparacién con el realizado por Meyer et al. fue ex vivo. En este
estudio estimaron dos parametros acusticos, los cuales fueron el coeficiente de retrodispersion y
el tamafio del dispersor. Debido al nimero limitado de sujetos y de ROIs, no lograron llegar a
una conclusiéon definitiva, sin embargo, determinaron varias caracteristicas de la dispersion de las
ondas de ultrasonido en el pulmén fetal, lo cual podria contribuir al uso de esta técnica como
prueba clinica de la madurez del pulmon fetal.

La modalidad del ultrasonido cuantitativo abarca una amplia variedad de técnicas para
obtener los parametros actsticos del tejido, entre ellas se encuentran la parametrizaciéon basada
en el espectro de las senales de ultrasonido, la técnica de elastografia tisular, la estimacion del
flujo mediante Doppler y la estadistica de la envolvente® de la sefial de radiofrecuencia. Uno de
los objetivos principales de estas técnicas es proporcionar parametros que sean independientes del
sistema y del operador [50]. Ademas de estas técnicas que proveen informacion cuantitativa del
tejido a través de la evaluacion de parametros acusticos, también se tienen técnicas que analizan
de manera cuantitativa la textura de las imdgenes en modo B, como lo que plantea el software de
quatusFLM®.

Este trabajo se enfoca en la técnica basada en la parametrizacion del espectro o también de-
nominada Espectroscopia por Retrodispersion Ultrasonica o ERU. Esta técnica permite cuantificar
el coeficiente de atenuacion y de retrodispersion, asi como estimar las propiedades del dispersor
(longitud efectiva y la densidad numérica de dispersores), esto a partir de la descomposicion
espectral de las senales de los ecos recibidos [50, 57].

8La envolvente corresponde a una curva que se emplea para representar los cambios en los valores maximos o
minimos de la sefal con respecto al tiempo, [56].
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1.5. Hipétesis y justificacion

1.5.1. Hipétesis

Existe una correlacién entre el coeficiente de retrodispersion y el tamario de los dispersores
con los que interactiia la onda de ultrasonido.

1.5.2. Justificacion

La prematuridad y sus consecuencias son responsables de la mayoria de las muertes
neonatales y de la morbilidad postnatal. En general, las complicaciones y las elevadas tasas de
mortalidad se deben en parte a las dificultades respiratorias del recién nacido, por lo que poder
realizar una evaluacién precisa y especifica de la madurez pulmonar del feto es esencial en los
casos de complicaciones maternas o fetales.

Aunque actualmente ya existe una herramienta de deteccién no invasiva que utiliza el
ultrasonido para evaluar la probabilidad MRN y de esta forma estimar la madurez pulmonar
fetal, esta prueba no permite identificar el contenido especifico de los tejidos, es decir, no brinda
informacién acerca de la microestructura y composicion del mismo. Aunado a esto, es necesario
especificar la SDG para que el software elija que algoritmo utilizar. Ademas, esta prueba no
estima de manera directa la madurez pulmonar sino que determina la posibilidad de MRN, el
cual es un padecimiento que se puede presentar aun cuando el desarrollo del sistema respiratorio
fue adecuado. Asimismo, al emplear imégenes en modo B, estas contienen una componente de
post - procesamiento debido a los pardmetros que selecciona el operador para la adquisicién de
las mismas. De igual forma, el patréon de moteado dependen del sistema que se emplea para la
adquisicion de los ecos. Por lo que una imagen en modo B es dependiente tanto del operador
como del equipo.

Por lo anterior, en este proyecto se propone el desarrollo de una técnica que permita
determinar de manera directa la madurez pulmonar fetal, y no de forma indirecta como puede
realizarse con quantusFLM® esto a través de la evaluacion de los cambios morfologicos que sufre
el tejido pulmonar. Ademés, se plantea que dicha técnica no se base en el anélisis de la textura
de una imagen, sino en el analisis de las senales retrodispersadas (ERU) obtenidas directamente
del equipo de ultrasonido. Dichas sefiales tienen la ventaja de proporcionar informacion directa
acerca de la microestructura con la cual las ondas de ultrasonido interactuaron.

Para demostrar el valor clinico de la técnica de ERU para la cuantificacion de las propiedades
microestructurales de interés, que en nuestro caso son el tamano, la densidad numeérica de los
sacos alveolares y el espesor de la pared alveolar de forma exacta y precisa, es necesario contar con
un estandar de referencia de las caracteristicas morfolégicas del pulmoén fetal. Por ello, el estudio
que se propone consiste en validar la técnica de ERU ex vivo a través de la comparaciéon de los
valores estimados de las caracteristicas morfolégicas del pulmén con los obtenidos mediante un
anélisis histomorfoldgico por microscopia. Si bien, el planteamiento original era el estudio de esta
técnica en tejido bioldgico, en este trabajo solo se abarco el caso de un sistema con propiedades
morfologicas similares al tejido pulmonar.
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1.6. Objetivos y Metas

El objetivo general de este proyecto es validar que la técnica de ERU es capaz de cuantificar
las propiedades microestructurales de interés para el pulmon fetal, es decir, el tamano y la densidad
numérica de los sacos alveolares, asi como el espesor de la pared alveolar, de forma exacta y
precisa. Para llevar a acabo el objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1.- Estimar el espectro de potencia de las senales recibidas por el transductor, empleando un
método multitaper |58], con la finalidad de disminuir los componentes de ruido en la senal.

2.- Emplear el método de maniqui de referencia [59] (Seccion. 4.2.2) para calcular el espectro
de potencia normalizado y con en base en él, estimar parametros actuisticos que sean
independientes del sistema de adquisicién.

3.- Utilizar el software ALGEBRA [60] (Seccion. 4.2.4), para estimar el espectro del coeficiente
de retrodispersion, corregido por efectos de atenuacion.

4.- Aplicar el método de Lizzi et al.[61] (Seccion. 4.2.5) para la estimacion del tamafio de los
dispersores, a partir del espectro del coeficiente de retrodispersion.

5.- Disenar un estandar de referencia del las caracteristicas estructurales (tamano) estimadas
por ultrasonido, empleando una técnica independiente como la de microscopia.

6.- Evaluar el sesgo de las estimaciones realizadas con ultrasonido, mediante la comparacién
con los resultados obtenidos con la técnica de microscopia electronica.

Este estudio parte del analisis de las caracteristicas de un maniqui con morfologia similar al
pulmoén, previok a la implementacion de las técnicas en un tejido biologico. Esto con la finalidad
de verificar que el procedimiento a seguir para el analisis de las senales de radiofrecuencia permite
obtener informacién sobre el coeficiente de atenuacién, retrodispersion, el tamafio y la densidad
numeérica de los dispersores. En lo que respecta a las muestras biologicas su analisis esté incluido
en el protocolo de investigacion: Caracterizacion cuantitativa de la microestructura pulmonar
fetal a través de la espectroscopia por retrodispersion ultrasonica: FEstudio piloto", aprobado por el
comité de ética e investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) con nimero de
registro 2022-1-31.
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1.7. Estructura del trabajo

En este trabajo se presentan las bases para el desarrollo de una nueva técnica basada
en ultrasonido cuantitativo que permita determinar la madurez pulmonar fetal, mediante la
evaluaciéon de los cambios morfologicos que sufre el tejido a lo largo de su desarrollo prenatal, lo
cual forma parte de una prueba de concepto.

El desarrollo de esta técnica involucra diferentes etapas, asi como la evaluacién de distintas
caracteristicas morfologicas del tejido. En lo que respecta a las etapas: la primera fase consiste en el
anélisis de un maniqui con una morfologia similar al tejido pulmonar, seguido de la caracterizacion
del tejido pulmonar en un modelo animal, para finalmente, realizar una caracterizacion de tejido
pulmonar fetal. Por otro lado, los elementos morfologicos que se desean determinar son el tamano
de los alvéolos, su densidad numérica y espesor de la pared alveolar.

De todo lo mencionado anteriormente, en este trabajo solo se abarca la primera fase,
relacionada con la caracterizaciéon de un maniqui con morfologia similar al pulmoén, aunado a
esto, inicamente se presenta el procedimiento que se debe seguir para la estimaciéon del tamano
de las estructuras.

Con base en lo anterior, esta tesis se compone de los siguientes capitulos. En el Capitulo 2
se presentan los conceptos béasicos relacionados con el fenémeno de dispersion y la estimacion
del coeficiente de retrodispersiéon. En el Capitulo 3 se presentan las caracteristicas del maniqui
tejido equivalente seleccionado. De igual forma, en dicho capitulo se presenta el procedimiento
que se sigui6 para el andlisis del maniqui mediante la técnica de microscopia. En el Capitulo 4 se
plantea el procedimiento realizado para la caracterizacion ultrasoénica del maniqui con morfologia
similar al pulmoén. Finalmente, en el Capitulo 5 se plasman los resultados y la discusiéon de los
datos obtenidos.
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Capitulo 2

Retrodispersion actstica

En ultrasonido, las im4genes en modo B se obtienen a partir del analisis de la envolvente de
las senales de radiofrecuencia, que son los ecos detectados [62]. Mientras que los ecos se producen
debido a la interaccion de las ondas de ultrasonido con el medio de interés, lo que da pie a que
ocurran fenémenos de atenuacion y dispersion, que dependen de las propiedades mecénicas de los
diferentes tejidos con los que interactud la onda incidente.

Un aspecto relevante acerca de los ecos que son detectados es su dependencia con la
frecuencia [62, 63|, la cual guarda una estrecha relacion con los dispersores con los que interactud
la onda en el medio. Sin embargo, la informacién sobre esta relaciéon se elimina durante el
procesamiento para el despliegue de las imagenes en modo B [62]. En cambio, si se obtiene la
transformada de Fourier de las senales de RF previo a la generacion de imagenes diagnosticas, es
posible relacionar la dependencia con la frecuencia con las propiedades estructurales del tejido
[63]. A las senales de RF que no se han procesado se les conoce como sefiales crudas y estas seran
con las que se trabajara a lo largo de este proyecto, Fig.2.1.

Actualmente, existen técnicas que permiten caracterizar los tejidos biologicos mediante el
anélisis espectral de las senales de RF. Sin embargo, para utilizar estas senales es necesario realizar
una correccién debido a las interacciones de las ondas de ultrasonido con el transductor, ya que
esto genera una contribuciéon de ruido en los ecos recibidos. El ruido corresponde a variaciones
aleatorias en las senales debido a varios mecanismos, por ejemplo, el ruido electréonico. A partir del
anéalisis de la dependencia con la frecuencia, es posible conocer dos de las principales propiedades
acusticas del tejido, la primera de ellas es la atenuacién de las ondas en el medio y la segunda es
la retrodispersiéon, ambos conceptos se definirdn mas adelante. Esté dltima caracteristica permite
estimar el tamano efectivo de los dispersores [64].

La estimacion del tamano efectivo de los dispersores a partir de la informaciéon de las
senales retrodispersadas, se ha estudiado para caracterizar diferentes patologias, por ejemplo,
Lizzi et al. 1983 [65]; 1997 |66] estimaron las caracteristicas de tumores oculares, mientras que
Insana et al. 1995 [67] caracterizaron los cambios estructurales en el rinon.
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2. RETRODISPERSION ACUSTICA

Fig. 2.1: A) Adquisicién de los ecos generados por la interacciéon de las ondas de ultrasonido con un medio de
interés (esponja). B) Ecos, sefiales de radiofrecuencia (RF) o sefiales crudas adquiridas por cada uno de los elementos
piezoeléctricos del transductor utilizado. C) Sefial de RF recibida por uno de los elementos piezoeléctricos. Al obtener
el espectro de potencia de las sefiales de RF D) (transformada de Fourier) es posible caracterizar las propiedades
estructurales del tejido, esto a través de la estimacién de las propiedades acustica del medio, por ejemplo, el coeficiente
de retrodispersiéon E). Por otro lado, al analizar la envolvente F') de las sefiales de RF se construyen las imagenes en
modo B G).

2.1. Dispersion

Cuando una onda se propaga en un medio no homogéneo como en el caso de los tejidos
biolégicos, se presentan dos fenémenos importantes, absorciéon y dispersion, los cuales se asocian
con la pérdida de energia actstica de la onda, la combinacién de ambos se denomina atenuacion.

La absorcion consiste en la transformaciéon de la energia actstica en otro tipo de energia
como puede ser calor, energia quimica o luz [28|. La dispersiéon consiste en un cambio en la
direccién de la energia. La cantidad de energia que se dispersa en una direccién en particular
va a depender tanto de las caracteristicas del dispersor como de la onda incidente, entre ellos se
encuentran: la forma, el tamano y la orientacién del dispersor, la longitud de onda y la direccién
de propagacion inicial [62].

Este fendmeno se puede clasificar a partir de la relacién que existe entre la dimensién mas
grande del dispersor (b) y la longitud de la onda incidente (\), de donde se obtiene la siguiente
clasificacion:

= Sib < ), se tiene dispersion de Rayleigh, en dicho caso, la energia acustica incidente se
dispersara en todas las direcciones, y presenta una dependencia con la frecuencia, f* [68].

= Sib & A, se observan efectos tanto de refraccion como de difraccion [69].

= Sib 2 ), setiene dispersion de Mie, por lo que la energia actstica se dispersa preferentemente
en la direcciéon de la onda incidente.
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2.1 Dispersion

= Sib > A, se presenta un efecto de reflexién especular, de modo que la energia se dispersa
preferentemente en direccién contraria a la de la onda incidente, y se tiene que la dispersiéon
es independiente de la frecuencia [68, 69].

2.1.1. Coeficiente de retrodispersion

Cuando se habla del fenémeno de dispersion es util definir ciertos pardmetros, esto bajo la
suposicion de que la onda incidente es armonica y plana, los cuales son: la seccion eficaz total
(0¢), la seccion eficaz de dispersion o y la seccion eficaz diferencial de dispersion oy. Estas se
definen de la siguiente forma [70],

o = —= [cm?], (2.1)

donde Wy, es la potencia total (absorbida mas dispersada), mientras que I, es la intensidad
incidente. La barra en la parte superior de los términos de potencia e intensidad representa que son
cantidades promediadas en el tiempo, esta notacion se utilizara en las subsecuentes definiciones.

Siguiendo el mismo principio, la seccion eficaz de dispersion, se define como [70, 71],

[em?], (2.2)

0s =
donde W es la potencia total dispersada.

La seccibn eficaz diferencial de dispersion, se refiere a la potencia dispersada en una cierta
direccion angular [70],

_ dW,(0,9)

1
aq(0,6) = T 1

_ dos

—dQ

[em?sr!] (2.3)

donde d% es la potencia dispersada en la direccion (0,¢) por unidad de angulo sélido, Fig.2.2.

Fig. 2.2: Dado un dispersion situado en el origen de coordenadas, a corresponde al punto donde se desea conocer la
seccion eficaz diferencia de dispersion, es decir, o4(0,¢).
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2. RETRODISPERSION ACUSTICA

A partir de la secciéon eficaz diferencial de dispersion, se obtiene uno de los parametros
maés relevantes para caracterizar a los tejidos, el coeficiente de retrodispersiéon o por sus siglas en
inglés BSC, el cual corresponde a,

op = oq(m,0), (2.4)
es decir, se define como la seccién eficaz diferencial de dispersion medida a 180° respecto de la
direccion de la onda incidente y cuyas unidades son cm?sr—'!, aunque también se puede expresar

por unidad de volumen de dispersion? obteniendo en dicho caso las siguientes unidades cm™tsr—!

[72]. Esta propiedad acustica permite cuantificar la senal retrodipersada.

El coeficiente de retrodispersion se puede expresar en términos de la presion incidente y
dispersada de la siguiente forma:

Py(m)|? _

op = %72 [em? st (2.5)
| Pznc’

donde 7 es la distancia al punto de observacién en el cual se busca conocer la presion retrodispersada.

Lo anterior es validos si se considera que la intensidad es constante sobre el area de integracion

por lo que la potencia se puede definir como [73],
W=IA—dW=1dA, (2.6)

donde dA es el diferencial de area en el cual se busca estimar la potencia. Al sustituir en (2.3) el
diferencial de &rea en coordenadas esféricas dA = 72 sin 8dfd¢ y el diferencial de angulo sélido
dQ) = sin 0dfBd¢, se obtiene que,

— .
- L7 sin 0dodé (2.7)
Isin 8dOd ¢

Finalmente, la intensidad promediada en el tiempo guarda la siguiente relacién con la
presion |28, 74|,
1[PJ?

1=
2 pc

; (2.8)
por lo que al sustituir (2.8) en (2.7), se obtiene la expresion (2.5).

El coeficiente de retrodispersion es fundamental en el &mbito del ultrasonido cuantitativo,
ya que ha permitido caracterizar con éxito aspectos relacionados con la microestructura de los
tejidos. Este parametro ha sido calculado para diferentes érganos y tejidos como el ocular [63],
el higado [75], el pancreas |76], el bazo [76], el tejido renal [77] y los ganglios linfaticos [78].
La estimacion del coeficiente de retrodispersion en algunos casos ha brindado la posibilidad de
distinguir entre tejidos neoplésicos y sanos debido a su dependencia con la frecuencia [79]. Lo
anterior se ha logrado debido a que el BSC tiene una dependencia con la frecuencia que permite

lsr = estereorradian

2La definicién del volumen de dispersién se presenta en la Seccién. 4.2.5.
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2.1 Dispersion

caracterizar a los dispersores (densidad numérica, forma y tamano) [63]. En la Fig.2.3, se plasma
c6Hmo el coeficiente de retrodispersion varia con la frecuencia para el caso de un dispersor esférico.

Fig. 2.3: Coeficiente de retrodispersion (BSC) para un dispersor esférico de agua inmerso en placenta con un radio de
46.79 pm para frecuencias entre 0.6 MHz y 20 MHz. ka se conoce como frecuencia adimensional y es el producto del
namero de onda de la onda incidente (k = 27 f/c) por el radio del dispersor (a).

La dependencia con la frecuencia toma relevancia cuando se desea estimar el tamano
de dispersores esféricos a partir del BSC. En un estudio realizado por Insana et al. [80], se
determinaron los siguientes intervalos para la estimacién del tamano del dispersores esféricos
(Fig.2.3).

= Si ka < 0.5, se tiene el régimen de dispersiéon de Rayleigh. En el cual, no es posible relacionar
los cambios en la estimacion espectral con la estructura del dispersor [80]. Esto debido a
que sin importar el tamafio del dispersor la dependencia en frecuencia va como f? .

= Si 0.5 < ka < 1.2, se obtienen las mediciones mas exactas del tamano del dispersor. Debido
a que en este rango, dicho pardmetro es el principal factor que determina la dependencia de
la frecuencia con el coeficiente de retrodispersion 80, 81].

= Si 1.2 < ka, se tiene el régimen de dispersion de Mie. En este rango, las propiedades del
medio distintas del tamafio del dispersor, son las que modifican el espectro de retrodispersion,
por lo que no es conveniente determinar el tamano de los dispersores para estos valores de
ka, ya que seria necesario tener bien caracterizado el medio, lo cual no es posible en muchos
tejidos biologicos [80].

Para estimar el coeficiente de retrodispersion a partir de las senales de radiofrecuencia, la
senal registrada debe corregirse por el patron de difraccion del transductor [82] y la funcion de
transferencia del sistema, esto con la finalidad de obtener un parametro que sea independiente
del sistema de adquisicién y que por lo tanto, solo contenga informacién del medio que se esta
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2. RETRODISPERSION ACUSTICA

analizando [63]. Aunado a esto, es necesario compensar por la pérdida de energia del pulso al
viajar por el medio de interés, es decir, por la atenuacion [83].

Los pasos méas comunes que se siguen para la estimacion del BSC (Fig. 2.4), son [63]:

1.- Adquirir las sefiales de RF del medio de interés,
2.- Calcular el espectro de potencia de la senal recibida empleando la transformada de Fourier,
3.- Estimar el espectro de potencia normalizado,

4.- Compensar por los efectos de atenuacion y difraccion.

Cada uno de los pasos previamente presentados se explicardn a mayor detalle en el Capitulo 4.

Fig. 2.4: Metodologia para la estimacion del BSC.A) Adquisiciéon de los ecos generados por la interaccion de las ondas
de ultrasonido con un medio de interés (esponja). B) Senales de radiofrecuencia (RF) adquiridas por cada uno de los
elementos piezoeléctricos del transductor utilizado. C) Espectro de potencia de la muestra (rojo) y del maniqui de
referencia (azul). D) Espectro de potencia normalizado. E) Espectro del coeficiente de retrodispersion de la muestra
compensado por efectos de atenuacion.

2.1.2. Solucién al problema de dispersion

Conocer el campo de presion dispersada por un medio bioldgico es un problema complejo,
debido a que la estructura de éste también lo es. Una primera aproximacion para estudiar la
dispersion de ondas de ultrasonido en medios biologicos, es simular las estructuras de interés dentro
del tejido mediante figuras geométricas simples, por ejemplo, cilindros y esferas. Otra consideracion
que se realiza para simplificar el problema es considerar que las ondas que inciden sobre los
dispersores son armonicas y planas [70], con esta suposicion se ignoran cualquier modificacion que
pueda tener la forma de la onda debido al fenémeno de difraccion, generado por la geometria del
transductor. Aunado a esto, otra de las principales simplificaciones que se consideran al modelar
el fenomeno de dispersion es que la distribucion espacial de dispersores es aleatoria, por lo que se
tiene una dispersién incoherente, asi como la aproximacién de Born o de dispersion leve, en la
cual se considera que la dispersion miltiple es despreciable [62].
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2.1 Dispersion

Existen principalmente dos métodos, que permiten determinar la presion dispersada debido
a la falta de homogeneidad en el medio, estos son, el método de Green [73] y el método de
condiciones a la frontera [70], siendo este ultimo el que se utilizo para este trabajo y el que se
describe a continuacion.

El método de condiciones a la frontera, parte de la suposicién de que la ecuaciéon de onda
para un medio homogéneo es valida dentro y fuera del dispersor. Por lo que se busca encontrar la
solucion para esta ecuacion a partir de las condiciones a la frontera para la superficie del dispersor.
Este método es de utilidad cuando se conocen las caracteristicas del dispersor y éste tiene una
geometria simple.

En la Fig.2.5 se muestra el sistema para el cual se busca determinar el campo de presion
dispersada, donde se tiene que la onda incidente es una onda armoénica y plana, y 7 indica el
punto de observacién en que se desea conocer el campo.

Fig. 2.5: Sistema de dispersién, donde p, y ko corresponden a la densidad y compresibilidad del medio de propagacion
Yy ps ¥ ks, son la densidad y compresibilidad del dispersor.

Esfera fluida en un medio fluido

Para comenzar con la deduccién de la solucién al problema de dispersiéon primero es
necesario definir qué es un fluido. Un fluido es aquel material que en su estado de reposo no
presenta resistencia alguna ante esfuerzos cortantes, debido a ello su médulo de corte es cero, G
= 0. Entre los fluidos se encuentran los liquidos, gases y plasmas, y la diferencia principal entre
ellos radica en el valor de compresibilidad que presentan |28, 84].

El sistema que nos interesa resolver para este proyecto es el de una esfera fluida en un
medio fluido. La geometria de dicho sistema se seleccion6 con base en la suposicion de que la
forma de los alvéolos puede aproximarse a una geometria esférica. En cuanto a la eleccion de que
la esfera sea fluida, esto se debe a que durante la etapa fetal, los alvéolos se encuentran llenos de
liquido. Por otro lado, la razén por la cual se considera que el medio circundante también es un
fluido se debe a que los tejidos blandos como el pulmén, se pueden modelar como fluidos para
las frecuencias empleadas en ultrasonido diagnoéstico [29, 73|. Lo anterior esta relacionado con el
hecho de que los tejidos tienen un alto contenido de agua, por lo que se realiza la aproximacion
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2. RETRODISPERSION ACUSTICA

de que las ondas que se propagan en ellos son las mismas que se trasmiten en los fluidos, es decir,
ondas longitudinales |29, 85].

Dado que el tejido blando se puede simular como un fluido, estos tiene la caracteristica de
solo propagar ondas de tipo longitudinal. Esto se debe a que las ondas de corte se propagan de
forma lenta en los tejidos blandos aproximadamente entre 1 - 10 m/s, por lo que estas se atentian
rapidamente, y su distancia de propagacion es menor a decenas de milimetros [86]. Sin embargo,
en tejidos biologicos de mayor densidad, por ejemplo, el hueso [85], es necesario considerar la
contribucién de las ondas de corte.

Otra suposicion relevante que se debe realizar para calcular la presion dispersada, es que
la contribucién de la dispersién miltiple es despreciable, por lo que se puede considerar a los
tejidos blandos como un medio de dispersion débil [73], lo cual permite utilizar la aproximacion
de Born. En el caso del pulmén fetal, se espera que se cumpla la aproximaciéon de Born, dado que
las impedancias actsticas del tejido pulmonar y el agua son similares, 1.53 MRayl® y 1.48 MRayl,
respectivamente. La impedancia acustica se refiere a la resistencia que pone el medio a que una
onda se propague. Puesto que las impedancias son cercanas, el fendmeno de dispersion sera débil,
dado que la mayor parte de la onda se trasmitird y no sera redirigida en otras direcciones.

Cuando se tiene un fluido homogéneo, isotropico y no viscoso, la ecuacién de onda que
permite modelar el fenémeno de propagacién de una perturbaciéon aciistica en este tipo de medio,
esta descrita por la siguiente expresion:

1 6?P
V2P = ——, 2.9
g 02 (2.9)
donde P es la presion y ¢q es la velocidad de propagacion del sonido en el fluido. Esta ecuacion es
validad dentro de una aproximacién lineal.

El campo de presion en una cierta posicién T, es la suma tanto de la presiéon incidente
Pine como de la dispersada Py, es decir [70],

P(T,t) = Pinc(T,t) + Py(T,1). (2.10)

En lo que respecta a la onda incidente, ésta debe cumplir con ser armoénica y plana. Por la
simetria del problema conviene expresar esta onda en coordenadas esféricas, suponiendo simetria
azimutal %:

Pinc(E,t) = €7 = Py 3 (20 + 1)i" Py (cos 0) ju (kor), (2.11)
n=0

donde P, es la magnitud de la presion incidente, j, es la funcién esférica de Bessel de primera

3Este valor se obtuvo considerando que el tejido pulmonar tiene caracteristicas similares a la placenta. Los
valores de densidad y velocidad del sonido utilizados para estimar la impedancia del tejido y del agua se encuentran
en la Tabla. 4.2.

4En el siguiente desarrollo se omitira la parte temporal, sin embargo, esta forma parte de la solucion, e
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2.1 Dispersion

especie y orden n, k, es el niimero de onda para la onda que se propaga en el medio circundante
a la esfera y P, (cosf), es el polinomio de Legendre para cos 6.

Para obtener la expresion para la presion dispersada se debe resolver la ecuacion de onda
(2.9) en coordenadas esféricas, debido a la geometria del sistema. Sin embargo, se deben realizar
algunas consideraciones adicionales:

1.- El centro del sistema de coordenadas se encuentra en el centro de la esfera,

2.- Debido a la simetria del problema el campo de presiéon en cualquier punto del espacio es
independiente de la componente azimutal ¢.

A partir de las consideraciones anteriores, se obtiene la siguiente expresion para la presion
dispersada:

n

P,(T) = i A (20 + 1)i"A (ko) Py (cos 6), (2.12)
n=0

donde A, es un coeficiente cuyo valor se determina mediante el método de condiciones a la

1 ., L. . .
frontera; hgl) corresponde a la funcién esférica de Hankel de primera especie y orden n.

Para emplear el método de condiciones a la frontera, también es necesario conocer c6mo
es la presion dentro del dispersor, Py, la cual se obtiene de forma anéloga a la presion dispersada.
Sin embargo, en este caso no se usa la funciéon de Hankel, sino solo la funcién esférica de Bessel
de primera especie, puesto que la funcion de Bessel de segunda especie, Y,,(kr), no esta definida
en el centro del sistema. Por ello, la solucién tiene la siguiente forma:

Pi(T) = Bu(2n + 1)i"jn(kr) Pp(cos ), (2.13)

n=0
donde B,, es un coeficiente que se obtiene por medio del método de condiciones a la frontera, y k
es el nimero de onda para la onda que se propaga en el material de la esfera.

Las condiciones a la frontera que se deben cumplir para determinar los coeficientes A,, y
B,,, son las siguientes:

» a) Continuidad de la presion, la cual asegura que no se tiene fuentes en la frontera de los
medios,
Pinc(koa) + Ps(koa) = Pi(ka), (2.14)
donde a es el radio del dispersor.

= b) Continuidad en las componentes de la velocidad® a ambos lados de la interfaz, con lo

5La componte de velocidad se puede expresar en términos de la presiéon a partir de la siguiente expresion

v, = (ip/w)dp/Or, [70].
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2. RETRODISPERSION ACUSTICA

cual se asegura que existe contacto entre el medio y la esfera,
Vrinc (Ko@) + Ve s(koa) = vy i(ka). (2.15)

Solo se considera la componente radial del vector de velocidad, debido a que las ondas en un
fluido no tienen componente transversal, puesto que solo se propagan ondas longitudinales.

Al resolver el sistema de ecuaciones planteado por (2.14) y (2.15), se obtiene que |70],

A, = pcin(ka)jy (koa) — pocojn(koa)iy, (ka)
pocohss) (koa) i, (ka) = peju(ka)h” (koa)
donde p y ¢, son la densidad y velocidad del sonido en la esfera, mientras que p, y ¢, son la
densidad y velocidad del sonido en el medio circundante al dispersor. Mientras que, j,, y h%l),,
indican la primera derivada de la funcién esférica de Bessel y de Hankel, respectivamente.

(2.16)

Cuando el punto de observacion cumple con la siguiente relaciéon kr »1, es decir, cuando se
busca determinar la presion dispersada en campo lejano, la expresion (2.12), puede simplificarse
de la siguiente forma ©:

1 o0
Py(r,0) ~ — > An(2n+ 1) Py(cos ), (2.17)

n=0

Es de interés realizar la aproximaciéon a campo lejano, ya que en esta regiéon del campo,
las ondas de comportan como ondas planas, lo cual permite hacer uso de la expresion (2.8) [70], y
finalmente, emplear (2.5) para el célculo del coeficiente de retrodispersion.

Hasta aqui se ha planteado el camino que se debe seguir para estimar el coeficiente de
retrodispersion cuando se conocen las caracteristicas del medio donde se propagan las ondas de
ultrasonido. Sin embargo, en la practica lo que se busca es poder caracterizar al medio de interés
a partir de conocer el coeficiente de retrodispersion, por ello, en el Capitulo 4 se presenta el
método que se sigue para realizar dicha estimacion.

2.2. Atenuacion

De acuerdo con lo antes mencionado, uno de los principales factores que se deben tomar
en consideracion para una correcta estimacion del BSC es la atenuacion. La cual se define como
la pérdida de energia actistica que el pulso experimenta conforme viaja en el medio [88], ya sea
por fenémenos de absorcion o dispersion.

Una de las razones por las cuales la técnica de ultrasonido cuantitativo que se basa en el
coeficiente de retrodispersion ha tenido un uso limitado, es debido a que la atenuacion es funcion

Para obtener la expresién (2.17) se emple6 una aproximaciéon para la funcién de Hankel de acuerdo con
(11.160a) de [87].
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de la frecuencia a lo largo de la trayectoria, lo que no permite conocer de manera precisa la
dependencia de la frecuencia con el coeficiente de retrodispersion [89].

El parametro que permite cuantificar la pérdida de energia de la onda al recorrer cierta
distancia dentro de un medio, se conoce como el coeficiente de atenuacion « [88]. El cual
corresponde a la fracciéon de amplitud que pierde el pulso de ultrasonido cuando atraviesa el medio
y sus unidades son Nepers por centimetro (Np/cm) o también se puede expresar en decibeles
por centimetro (dB/cm) [90]. Este factor es dependiente tanto de la frecuencia, como de la
temperatura y se encuentra relacionado con la penetracion del pulso en el medio [88].

En el caso de los tejidos biologicos, se ha encontrado que la dependencia con la frecuencia
se aproxima como «(f,z)~ a,f™, donde «, se denomina atenuacion especifica y los valores que m
puede tomar se encuentran entre 1y 2 |70].

En general, se pueden tener tres tipos de coeficientes de atenuacion, los cuales son: local
(ar), promedio (ap) y total («). El primero de ellos permite conocer la atenuaciéon dentro de
una region de interés [63| a una profundidad z. En el contexto de este trabajo, esta region se
denominaré regién de estimaciéon de parametro o PER por sus siglas en inglés. Por otro lado, ap
se obtiene a partir del promedio de los valores de «, de todos los tejidos que se encuentran entre
el transductor y la PER en cuestion, a una profundidad z [52]. Finalmente, « se define como la
atenuacion promedio mas la atenuacion del eco en su trayecto de regreso al transductor [52].

2.3. Campo de presiéon incidente. Efectos de difraccion.

Aunque en la solucién tedrica para el problema de dispersion, se realiza la suposicion
de incidir al medio con una onda plana, en la realidad esta no conserva esa forma. Debido a
que las caracteristicas del campo de presion incidente dependen tanto de las especificaciones del
transductor que se emplee para su generaciéon, como del medio en el cual se busca propagar las
ondas acusticas. En lo que respecta al transductor, el campo de presiéon va a depender de la
geometria de éste y de los pardmetros de operacion del equipo.

El campo de presiéon incidente, se calcula principalmente mediante dos métodos: el método
analitico [70] y el del espectro angular [70]. En lo que respecta al primero de ellos, este consiste en
resolver la ecuacion de onda para las condiciones de frontera de la fuente, empleando la funcién de
Green. Mientra que, el método del espectro angular se desarrolla en el espacio de Fourier, donde
se busca conocer la funcion de transferencia de frecuencia espacial y a partir de ella, determinar
el campo de presion incidente.

El campo de presiéon para un transductor enfocado se puede dividir en tres regiones de
interés, el campo cercano o de Fresnel, la zona focal y el campo lejano o de Fraunhofer, Fig.2.6.

En la region de Fresnel, la amplitud del campo de presién no es constante, esto debido al
fenomeno de difraccion [48]. Esta region tiene la caracteristica de tener un perfil de haz convergente
y en la region de convergencia se produce el méaximo de la presion de ultrasonido [30].

En lo que respecta a la zona de Fraunhofer, el campo de presién en el eje axial presenta
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un maximo, y posteriormente, disminuye conforme aumenta la distancia [48]. En esta region,
contrario a lo que se aprecia en la zona de Fresnel, se tiene un perfil de haz divergente [30].

Finalmente, en la zona focal, es donde se tiene el menor volumen del campo de presiéon y
la mayor intensidad de este. La razén de emplear un haz enfocado es que esto permite aumentar
la resolucion lateral de las estructuras que se pueden estudiar [30]. Es decir, una mayor resolucion
lateral, permitira distinguir como dos objetos independientes a dos estructuras en la direccion
lateral, cuya distancia sea igual o mayor al valor de la resolucién.

Fig. 2.6: Simulacion del campo de presion incidente para un arreglo lineal de 192 elementos, a una frecuencia central
de 6 MHz, y un foco de 15 mm.

Dado el campo de presién incidente, es posible determinar las dimensiones del volumen
que cumplen con tener el campo de presiéon méximo y aproximadamente constante. Este se ubica
en la zona focal, Fig.2.7, y puede calcularse a partir de conocer tres caracteristicas del sistema,
las cuales son:

1.- El ancho del haz en la direccion lateral (azimutal),
2.- La profundidad de foco (depth of focus),

= La altura de los elementos piezoeléctricos.
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Fig. 2.7: Esquema de un haz generado por un transductor lineal, modificado de [91]. En azul se encuentra sefialado el
volumen donde el campo de presién es maximo y aproximadamente constante.

Ancho del haz en la direcciéon lateral. Se determina a partir de calcular el perfil del
haz de ultrasonido a la profundidad en la cual se desea conocer este parametro, esto debido a
que la forma del haz cambia como funcién de la profundidad. Una vez que se conoce el perfil
del haz, se debe estimar la anchura a media altura (FWHM) del l6bulo principal, dicho valor
correspondera al ancho del haz, Fig.2.8.

Fig. 2.8: Perfil del haz de ultrasonido en la direccién lateral, para un transductor lineal de 192 elementos, una frecuencia
central de 6 MHz y un foco a 15 mm.

Este parametro esta relacionado con la apertura activa del transductor, por lo que a menor
apertura més estrecho es el haz cerca de la superficie del transductor [92]. La apertura activa
(AP) se define como la distancia en la direcciéon azimutal (lateral) que abarcan los elementos
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piezoeléctricos que se encuentran activos mientras se envia o se recibe un pulso de ultrasonido,
la apertura activa de emisién y recepciéon pueden ser iguales o diferir. Esta se puede calcular a
partir de la siguiente expresion:

AP = pitch- (n—1) (2.18)

donde el 'pitch’ se refiere a la distancia que hay entre los centros de dos cristales piezoeléctricos
adyacentes, y n es el nimero de cristales piezoeléctricos que estan activos.

La profundidad de foco es una medida de la distancia axial sobre la cual el haz de
ultrasonido mantiene aproximadamente el mismo ancho que en el punto focal. Ademaés, este
pardmetro esta relacionado con la apertura activa del transductor, ya que a mayor apertura,
conservando el mismo punto focal, menor sera la profundidad de foco [28].
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En este capitulo se plantearon los conceptos bésicos para entender el fendmeno de dispersion.
En los capitulos siguientes se describiran los pasos que se deben seguir para poder realizar una
caracterizacion del medio de interés, que como primera fase del proyecto corresponde al analisis
de un maniqui con una morfologia similar al pulmén, que estara conformado por una esponja de
melamina.

En la Fig.2.9 se presenta un esquema del rendimiento técnico que se plantea para la
evaluacion del tamano de dispersores esféricos mediante ultrasonido utlizando un maniqui con
morfologia similar al tejido pulmonar (esponja), con miras a su implementacion para la estimacion
del tamano de los alvéolos. El método de referencia (Fig.2.9 ruta 1 [rosa]) que se utilizara sera
la técnica de microscopia electrémica, la cual permitirad obtener imagenes de la estructura de
la esponja mediante un microscopio de barrido electréonico o SEM por sus siglas en inglés. A
partir de las imagenes adquiridas, se analizara el tamano de los poros para establecer el valor de
referencia.

El proceso de caracterizacion por ultrasonido (Fig.2.9 ruta 2 [azul]) consistira en la
adquisicion de las senales de radiofrecuencia provenientes de los ecos generados en la esponja.
Estas senales seran procesadas, comenzando por el calculo del espectro de potencia, seguido de
la estimacion del coeficiente de retrodispersion (BSC). Posteriormente, empleando el BSC se
estimaré el tamano promedio de los dispersores en la esponja. Finalmente, se evaluara el sesgo de
las estimaciones realizadas mediante la técnica de ultrasonido.

Fig. 2.9: Esquema del rendimiento técnico para la estimacién del tamano de los dispersores en un maniqui con
morfologfa similar al tejido pulmonar (esponja) empleando la técnica de ultrasonido.
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Capitulo 3

Maniqui de estudio

Como se ha mencionado anteriormente, el proyecto con el INPer abarca el analisis de tres
distintos medios, en el siguiente orden:

1.- Maniqui con morfologia similar al pulmoén.
2.- Tejido pulmonar de modelo animal.

3.- Tejido pulmonar fetal.

En este capitulo se presentan las caracteristicas del primero de ellos, asi como el proceso
que se siguid para su estudio mediante la técnica de microscopia. En el Apéndice. A.1 se describen
los avances que se llevan respecto al modelo animal.

3.1. Maniqui de esponja

Un maniqui es un objeto disenado con la finalidad de imitar las propiedades del tejido,
estas pueden ser propiedades fisica (estructurales), asi como propiedades actsticas [93]. Como
maniqui se decidié utilizar esponjas de melamina (melamina-formaldehido) comerciales marca
Hakoo, con dimensiones de 10 cm x 6.5 cm x 3.5 cm y una densidad aparente de 8.79 kg/m?3.
Este material se seleccioné debido a que en otras investigaciones estas han permitido emular las
caracteristicas morfologicas del tejido pulmonar. Entre los estudios que han empleado esponjas
para replicar las caracteristicas morfologicas del pulmoén se encuentra el de Zhou et al. (2018) [94],
en el cual utilizaron esponjas con distintas cantidades de agua para simular las caracteristicas del
tejido pulmonar ante un caso de edema. Bliithgen et al. (2017) [95] emplearon maniquies a base
de esponjas para ensenar y estudiar las lineas A y B que constituyen artefactos de reverberacion
presentes en las ecografias pulmonares.

En la Fig.3.1, se presenta una imagen de tejido pulmonar de adulto obtenida mediante
microscopia Optica, asi como una imagen de la esponja de melamina empleando microscopia
electronica. A través de flechas de color blanco se sefialan algunos alvéolos (Fig.3.1a)), que
corresponden a las estructuras de interés. Mientras que con flechas de color amarillo se senalan los
poros de la esponja (Fig.3.1b)) con los cuales se busca emular la morfologia de los alvéolos. A partir
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de las imagenes mencionadas se puede apreciar que la estructura de la esponja permite replicar la
estructura alveolar, por ello, dicho material nos permitié realizar una primera aproximacién para
su caracterizacion.

a) Tejido pulmonar. b) Esponja de melamina.

Fig. 3.1: Comparacion de la estructura del tejido pulmonar y el maniqui de esponja. La imagen a) se adquirié mediante
un microscopio 6ptico, su coloracién morada se debe a la tintura que se emplea para la preparaciéon de muestra biologicas.
Las zonas con una mayor tincién corresponden a regiones donde habia tejido biologico. Las flechas blancas senalan
estructuras alveolares. En b) los poros se sefialan con flechas amarillas. Para la adquisicion de esta imagen se utilizé un
microscopio de barrido electrénico (SEM), la preparacion de esta muestra consistié en evaporar sobre ellas carbono.
Las zonas donde se deposit6 el carbono se observan como regiones blancas en la imagenes y corresponden a la reticula
de la esponja que forma los poros.

En el caso de este proyecto se emplearon esponjas de melamina inmersas completamente
en agua desionizada (Fig.3.2) con la finalidad de replicar la estructura alveolar fetal, la cual se
encuentra llena de liquido amniético y no de aire, como ocurre después del nacimiento. En la
Tabla.3.1, se presentan los valores de la densidad y la velocidad del sonido para el agua y el
liquido amniético, con lo cual se muestra que existe una buena aproximacion a las propiedades
acusticas y fisicas del fluido en el tejido pulmonar al llenar los poros de la esponjas con agua.
Adicionalmente, en la base del recipiente donde se colocé la esponja, se situdé un absorbente
actstico (AptFlex F28, Acoustic Polymers Ltd), para evitar los ecos provenientes de la base del
contenedor.

Agua Liquido amniético
Densidad [kg/m?| 998.2 [70] 1008 [96, 97|
Velocidad del sonido [m/s| | 1482.4 |70] 1534 98]

Tabla 3.1: Valores de densidad y velocidad del sonido para el agua y el liquido amniético.La velocidad del sonido en
agua se determiné a partir de la relacién 4/ ;%p’ r es la compresibilidad adiabatica [70]. La densidad el liquido amniético

corresponde a la media de los valores reportados en [96] y [97].
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Fig. 3.2: Maniqui con morfologia similar al pulmoén.

3.2. Meétodo de referencia

De acuerdo con lo presentado en la Fig.2.9, es necesario caracterizar el maniqui mediante
una técnica independiente a la de ultrasonido. Esto con la finalidad de obtener un estandar de
referencia con el cual comparar los resultados obtenidos a partir de esta técnica. En el caso de
este trabajo se decidié adquirir imagenes de la esponja empleando microscopia electréonica y a
partir de dichas imégenes se realiz6 un anélisis del tamafno de los poros de la esponja.

Para la adquisiciéon de las imagenes se realizaron algunos cortes de la esponja en seco, de
modo que se obtuvieran laminillas. Dado que no se contaba con un microtomo para realizar cortes
homogéneos de la esponjas, se hizo uso de una hoja de bisturi para realizar los cortes. Debido
a ello no se obtuvieron muestras con un grosor homogéneo. Posteriormente, estas muestras se
analizaron utilizando un microscopio de barrido electréonico o SEM por sus siglas en inglés. Dichas
adquisiciones fueron realizadas por el técnico Samuel Tehuacanero Nunez, en el Laboratorio
Central de Microscopia del Instituto de Fisica de la UNAM. El equipo empleado corresponde a
un microscopio de barrido electrénico de Ultra - Alta Resolucion JSM - 7800F Schottky Field
Emission Scanning Electron Microscope de la marca JEOL. Para la adquisicién de las imégenes,
dado que las muestras no era de un material conductor se evaporo sobre ellas carbono.

Los parametros de adquisicién empleados fueron los siguiente:

Voltaje: 5.0 kV

Magnificaciéon: x70

Distancia de trabajo: 40 mm

Detector: LED (Lower Electron Detector)

Tipo de electrones: secundarios
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En total se adquirieron 10 imégenes mediante SEM de la esponja de melamina, Fig. 3.3a).
Posteriormente, se emple6 el software ImagelJ [99] para realizar el andlisis sobre el tamano de
los poros. Se selecciond dicho software puesto que es de dominio publico y se utiliza para el
procesamiento de imagenes. Este software permite seleccionar regiones de interés (ROIs) de la
imagen y brinda parametros relacionados con dicha region de interés, Fig.3.3b).

a) Imagen SEM b) Identificacién de los poros, empleando ImagelJ.

Fig. 3.3: Analisis del maniqui de esponja.

En el caso de este trabajo, lo que se hizo fue delimitar mediante una regiéon de interés
(ROI), la seccién de la imagen que correspondia a la estructura de un poro, Fig.3.3b).Se considero
como poro a toda aquella estructura cerrada, cuyos bordes fueran continuos y bien definidos.
Dicho proceso se realizé6 manualmente y la tinica consideracién que se realiz6 para el contorneo fue
descartar todos aquellos poros que desde el punto de vista de la persona que estaba realizando la
identificacién, se encontraban en capas més profundas de la red que constituye a la esponja y no
en la superficie. Esto debido a que las dimensiones de dichas estructuras no son las mismas que las
de la capa superficial, ya que existe un efecto de profundidad. Dado que tal procedimiento depende
del criterio de quien esté realizando la seleccidn, se decidi6 realizar un analisis de variabilidad
inter-operador, para ello se decidié que tres personas diferentes realizaran el proceso.

Una vez que se realizo la identificaciéon de las estructuras, se estimé el area contenida en
las ROIs seleccionadas, para ello, se hizo uso de la herramienta de medicién que viene incluida
en el software ImageJ. Para obtener el tamaino del poro a partir de la informacién anterior, se
hizo la suposicion de que los poros tienen una geometria esférica y que en promedio todos fueron
divididos por la mitad. Lo anterior permite considerar que el &rea estimada corresponde a la

de un circulo y determinar el radio efectivo (1) de los poros empleando la siguiente expresion,
A = 7r2.

3.3. Valor de referencia

Para establecer el valor de referencia respecto del cual se evaluara el sesgo del tamano de
los poros estimado a través de ultrasonido se siguieron los siguientes pasos:
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1.- Se calculf el valor promedio de los radios obtenidos al analizar las 10 imagenes adquiridas
mediantes SEM por cada persona.

2.- Se realizaron pruebas de hipétesis para conocer si las tres medias eran iguales. En caso de
ser las mismas, se juntaron todos los datos de los radios obtenidos por cada individuo y se
estimé6 la media. Por el contrario, si al menos uno era diferente, lo que se hizo fue obtener
el promedio de las 3 medias calculadas.

3.- La media obtenida en el paso anterior fue la que se utilizé6 como valor de referencia, a,.;.

3.3.1. Pruebas de hipoétesis

Se decidié realizar pruebas de hipotesis para conocer si las medias obtenidas por las
personas que realizaron la identificacién de los poros eran iguales o si existia una variabilidad
inter-operador. Esto debido a que el proceso de seleccion de la ROI era manual, por lo que
puede existir una dependencia respecto del operador al momento de delimitar el contorno de la
estructura.

De acuerdo con la literatura [100, 101], hay dos pruebas que permiten determinar si existe
una variacion inter-operador, mediante la comparaciéon de las medias obtenidas, las cuales son
ANOVA y Kruskal-Wallis. A continuacién, se presentan las caracteristicas necesarias para dichas
pruebas.

Cuando se desea aplicar ANOVA para la comparaciéon de tres o mas medias que provienen
de muestras independientes, se requiere que las variables cumplan ciertos requisitos:

» La variable dependiente debe ser cuantitativa (tamafno del poro), mientras que la variable
independiente es cualitativa o categorica (operador) [101].

» La distribucion de las observaciones debe ser normal para cada uno de los grupos. [100].
» Debe existir homogeneidad de las varianzas [100].

= Las observaciones de cada uno de los grupos constituyen una muestra aleatoria y son
independientes entre si [100].

Sin embargo, en lo que respecta a la normalidad, ANOVA es un método robusto en el
caso de que no se cumpla este requisito, siempre y cuando se tenga una muestra grande (n > 30)
[101]. Por otro lado, la violacion de la hipotesis de homogeneidad de las varianzas tampoco tiene
gran trascendencia si el nimero de datos por grupo es grande y es similar (mayor/menor < 1.5)
[100-102]. Finalmente, la violaciéon de la independencia de las observaciones puede generar graves
errores en las inferencias realizadas [100].

En el caso de que se tengan grupos con tamanos o varianzas que sean significativamente
desiguales, se debe realizar una prueba no paramétrica como la de Kruskall-Wallis [101].

Para realizar la evaluacion de los requerimientos de la prueba de ANOVA, se utilizaron los
siguientes métodos:
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= Normalidad. Si el nimero de datos es menor a 50 se empled una prueba de Shapiro-Wilk
[103]. En caso contrario, la prueba que aplico fue la de Lilliefors [104-106]. Para esta
evaluacion las hipotesis que se plantearon son las siguientes:

e Hj: La distribucién de los datos es normal

e H,: La distribucién de los datos no es normal

Se eligi6 un nivel de confianza del 95 %, por lo que el nivel de significancia estadistica es de
a = 0.05. Tomando en consideracion lo anterior, si el valor de p (probabilidad condicionada)
es menor que « (p < 0.05), se rechaza la hipotesis nula (Hp), por lo que los datos no siguen
una distribucién normal.

= Homogeneidad de las varianzas. Para esta evaluacion se realizo la prueba de Leven, la cual
tiene la ventaja de ser una prueba robusta en el caso de que no se tenga normalidad en los
datos [102]. Las hipotesis de esta prueba son las siguientes:

e Hy: Los grupos tienen varianzas iguales

e H,: Los grupos tienen varianzas diferentes

De manera analoga a la prueba anterior, se tomo6 un nivel de confianza del 95 %, por lo que
en caso de tener un valor de p < 0.05, se rechaza la hipdtesis nula, lo que implica que los
grupos no tienen varianzas iguales.

Tanto para la prueba de ANOVA como para de Kruskall-Wallis, las hipotesis fueron las
siguientes:

» Hy: Las medias de los grupos son iguales (p1 = pg = u3)

» H,: Al menos una media es diferente (u; # o = p3)

De igual forma, se seleccion6 un nivel de confianza del 95 %. En el caso de que el valor de p fuera
menor a 0.05, esto corresponderia a rechazar la hipétesis nula, lo cual implica que al menos una
de las medias es diferente. Sin embargo, dicho resultado no especifica cual o cuales son los grupos
diferentes. Por lo que se debe realizar otra prueba, a este tipo de pruebas se les conoce como
post-hoc o a posteriori [107].

Las pruebas post-hoc tienen la finalidad de comparar todos las medias entre si, es decir,
establecen todas las comparaciones posibles por pares (dos a dos), para identificar diferencias
significativas [107]. Sin embargo, dado que estas pruebas realizan multiples comparaciones, esto
genera que el error tipo I! aumente, por ello el nivel de riesgo inicial a debe ajustarse [108]. Existen
diversos métodos para realizar este tipo de ajuste, uno de ellos es la correccién de Bonferroni
[109], éste modifica el nivel de riesgo de la siguiente forma [108]:

Ay =

2, (3.1)

'l error tipo I consiste en rechazar la hipétesis nula cuando esta era realmente verdadera; la probabilidad de
cometer este error esta dada por « [107].
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donde «, es el nivel de riesgo ajustado, « el nivel de riesgo inicial y k¥ el nimero de
comparaciones.

En el caso de que se haya realizado la prueba de ANOVA el test post-hoc corresponderia
a una prueba t pareada con correccion de Bonferroni [109]. Mientras que para la prueba de
Kruskall-Wallis se utilizé la de Mann Whitney-U con correcciéon de Bonferroni [108]. En ambas
pruebas las hipétesis son las siguientes:

» Hy: Las medias son iguales (u1 = p2 )

» H,: Las medias son diferentes (11 # ug2)

Las pruebas de hipotesis mencionadas anteriormente se realizaron en RStudio [110].

3.3.2. Intervalos de confianza

Ademas de las pruebas mencionadas anteriormente, se calcularon los intervalos de confianza
para la estimacion de la diferencia entre las medias. Para la construccion de dichos intervalos
se considerd un nivel de confianza del 95 % y la expresion a utilizar dependi6 de si existia o no
homogeneidad de las varianzas. Las expresiones siguientes se pueden emplear aunque no exista
normalidad de los datos siempre y cuando se cumpla n > 30 [101].

» Homogeneidad de las varianzas [101]:

1 1
IC 95% = dif. medias =+ #0259 Um/n— + — (3.2)
1 2

donde £ g25,4 €s el valor de la distribucion t de Student para un error alfa del 0.025, puesto
que se desean un nivel de confianza del 95% y gl = grados de libertad (gl =ny +mng2 —2 ).
Mientras que, o, es la desviaciéon estdndar ponderada 2,

o \/ (n1 — 1)o? + (n2 — 1)o3
P (n1—1)+(n2—1) ’

» Varianzas heterogéneas [101]:

O'2 0'2
IC 95% = dif. medias =+ #0254 n—1+—2 (3.3)
1

ng

20p4/ 7711 + n—12, corresponde al error estandar de la diferencia de las medias.
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En este caso los grados de libertad se deben estimar de la siguiente forma,

donde o es la desviacion estandar 3.

2 2
o o L, . . . . L
34/ ot corresponde al error estandar de la diferencia de las medias, cuando las varianzas son heterogéneas.
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Capitulo 4

Caracterizacion ultrasonica

El objetivo general de este trabajo es validar que existe una correlacién entre el coeficiente
de retrodispersion y el tamano de los dispersores con los que interactiio la onda de ultrasonido
empleando un maniqui con una morfologia simular al pulmén. A lo largo de este capitulo se
describe la metodologia seguida para la adquisicién, procesamiento y analisis estadistico de las
senales de radiofrecuencia. Todos los programas utilizados para la estimacion del tamano del
dispersor se encuentran implementados en el lenguaje de programacion de MATLAB R2021a
(The Math-Works, Natick, MA).

4.1. Adquisicién de los datos

Para la adquisicion de las senales de radiofrecuencia del maniqui de esponja, se hizo uso del
equipo de ultrasonido Siemens Acuson S3000 (Siemens Medical Solutions USA, Inc., Malvern, PA,
EEUU) (Modelo: 10441730 y No. de serie: 219986) empleando el transductor 1214 (No. de serie:
62925011), Fig.4.1. Los parametros empleados para la adquisicion de los datos de ultrasonido
fueron los siguientes:

Frecuencia nominal de emision: 6 /9 / 12 MHz
» Foco en la direccion axial (trasmision/recepcion): 1.5 cm

Profundidad: 2.5 cm

Potencia acustica: 100 %
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Fig. 4.1: Equipo de ultrasonido y transductor empleado.

En total se analizaron cinco esponjas y por cada una se evaluaron 12 posiciones. Para
elegir una posicién de adquisicién primero se realizé6 un escaneo de toda la esponja y mediante
la imagen en modo B, se determiné cuéles eran las zonas que contenfan burbujas de aire y las
que no, como se muestra en la Fig.4.2. Finalmente, se adquirieron datos de las zonas donde no
se apreciaban estas contribuciones de aire, Fig.4.2b). La adquisicion de los datos fue realizada
por dos operadores. De acuerdo con un estudio previo [111] donde se analiz6 la variabilidad
inter-operador para la estimacion del coeficiente de retrodispersion en mama, en el cual se empled
el mismo equipo que en este proyecto, se puede suponer que hecho de que la adquisicién fuera
realizada por dos operadores no afecta de manera significativa los resultados obtenidos. Sin
embargo, es necesario como trabajo a futuro, realizar un analisis inter-operador, para verificar
que esta propiedad también se cumple en el tejido pulmonar.
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4.2 Procesamiento de las sefiales de RF

a) Regién con burbujas de aire b) Regién de adquisicién adecuada

Fig. 4.2: Seleccién de zonas de adquisicion. En a) se sefialan con flechas amarillas las regiones brillantes que corresponde
a burbujas de aire.

4.2. Procesamiento de las senales de RF

Para la estimacion del tamano del dispersor, se procesaron las senales crudas de la siguiente
forma:

1.- Se estim6 el espectro de potencia de las seniales de RF.
2.- Se calculo el espectro de potencia normalizado (método de maniqui de referencia).
3.- Se estimo la atenuacion y el coeficiente de retrodispersion.

4.- A partir del coeficiente de retrodispersion se estimé el tamano del dispersor.

Cada una de estas etapas de desglosara en los apartados siguientes. En dichos apartados
se hara uso de los siguientes conceptos: la region de interés (ROI) y la region de estimacion de
parametros (PER). La ROI define la region de la muestra o tejido que se desea analizar. Mientras
que, la PER contiene una cantidad de muestras de seniales de RF, con las cuales se busca estimar
los parametros de interés (espectro de potencia, atenuacion, oy, tamafio de dispersor).! Dicha
PER, se va a ir desplazando a lo largo de toda la ROI, lo que va a dividir la ROI en una matriz
bidimensional, permitiendo de esta manera poder conocer los parametros de interés en distintas
posiciones espaciales. Cada una de estas posiciones va estar identificada por el centro de la PER.

'Para mas informacion acerca del tamafio de la PER se remite al lector a la referencia [112].
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4. CARACTERIZACION ULTRASONICA

Fig. 4.3: Seleccion de la ROI (amarillo) para una muestra del maniqui de esponja, mientras que con un cuadrado rosa
se detona la PER. El circulo rojo indica el centro de la PER, y las fecha muestran las direcciones de desplazamiento de
la PER.

4.2.1. Espectro de potencia

El espectro de potencia de la senal de RF brinda informacién acerca de la distribucién de
potencia para las diferentes frecuencias del eco [52, 113]. Para este trabajo, se us6 un método
multitaper para la estimaciéon del espectro, el cual consiste en la multiplicacién de la senal de RF,
por un conjunto de funciones de apodizacion (taper), las cuales tienen la finalidad de eliminar
ciertas componentes de ruido de la sefial. Posteriormente, calcula la magnitud al cuadrado de
la transformada de Fourier de la senal multiplicada y finalmente, estima el promedio de todas
las senales, con lo que se obtiene un espectro de potencia suavizado, Fig.4.4. Una ventaja de
trabajar en el espacio de Fourier es poder separar las contribuciones de la senal retrodispersada
proveniente de los tejidos y de las caracteristicas del sistema [52].

Fig. 4.4: Proceso usual del método multitaper en 1 dimension, recuperado de [114]. El método utilizado en este trabajo
realiza este mismo proceso pero en dos dimensiones (2D) [112].

El método multitaper que se uso6 fue el propuesto por Rosado-Mendez et al. [58], el cual
emplea secuencias Slepian como funciones de apodizacién. El namero de funciones taper que se
utiliza se define como k = 2N*W-1. En dicha expresion N corresponde al nimero de muestras de
cada segmento de la senal de RF que se encuentra dentro de la PER, mientras que W es la mitad
de la resolucion en frecuencia [83, 112]. En el caso de este trabajo se utilizaron los siguientes
valores, N = 260 y W = 0.0104 para una frecuencia de muestro de 40 MHz.
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4.2 Procesamiento de las sefiales de RF

4.2.2. Meétodo del maniqui de referencia. Espectro de potencia normalizado

Como se ha mencionado anteriormente, la sefial de los ecos recibidos se ve modificada
por las caracteristicas del equipo y su operacién; una manera de eliminar dicha contribucién es
empleando el método de maniqui de referencia o por sus siglas en inglés RPM, propuesto en 1990
por Yao et al. [59]. Este método no requiere que se describan detalladamente las caracteristicas
de recepcién y emision del transductor y tampoco el campo de difraccion, lo que permite estimar
pardmetros cuantitativos que sean independientes del equipo empleado o de su forma de operacion
[83].

El método consiste en adquirir seniales de RF, tanto de la muestra como de un maniqui de
referencia del cual se conozcan sus parametros acusticos (atenuacion, coeficiente de retrodispersion
y velocidad de propagacion del sonido), empleando el mismo equipo y parametros de adquisicion.
Ademas, supone que la dispersion que se genera en el medio de interés es incoherente y que la
velocidad de propagacién en la referencia es similar a la de la muestra, ya que de no cumplirse
esta ultima condicién no es posible eliminar los aspectos relacionados con el patréon de difraccion
del haz [52]. Este método ha sido utilizado para caracterizar diferentes tejidos, por ejemplo, cérvix
[115], mama [52, 83, 116], rii6n [77], entre otros.

Para este protocolo se utiliz6 como maniqui de referencia, el maniqui de control de calidad
Gammex modelo 410-SCG (Gammex/Sun Nuclear, Middleton, WI, EEUU), el cual tiene la forma
de un paralelepipedo de dimensiones 21.8x9x19.2 cm?. Este maniqui es tejido equivalente? y esta
hecho de una mezcla de gel a base de agua [83], ademés contiene diversas estructuras dentro de €,
las cuales permiten realizar pruebas de control de calidad en los equipos de ultrasonido médico.
Dado que para obtener los espectros de referencia se necesitan adquirir datos de zonas homogéneas,
se buscaron regiones donde no se apreciaran contribuciones de ninguno de los dispersores.

Para aplicar el RPM, se adquirieron 20 planos independientes de las zonas homogéneas
del maniqui de referencia para cada una de las muestras analizadas. La razén de realizar varias
adquisiciones sobre las zonas homogéneas del maniqui de referencia es disminuir la componente
de ruido electronico que pueda existir en el espectro de referencia.

El método de RPM, permite calcular el espectro normalizado de potencia, el cual solo
depende de las caracteristicas del medio y no del equipo empleado para la adquisicion,

Smuestra(xa Z; f)

Snm"m(‘/E?Z;f) - Sref(xa’Z;f)

(4.1)

Cabe recalcar que la estimacion del espectro de potencia se realizd tanto para las senales
provenientes de la muestra como del maniqui de referencia. En el caso de este ultimo se tomd en
consideracién que el espectro obtenido debia ser corregido por un factor de transmitancia, debido

2Un maniqui tejido equivalente esta disefiado a partir de materiales sintéticos con el objetivo de imitar
las propiedades de los tejidos biologicos, y se pueden utilizar con diferentes propositos como evaluar, calibrar,
caracterizar y valorar dispositivos médicos [117]. Los maniquies tejido equivalente también son usados en la
investigacion preclinica como una alternativa al uso de tejidos y érganos ex vivo, ya que presentan ciertas ventajas
como los son una mayor disponibilidad y vida ttil, asi como una uniformidad estructural y la posibilidad de
personalizarlos dependiendo de lo que se desea evaluar [117].
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a que el maniqui empleado cuenta con una membrana que divide la interfaz entre el transductor
y el medio, la cual tiene la capacidad de modificar la intensidad y frecuencia del pulso emitido y
recibido. De acuerdo con las especificaciones del fabricante, el valor promedio de la transmitancia
en un ancho de banda de 2.5 MHz a 8.0 MHz, es de 0.966 [83]. Por ello, los espectros fueron
multiplicados por dicho factor para corregirlos por tal efecto.

4.2.3. Determinacion ancho de banda

Una vez que se obtuvieron los espectros de potencia, se seleccioné el ancho de banda en el
cual fueron analizados. Lo anterior se debe a que el espectro se compone tanto de frecuencias
provenientes del ruido electrénico, como del proceso de dispersion. Por ello, es relevante buscar
un método que permita eliminar las componentes de ruido y de esta forma solo conservar la
informacion que proviene del fenémeno de interés (dispersion).

Para estimar el ancho de banda, se utilizo6 el método planteado por Argueta-Lozano
(2022) [83], el cual consiste en seleccionar un espectro de potencia de la matriz generada por el
desplazamiento de la PER, y ajustar un polinomio de grado 2 a los datos que se encuentran fuera
del pico caracteristico del espectro y que corresponden a ruido electrénico. Posteriormente, se
evalia la funcion de ajuste a la frecuencia central del espectro y se considera dicho valor como un
umbral del nivel de ruido. Finalmente, se determina el rango de frecuencias donde la contribucién
de ruido electrénico es despreciable por aquellas frecuencias cuyo valor del espectro se encuentra
10 dB por encima del valor umbral ruido.

En la Fig.4.5, se muestra un ejemplo de la estimaciéon del ancho de banda, donde se puede
identificar el ajuste realizado, el valor umbral, el valor umbral 4+ 10 dB, y la frecuencia méxima y
minima del ancho de banda.

Fig. 4.5: Determinacion del ancho de banda de analisis a partir del espectro de potencia en escala decibel como funcién
de la frecuencia. En color azul se presenta el espectro de potencia de las senales de RF dentro de la PER cuyo centro
se encontraba a 19.81 mm de profundidad y 28.05 mm en la direccién lateral; en rojo, el polinomio ajustado en los
valores de ruido electrénico; en dorado, el nivel de ruido a 4 MHz (frecuencia central), y en rosa, el valor de espectro de
potencia utilizado para definir el ancho de banda. Con lineas negras se sefialan la frecuencia minima (f,;n) y maxima
(fmz) definidas en el umbral+10dB, y en verde la frecuencia central (feentrqi) del espectro de potencia.
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La selecciéon de la PER que se utilizé para estimar el ancho de banda, se realiz6 a partir
de la visualizacién de las imagenes en modo B de las adquisiciones de cada una de las esponjas,
con el objetivo de encontrar el centro de la imagen (posicion profundidad (axial) y lateral). Los
resultados obtenidos se utilizaron para centrar la PER que correspondia a esas coordenadas. En
el caso de este proyecto se seleccioné el espectro de la PER que se encontraba a 19.81 mm de
profundidad y 28.05 mm en la direccién lateral. Dicho procedimiento se hizo para cada una de las
muestras analizadas y su respectivo espectro de referencia. Una vez que se obtuvieron los valores,
se procedio6 a realizar un analisis estadistico de los datos, de donde se calcul6 la mediana para el
valor de la frecuencia maxima y minima tanto del conjunto de muestras como de referencias. A
partir de esos valores fue que se defini6 el ancho de banda. Al analizar las cinco esponjas y sus
respectivas adquisiciones del espectro de referencia se establecié un ancho de banda general de
2.5 MHz a 8 MHz.

4.2.4. Calculo de coeficiente de retrodispersion y correcciéon por atenuaciéon

Para la estimacion del coeficiente de retrodispersion se realizé la suposicion de que la
dispersion en los tejidos es lo suficientemente débil de manera que se ignore la dispersiéon multiple
(aproximacion de Born). Aunado a esto, se asumio6 que la apertura del transductor es menor que
la distancia que existe entre el transductor y la PER, lo anterior permite describir al espectro de
potencia S;(f,z) a través de un producto de cuatro factores [118], los cuales son funcion de la
frecuencia (f), de la profundidad (z) y de la direccion lateral (x):

Si(x,2z;f) = Di(x,2;f) Gr(x,2;f) Aj(x,2;f)op i (%, 2 ), (4.2)

donde D;(x,z;f) corresponde al término que considera los efectos de la formacion del haz y
la difraccion [118]. Gr(x,z;f) es la funcion de transferencia del sistema, la cual representa el
efecto combinado de la emisiéon y recepcion de las senales de RF, depende del equipo y de las
caracteristicas de fabricacion del transductor [118]. A;(x,z;f) es la atenuacion actstica que existe
entre el transductor y la PER y 03,;(x,2;f) el coeficiente de retrodispersion.

De los cuatro factores que describen al espectro de potencia, D;(x,z;f) y Gr(x,z;f), son
dependientes del sistema de adquisicion, mientras que A;(x,z;f) y op,(x, z;f), estan relacionados
con las caracteristicas intrinsecas del medio [52]|. A través de normalizar el espectro de la muestra
respecto del espectro del maniqui de referencia es posible eliminar la dependencia con el sistema
de adquisicién. De acuerdo con ello, para cada muestra se debe adquirir un conjunto de senales de
RF de un maniqui de referencia empleando el mismo equipo y parametros de adquisicion, lo cual
implica que los términos D;(x,7;f) y Gr(x,z;f) que conforman a los espectros de potencia son
los mismos. Por tanto el espectro normalizado ( Sperm (X, 2;f)) solo depende de las caracteristicas
del medio y no del sistema de adquisicion,

Amuestra( X, Z; f) Jb,muestra( X, Z; f)

Aref( X, Z; f)Ub,ref( f)

(4.3)

Snorm( X, Z; f) =

A partir de (4.3), es posible obtener el valor del coeficiente de retrodispersion de la muestra
de la siguiente forma [52]:
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1
Amuestra( X, Z; f)
donde la atenuacién y el coeficiente de retrodispersion de la referencia son pardmetros conocidos.
Un aspecto a resaltar es que oy ¢(f), solo depende de la frecuencia, ya que para el método
establecido se emplean maniquies homogéneos, por lo que el valor no cambia con la profundidad
de medicion. El factor + representa la correccién por atenuacién que se debe realizar

1
i n_’Luestra( X’Z;f)_’ . ) .
para obtener la informacién proveniente inicamente del fenémeno de dispersion.

(4.4)

Ub,muestra( X, Z; f) = Ub,ref( f) Aref( X, Z; f) Snorm( X, Z; f)

Para la estimacion de la atenuaciéon y el coeficiente de retrodispersion, en este trabajo se
utiliz6 el método de analisis global regularizado para ultrasonido cuantitativo por retrodispersiéon
o también conocido por sus siglas en inglés como ALGEBRA (AnaLytic Global rEgularized
BackscatteR quAntitative ultrasound). Dicho método fue desarrollado por N. Jafarpisheh et
al. [60], y permite estimar estos pardmetros simultaneamente. ALGEBRA es un algoritmo de
optimizacion que permite resolver de forma analitica una funcién de costo, con la finalidad de
estimar los pardmetros acusticos mencionados. Ademéas de tener la caracteristica de ser mas
eficiente que los métodos estadisticos como minimos cuadrados o programacion dinamica (DP)
[60, 83].

Este método se basa en el RPM, por lo que la estimacién de los parametros obtenidos es
independiente del sistema de adquisicién y del operador. Debido a esto, el proceso de estimacion
parte de la expresion (4.4), donde se considera que el coeficiente de retrodispersion sigue una ley
de potencias dependiente de la frecuencia (f) y de las direcciones axial (z) y longitudinal (x) [60]:

op(x,2; 1) = S5 (4.5)

donde $ es la magnitud del coeficiente de retrodispersion, y f es la frecuencia elevada a una
potencia v [83].

La atenuacion total del haz, se modela de la siguiente forma:

A(x, ;) = exp (—4 /0 T a(x,7:6) dz/> (4.6)

donde « es el coeficiente de atenuacion, el cual se supone que varia linealmente con la frecuencia,
a(x,7;f) = ay(x,2) f y a, es la atenuacion especifica, cuyas unidades son Np.cm~'MHz~1[60)].

Al sustituir (4.5) y (4.6) en (4.4) y obtener el logaritmo natural del espectro de potencia
normalizado, se obtiene lo siguiente:

X(x,2;f) = In( Sporm(x,7; 1)),

= —4da (x,2)fz + b(x,2z) + n(x,2) In(f), (4.7)

donde,
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a(x,2) = Qapg(X,2) — Qg ref, (4.8)
b(x,2) = Infs(x,2) — In(Brey), (4.9)
n(x,z) = Vs(X,2) — Vpef, (4.10)

En las expresiones (4.8), (4.9) y (4.10), cuug(x,2), Bs(X,2) v vs(X,2), representan el coeficiente
de atenuacion especifico promedio, la magnitud y la potencia del coeficiente de retrodispersion de
la muestra de interés, respectivamente.

El método de ALGEBRA lo que hace es estimar los parametros, a(x,z), b(x,z) y n(x,z).
Dado que los valores de g ref, Bref ¥ Vref son conocidos, Tabla.4.13, es posible determinar los
valores de agug(x,2), Bs(x,2) y vs(x,2).

’ Parametro ‘ Valor ‘
Qoref |dB/cm-MHz| 0.5860
Brep lem™1 st IMHz "] | 2.3898x 1076
Vref 3.5713
¢ |m/s] 1540 £+ 10

Tabla 4.1: Parametros acusticos del maniqui de referencia, para un ancho de banda de 2.5 MHz a 8 MHz.

Al sustituir los valores de 5(x,2) y vs(x,2) en (4.5), y utilizando el ancho de banda definido
previamente, se puede determinar el espectro del coeficiente de retrodispersion, oy muyestra( X, 2; ).
El coeficiente de retrodispersion tiene la caracteristica de que se encuentra corregido por los
efectos de la atenuacion, dado que se realizé de manera simultanea la estimacién de los parametros
a(x,z), b(x,2) y n(x,z).

Un aspecto relevante sobre ALGEBRA es que tiene dos versiones, una que calcula los
parametros, a(x,z), b(x,z) y n(x,z) solo en la direcciéon axial (1ID-ALGEBRA) y la otra que realiza
el proceso de regularizacion tanto en la direccion axial como en la posicion lateral (2D-ALGEBRA),
siendo esta ultima, la versiéon que se utilizé para este trabajo.

La funcién de costo que emplea este método estd dada por la suma de dos términos, uno
de ellos conocido como el término de datos D y el otro como el término de regularizacion R [60,
83]:

C=D+R. (4.11)

En el caso de 2D-ALGEBRA, los términos anteriores dependen del ntumero de filas Ngp
(posiciones axiales), de columnas N¢ (posiciones laterales) y del namero de frecuencias Np de la

3Las propiedades acusticas del maniqui de referencia utilizado en este trabajo fueron medidas de manera
independiente a esta tesis cuyos valores fueron reportados por Castaneda-Martinez (2021) [52]. Para la cuantificaciéon
de la atenuacion se utiliz6 la técnica de sustituciéon por inmersiéon de banda estrecha [119], mientras que para
el coeficiente de retrodispersion se emple6 la técnica de pulso-eco de banda ancha [120]. La estimaciéon de las
propiedades acusticos del maniqui de referencia para el ancho de banda seleccionado, se realizé de acuerdo con lo
descrito por Argueta-Lozano (2022) [83].
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matriz del espectro de potencia [60]:

Nr Ngr N¢

D = ZZZ fl,ZJ,Xk bj,k —Njk 111( fl) —|—4aj,k fiZj)2 y (4.12)

=1 j=1 k=1

3 Ng
= Z — L)+ wie (g — Lig-1)?, (4.13)
=1 j=1
donde w; son los pesos de regularlzacu’)n que se deben definir para cada parametro y direccién
de regularizacion [60]. Para mas detalle sobre el proceso de solucion, las matrices y vectores se
recomienda leer las siguientes referencias [60, 83].

WMQ

Al no existir informacién sobre la implementacién de este método para caracterizar tejido
pulmonar, se emplearon los mismos factores de pesos que se han utilizado para el tejido mamario,
los cuales son [83]:

Wo = [4et4el]

wp = [4e*4e?]

wy = [4e?4€?]

4.2.5. Estimaciéon del tamano de dispersor

Una vez que se conoce el coeficiente de retrodispersion es posible estimar el tamaifio del
dispersor. Se han desarrollado diferentes métodos para calcular esta caracteristica del medio,
entre ellos se encuentran los propuestos por Lizzi et al. (1986) [61] y Insana et al. (1990) [121].

El primero de ellos consiste en realizar un ajuste lineal al coeficiente de retrodispersion en
dB como funcién de la frecuencia. Del valor de la pendiente de dicho ajuste se extrae el tamafio
del dispersor, mientras que la ordenada al origen depende del la densidad de dispersores en el
volumen de dispersion. En tanto que, el segundo método se basa en encontrar el valor del radio del
dispersor que minimiza el error cuadratico medio entre la razon del coeficiente de retrodispersion
de la muestra y el valor teorico del mismo pardmetro, dicho método se conoce como MASD.

En este trabajo se utilizo el método de Lizzi et al. (1986) [61]. Para poder utilizar este
método es necesario primero generar un modelo teérico que permita relacionar el valor de la
pendiente con el tamano del dispersor. Para construir el modelo teérico, se tomé en consideracion
las caracteristicas del tejido que se plantea analizar, por lo que se utilizé un modelo de esfera
fluida (dispersor) inmersa en un medio fluido (medio circundante).

El valor teérico del espectro del coeficiente de retrodispersiéon se calculd para diferentes
tamanos de esferas empleando las expresiones (2.5) y (2.17) y tomando en consideracion el ancho
de banda elegido. Posteriormente, los valores del BSC se expresaron en escala decibel para un
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valor arbitrario de 1x10™% em ™! sr™!, Fig.4.6,

or(f)emtsr™! ) . (4.14)

1x 104 cem—1srt

)= ot

donde o} (f) es igual al coeficiente de retrodispersion obtenido de acuerdo con la expresion (2.5)
por unidad de volumen de dispersion, Vg, el método utilizado para calcular este volumen se
describird mas adelante.

Fig. 4.6: Coeficiente de retrodispersion para dispersores con diferente radios.

Para la simulacién de este coeficiente de retrodispersion se emplearon los siguientes
parametros:

Parametro Valor
Material de la esfera | Medio circundante
(agua) (placenta)
Densidad (p) 998.2 [70] 995 [98]

kg /m?]
Velocidad del sonido (c)

[m/s]

1482.4 [70]* 1540 [27]%

Angulo de dispersion (0) s
n 20
kor 10a (a: radio del dispersor)
Volumen de dlsgpersmn (Vy) 9 85% 102
|em”]

Tabla 4.2: Parametros empleados en la simulaciéon del BSC.*La velocidad del sonido se determiné a partir de la
relacion 4/ ’%p, k es la compresibilidad adiabatica [70]. **Dado que no existe reportes acerca de la velocidad del sonido

en la placenta, se empleo el valor medio reportado para tejido blando.

Conforme a lo presentado en la Tabla.4.2, el medio circundante que corresponderia al tejido
pulmonar fetal se simulé6 como placenta, esto se debe a que en la literatura no hay informacion
acerca de las caracteristicas de densidad y velocidad de propagacion del sonido para el pulmén
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fetal, por lo que de acuerdo con lo referido por el equipo de patologia del INPer, el tejido bioldgico
que mas se asemeja a este es la placenta. En lo que respecta al pardmetro n, se observd que con
20 términos se tiene una convergencia en la estimacién de la presion dispersada.

En cuanto a la estimacion del volumen de dispersion (V) este se define a partir del ancho
del haz y la longitud espacial del pulso o SPL por sus siglas en inglés [122], SPL = n), donde n
es el niamero de ciclos del pulso [123]. Al inicio de este trabajo no se contaba con la informacion
acerca del nimero de ciclos que contenia el pulso emitido por el transductor 1214, por lo que
no era posible estimar SPL. Por ello, se decidi6 utilizar la profundidad de foco para determinar
el volumen de dispersion. Por otro lado, dado que no se cuenta con la informacion suficiente
para simular la difracciéon que sufre el haz en la componente elevacional, se utilizo la altura del
piezoeléctrico. El volumen de dispersion se determiné a partir de los siguientes parametros:

1.- El ancho del haz en la direccién lateral,
2.- La profundidad de foco (depth of focus),
3.- La altura de los elementos piezoeléctricos.

Para la estimacién de los primeros dos puntos se simul6 el campo de presiéon usando el software
Field II [124] [125], el procedimiento que se sigui6 se detalla en la seccion A.2.

Una vez que se estimo el coeficiente de retrodispersion se realizo un ajuste lineal para cada
uno de los espectros calculados, de donde se obtuvo un valor de pendiente, Fig.4.7. Posteriormente,
se construy6 una curva teérica a partir de los valores de la pendiente y el radio correspondiente,
Fig.4.8.

Fig. 4.7: Ajuste lineal al espectro del coeficiente de retrodispersion tedrico, en naranja se resalta el valor de la pendiente.
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4.2 Procesamiento de las sefiales de RF

Fig. 4.8: Curva tedrica que relaciona el valor de la pendiente (m) con el radio del dispersor.

Una vez que se obtuvo la curva teorica, lo que se hizo fue, expresar los datos experimentales
del coeficiente de retrodispersion en escala decibel y realizar un ajuste lineal al espectro, Fig.4.9.
Finalmente, dado el valor de la pendiente (m), este se evalué en la funciéon obtenida por la curva
tedrica, lo que permitié estimar el radio del dispersor,

a=-2368 m?—252 m+60.78 [um] (4.15)

Fig. 4.9: Espectro del coeficiente de retrodispersiéon experimental.
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4.3. Anailisis de sesgo

Para la estimaciéon del tamano promedio de los dispersores mediante la técnica de ultraso-
nido, se debe recordar que por cada adquisicién que se realizd se obtuvo una matriz que contiene
el valor del parametro del interés en diferentes posiciones. Por lo anterior, como primer paso se
promediaron los 12 planos adquiridos por cada esponja, dando como resultado una sola matriz
de valores del radio (&,,). Seguido de esto, se procedi6 a promediar todos los valores que se
obtuvieron de la matriz resultante, con lo cual se obtuvo un solo valor para el radio promedio de
los dispersores (ays), Fig.4.10. Este valor obtenido fue el que se compar6 con el valor de referencia,

Aref-

Fig. 4.10: Obtencion del valor promedio del radio estimado mediante ultrasonido (ays).

El procedimiento descrito previamente, se realiz6 para cada una de las cinco esponjas que
se analizaron. Lo que permitié generar un rango de valores para el tamano de los poros de la
esponja, asi como un intervalo de diferencias porcentuales.

Con la finalidad de evaluar si las diferencias porcentuales eran estadisticamente significati-
vas, se realizaron pruebas de hipotesis para comparar las dos medias obtenidas (US y microscopia).
Para ello, se propuso utilizar la prueba de t-student o t de Welch para muestras independientes,
dependiendo de las caracteristicas de los datos.

Para aplicar la prueba t-student para muestras independientes se necesita que los datos
cumplan con las siguientes caracteristicas:

» Normalidad en la distribucién de la variable o n > 30 en cada grupo [101].

» Homogeneidad de las varianzas [101].

En el caso de que no se cumplan los supuestos anteriores, la prueba de t-student solo
puede aplicarse si las muestras contienen més de 30 datos y son de tamano similar [126]. Si las
muestras no son de igual tamafio y no cumplen el criterio de homogeneidad se propone utilizar la
prueba t de Welch, la cual no exige homogeneidad de las varianzas ni normalidad [101]. Para
ambas pruebas las hipotesis fueron las siguientes:
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» H,: Las medias de los dos conjuntos son iguales (u1 = ua )

» H;: Las medias de los dos conjuntos son diferentes (u1 # p2)

Aunado a esto se eligié un nivel de confianza del 95 %, por lo que el nivel de significancia
estadistica fue de a = 0.05. Tomando en consideracién lo anterior, si el valor de p es menor que
a (p < 0.05), se rechaza la hipotesis nula (Hp), por lo que, las medias de los conjuntos no son
iguales.

Para evaluar la normalidad y la homogeneidad de las varianzas de los datos, se emplearon
las mismas pruebas que las planteadas en la seccién 3.3.1. De igual forma, se establecieron
los intervalos de confianza para las estimaciones de las diferencias entre las medias. Para la
construccion de dichos intervalos se consider6 un nivel de confianza del 95 % y se utilizaron las
expresiones descritas en la seccién 3.3.2.
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Capitulo 5

Resultados y Discusion

En el siguiente capitulo se presentan los resultados obtenidos de la aplicacién de la técnica
de espectroscopia por retrodispersion ultrasonica para la estimaciéon del tamano de los poros de
una esponja de melamina. Se presentan también los resultados los resultados derivados de la
determinaciéon del del tamano del poro mediante microscopia electrénica. Igulamente se presenta
la evaluacién del sesgo que existe entre ambos métodos.

5.1. Microscopia electréonica

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la estimacién del tamano promedio
de los poros mediante el analisis de las imagenes de microscopia empleando el software ImagelJ.
De igual forma, se muestran los resultados de las pruebas estadisticas que se realizaron con la
finalidad de evaluar la variabilidad en el contorneo de las estructuras de interés debida al operador.
Asi mismo, se presenta la discusiéon sobre el método utilizado para establecer el estandar de
referencia, y con el cual se valid6 y evalu6 el sesgo del método de ERU.

En la Tabla.5.1%, se presentan los valores promedio del radio de la esponja determinado por
tres individuos diferentes denotados por A, B y C, los cuales analizaron las mismas 10 imagenes
de SEM y emplearon el mismo software para el contorneo de las estructuras de interés. En
el Apéndice A.3, se encuentran las imégenes con las ROIs seleccionadas por cada uno de los
operadores.

A B C
55.88 pm 55.01 pm 57.81 pym
[54.05 pm, 57.71 pm]| | [53.64 pm, 56.38 pum| | [56.47 pm, 59.15 pm]

Tabla 5.1: Radio promedio estimado por cada uno de los individuos A, B y C (media e IC 95 %).

Para analizar la variabilidad inter-operador se realizaron las pruebas estadisticas descritas

'El intervalo de confianza al 95% para la media se estimé de la siguiente forma, IC 95% = [a—1.96ﬁ,
a+1.96 %], donde a es el radio promedio estimado, o corresponde a la desviacion estandar y n al niimero de datos
que se promediaron.
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en las secciéon 3.3.1, con las cuales se buscod determinar si la media estimada por los tres operadores
es estadisticamente la misma. En la Tabla.5.2, se presentan los resultados obtenidos para las
pruebas de normalidad, homogeneidad de las varianzas y evaluacién de la igualdad de las medias.
De los resultados de la prueba de Lilliefors? se tiene que solo los conjuntos de datos B y C
siguen una distribucién normal. Al realizar la prueba de Leven® se obtuvo que no existe una
homogeneidad de las varianzas. Aunque los resultados anteriores no representan una limitante para
llevar a cabo una prueba paramétrica como ANOVA, se decidié emplear el test de Kruskall-Wallis
porque el tamano de los conjuntos de datos eran diferentes, n4g = 291, ng = 761 y ng = 779,
debido a la gran diferencia con respecto al primer conjunto de datos es que se opt6 por utilizar la
prueba no-paramétrica.

Normalidad (Lilliefors)
A B C
D =0.09p=999x10"% | D=0.03 p =0.06 | D= 0.03 p = 0.06
Homogeneidad de las varianzas (Leven)
F=555p=2395x10"3
Kruskall-Wallis
X2 =17.02p=0.03

Tabla 5.2: Valores obtenidos en las diferentes pruebas estadisticas que se realizaron. Normalidad — test de Lilliefors.
Homogeneidad de las varianzas — test de Leven.

De acuerdo con los resultados de la prueba de Kruskall-Wallis se tiene que al menos uno de
los conjuntos es diferente, pero no arroja informaciéon sobre cual de ellos es distinto, por lo que se
hizo una prueba post-hoc de Mann Whitney-U con correcciéon de Bonferroni, cuyos resultados se
presentan en la Tabla.5.3. A partir de la prueba post-hoc, se tiene que si se toma como referencia
la media obtenida por A, la media de B y C son iguales a la de A. Sin embargo, al comparar
las medias de B y C se obtiene que estas no son las mismas, por lo que existe una diferencia
inter-operador.

A C
B|p=1.00]|p=003
Clp=036 _

Tabla 5.3: Resultados de la prueba post - hoc, para la estimaciéon del tamafio de poro mediante la técnica de
microscopia.

Para respaldar los datos obtenidos en las pruebas de hipétesis, se decidié también estimar
los intervalos de confianza para las diferencias de las medias, dichos resultados se presentan en la
Tabla.5.4. Al analizar el intervalo de confianza para la diferencia entre el operador A-B y A-C,
se tiene que el cero esta contenido, lo cual implica que existe la posibilidad de que las medias
sean las mismas. Al evaluar el intervalo para B-C, el cero no se encuentra dentro del intervalo de
confianza, por lo que no existe la posibilidad de que las medias sean iguales, lo cual concuerda
con lo obtenido en la prueba de hipotesis.

2D: estadistico de la prueba de normalidad de Lilliefors.
3F: estadistico de la prueba de homogeneidad de las varianzas de Leven.
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5.1 Microscopia electronica

A-B A-C B-C
1.93 pm 0.88 pym 2.80 pm
[-0.34 pm, 4.2 pm| | [-1.41 pm, 3.17 pm]| | [0.89 pm, 4.71 pm)|

Tabla 5.4: Intervalos de confianza para la diferencia de las medias, (|dif.medias| e IC 95 %).

Dado que si existe una variabilidad inter-operador entre las estimaciones realizadas para el
tamano de los poros de la esponja, se decidié emplear el promedio de los valores presentados en
la Tabla.5.1, como el valor de referencia, por lo que a,cf = 56.23um con un IC 95 % de [54.61
pm, 57.85 pm].

Como conclusiéon de esta seccidn, el proceso para la estimacion del estandar de referencia
del tamano de los poros debe ser mejorado, puesto que existe una variacién inter-operador. Esta
fuente de variabilidad puede afectar la validacién de la estimacion realizada por ultrasonido,
ya que el valor obtenido mediante microscopia sirve como referencia, por lo que una adecuada
estimacion permitira evaluar de mejor forma la exactitud y precision de la estimaciones realizadas
mediante la técnica de interés, ERU.

Por lo anterior, es que se platean las siguientes mejoras:

= Realizar cortes mas finos de la esponja de forma que se evite tener mas de una capa de
poros, con lo cual se eliminara la contribucién del efecto de perspectiva debido al espesor
de la muestra.

= Analizar al menos un corte de cada una de las esponjas evaluadas por ultrasonido. Dado
que en este experimento los cortes que se analizaron provenian de una esponja que no se
evalto por ultrasonido. Puesto que se realiz6é la suposiciéon de que al todas las esponjas
provenir del mismo lote sus caracteristicas eran las mismas. Lo anterior ayudara a verificar
que el valor de referencia que se estd empleando para evaluar el sesgo de la estimaciéon de
ultrasonido es correcto.

= Buscar una herramienta computacional que permita realizar de manera automéatica el
contorneo de los poros, puesto que al ser este un proceso manual, existe una variabilidad en
cuanto a la delimitacion de esta region.

El altimo punto sera particularmente importante cuando cuando se trabaje con muestras de
tejido biolégico; en dichos escenarios es imposible garantizar que el alvéolo se cortara exactamente
por la mitad, por lo que se tendra una mayor variacién en cuanto a la delimitacién de la region
que corresponde a un alvéolo. Por tanto, para dicho anélisis se plantea seguir las recomendaciones
realizadas por Klein et al. [127], donde describe un método estadistico para la medicion de los
alvéolos que aparecen en una seccién histologica.
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5.2. Ultrasonido

A continuacién se presentan los resultados obtenidos para la estimacion del radio promedio
de los poros mediante la técnica de ultrasonido.

En la Tabla.5.5 se presentan los valores promedio del analisis de cinco esponjas a tres
diferentes frecuencias nominales de emisiéon. Para realizar una identificaciéon més facil de las
esponjas cada una de estas se nombré con un color diferente. En la Tabla.5.6 se presenta el valor
méximo y minimo que se obtuvo para el radio promedio por frecuencia, asi como el rango en el
que se encuentran las diferencias porcentuales entre la estimacion por ultrasonido y el valor de

referencia, aye¢ = 56.23 pm con un IC 95 % de [54.61 pm, 57.85 pm].

Esponja 6 MHz 9 MHz 12 MHz
. 41.10 pm 11.40 pm 16.59 pm
Amarilla |6 g0 im, 41.31 gm] | [11.28 pm, 11.52 ymn] | [16.45 gm, 16.73 ym)
Morada 39.33 pm 18.25 pm 14.81 pym
[39.03 pm, 39.63 pum]| | [17.97 pm, 18.53 pm]| | [14.58 pm, 15.04 pm]
. 41.99 pm 22.45 pm 20.00 pm
Naranja H K H
[41.68 pm, 42.30 pm] | [22.08 pm, 22.82 pm]| | [19.69 pm, 20.31 pm]
Roio 45.69 pm 18.90 pm 20.88 pm
. [45.53 pm, 45.85 pm| | [18.79 pm, 19.01 pm| | [20.77 pm, 20.99 pm]|
Verde 49.08 pm 29.94 pm 25.74 pm
[48.87 pm, 49.29 pm]| | [29.75 pm, 30.13 pm| | [25.57 pm, 25.91pm)|

Tabla 5.5: Estimacién del radio promedio de los poros de la esponja (ays) en un ancho de banda de 2.5 MHz a 8
MHz, para una potencia del 100 % y una frecuencia nominal de emisiéon de 6/9/12 MHz, (media e IC 95 %).

De los resultados presentados en la Tabla.5.6, para 6 MHz, se tiene una mejor estimaciéon
del tamano promedio de los poros. Al estimar el valor de ka que corresponde a un radio igual a
aref y dicha frecuencia de emision, se tiene que ka = 1.38, de igual forma, se evalué el valor de
ka, para la frecuencia nominal de 9 MHz y 12 MHz, de donde se obtuvo que ka = 2.06 y ka =
3.44, respectivamente. Como se mencioné anteriormente, el rango de ka en que se busca trabajar
es de 0.5 < ka <1.2, por lo que se decidi6 verificar que la frecuencia con la que se incidi6 en la
esponja, realmente correspondia con la frecuencia nominal establecida, para ello se analizaron los
espectros de potencia obtenidos.
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39.33 pm - 49.08 pum
IC 95 %: [39.03 pm, 39.63 pml; IC 95 %: [48.87 um, 49.29 um]

Dif. medias respecto a acs
6 MHz 7.15 pm - 16.90 pym

IC 95 %: [0.32 pm, 13.98 pm]; IC 95 %: [13.29 um, 20.51 pm]
Dif. porcentual respecto a ¢y

12.72% - 30.06 %
11.40 pm - 29.94 pym

IC 95%: [11.28 pm, 11.52 pm]; IC 95 %: [29.75 pm, 30.13 pm]

Dif. medias respecto a as
9 MHz 26.74 pm - 44.83 pm

IC 95%: [20.79 pm, 32.69 pml; IC 95 %: [40.90 pm, 48.76 pm]
Dif. porcentual respecto a af

47.55% - 79.73%
14.81 pm - 25.74 pm

IC 95 %: [14.58 pm, 15.04 pm]; IC 95 %: [25.57 pm, 25.91 pm|

Dif. medias respecto a af
12 MHz 30.49 pm - 41.42 pm

IC 95 %: [26.92 pm, 34.06 pml; IC 95 %: [37.83 um, 45.01 pm]

Dif. porcentual respecto a @,y
54.22 % - 73.66 %

Tabla 5.6: Intervalos del radio promedio de los poros y su diferencia respecto del valor de referencia, para un
ancho de banda de 2.5 MHz a 8 MHz, una potencia del 100 % y una frecuencia nominal de emisién de 6/9/12 MHz.

( Dif.medias = |aus — aret|); <Dif.porcentual = w . 100).

En el caso de 6 MHz se encontré lo siguiente:
1.- El pico central del espectro de potencia no corresponde con 6 MHz, sino que en promedio
se encuentra a feentrar = 3.95 + 0.09 MHz (media + IC 95 %), Fig.5.1a).
2.- Se observo la presencia de un segundo pico en el espectro de potencia, el cual en promedio

se encuentra situado a 7.22 £ 0.08 MHz (media + I1C 95 %), Fig.5.1a).

Por otro lado, para 9 y 12 MHz, se obtuvo que el pico central se encontraba en promedio
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

en 5.33 + 0.05 MHz y 5.46 £+ 0.05 MHz, respectivamente. Ademas de que para dichas frecuencias
no se observod la presencia de un segundo pico, como ocurrié para 6 MHz, Fig.5.1. Los valores
mencionados anteriormente tanto para las frecuencias de 6 MHz, 9 MHz y 12 MHz, se resumen

en la Tabla. 5.7.

6 MHz

9 MHz

12 MHz

Frecuencia central

3.95 + 0.09 MHz
(media £ IC 95 %)

5.33 + 0.05 MHz
(media £ IC 95 %)

5.46 + 0.05 MHz
(media + IC 95 %)

Frecuencia central (segundo pico)

7.22 £ 0.08 MHz
(media + IC 95 %)

Tabla 5.7: Frecuencias centrales promedio para los espectros de potencia obtenidos al utilizar una frecuencia nominal

de emisién de 6 MHz, 9 MHz y 12 MHz.

a) 6MHz

c) 12 MHz

b) 9 MHz

Fig. 5.1: Espectro de potencia para la esponja a diferentes frecuencias nominales de emisién.

La razoén de que no se esté observando el pico central de los espectros de potencia a la
frecuencia nominal de emision, se debe a la dependencia de la atenuacién con la frecuencia. Hay
que recordar que el coeficiente de atenuacién es proporcional a una potencia de la frecuencia y
que a mayor frecuencia mayor es la atenuacion que sufre la onda al propagarse por el medio de
interés. Si bien los valores mencionados anteriormente para la frecuencia central no corresponden
a la frecuencia con la que se incidié en los dispersores, puesto que ya presenta un doble efecto
de atenuacién. Es decir, la pérdida en el trayecto de ida como de regreso al transductor. Si nos
permiten rechazar nuestra primera hipotesis de que para ninguna de las frecuencias nominales

era posible estimar el valor del tamano del dispersor.

Esto debido a que para el tamano de poro encontrado, (a,ef = 56.23 pm con un IC 95 %
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de [54.61 pm, 57.85 um]), las frecuencias con las que se debe incidir al dispersor para que se
cumpla la relacion de 0.5 < ka < 1.2, deben encontrarse entre 2.18 MHz y 5.23 MHz. Dado que
los valores para la posiciéon del pico central para 9 MHz y 12 MHz, se encuentran fuera de dicho
intervalo, se puede suponer que ciertamente, esas frecuencias no cumplen con el criterio de ka.
Sin embargo, para 6 MHz, ocurre lo contrario, al estar el valor de 3.95 MHz dentro del rango
establecido, existe la posibilidad de que se pueda estimar el tamano del dispersor de manera
adecuada.

Para obtener mayor informacién sobre la frecuencia incidente, se debe calcular la atenuacion
total que sufre la onda y corregir el espectro de potencia por tal efecto, y de esta forma se podra
conocer si se cumple con lo establecido por el producto de ka. Sin embargo, en este trabajo no
se realizara dicho calculo y se considerard que la frecuencia con la que se esta incidiendo en la
esponja se encuentra dentro del rango de valores de ka, para 6 MHz, esto como una primera
aproximacion.

En lo que respecta a la presencia del segundo pico en el espectro de potencia para 6 MHz,
se tiene que este se encuentra localizado a 7.22 MHz = 1.83 feentral = 2fcentral- El hecho de que se
encuentre aproximadamente a dos veces el valor de la frecuencia central, nos dice que corresponde
al segundo arménico. La presencia de armoénicos en el espectro de potencia nos da informacion
acerca de que la propagaciéon de la onda en el medio no esta siguiendo una aproximaciéon lineal en
la relacion de la presion y los cambios en la densidad (ecuacion. 5.1).

En la deduccién que se realiza en la seccion 2.1.2, se hizo la suposiciéon de que las variaciones
en la presion se encontraban linealmente relacionadas con los cambios en la densidad, donde
la constante de proporcionalidad era la velocidad del sonido. Sin embargo, en aplicaciones de
ultrasonido diagnostico no siempre se cumple este supuesto dado que no se tienen variaciones
infinitesimales de la presion. Lo anterior se expresa de la siguiente forma:

p—ro B (p—p.\’
p=A—">4+—= <°> + .. (5.1)
Po 2 Po
donde p, es la densidad del medio en estado de equilibrio, p es la densidad, A es la constante que
modula el término de primer orden, A = p,c? y, B corresponde con la constante que modula el

2
término de segundo orden, B = ,028—5’2), siendo este el término que tendria que ser considerado en
Oap
un propagacion no lineal del sonido [70].

Entre los parametros que estan relacionados un efecto no lineal en la propagaciéon de
las ondas, se encuentran las caracteristicas del medio, que se expresan mediante el parametro
de no-linealidad (B/A), la frecuencia de la onda emitida y la presion de esta misma onda. Al
aumentar alguno de estos tres parametros, aumenta la posibilidad de la presencia de arménicos
[28].

En lo que respecta a las caracteristicas del medio, para observar si la presencia de armoénicos
se debe al material de la esponja, se decidi6 revisar si este fendmeno se aprecia de igual forma
en los espectros de potencia para el maniqui de referencia. De dicha evaluacién se encontrd que
para 6 MHz hay presencia de arménicos, y que los picos se encuentran a 3.65 MHz y 6.98 MHz
= 1.91 feeniral- Mientras que para las frecuencias nominales de 9 y 12 MHz, no se observaron
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efectos no lineales para la potencia utilizada, Fig.5.2.

a) 6MHz b) 9 MHz

c) 12 MHz

Fig. 5.2: Espectro de potencia para el maniqui de referencia a diferentes frecuencias nominales de emisién.

Debido a lo anterior, es que se decidi6 modificar la amplitud de la onda incidente y se
buscé determinar a partir de qué rango de valores se comienzan a observar efectos no lineales. El
motivo de realizar la evaluacién de la presencia de armoénicos, es verificar si dicho fenémeno esté
influyendo en la estimacion del tamano del dispersor.

Para modificar la amplitud de la onda incidente lo que se hizo fue variar los valores de
la potencia actstica de salida, que en el caso del experimento anterior se encontraba al 100 %.
Los valores que se evaluaron fueron 0.1 %, 5%, 15 %, 25 %, 50 % y 79 %. Los resultados de esta
evaluacion se plasman en la Fig.5.3, de donde se puede observar que a partir de 5 % se comienzan a
generar armoénicos. De igual forma, a mayor potencia, mayor es la amplitud del segundo armonico
y a su vez la amplitud del pico central comienza a disminuir, esto debido a que parte de la energia
que correspondia a dicha frecuencia esta siendo transferida a frecuencias mayores.
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Fig. 5.3: Espectros de potencia para la esponja, empleando un frecuencia nominal de emisién de 6 MHz y diferentes
valores de la potencia acustica de salida.

Dado que se obtuvo un primer valor umbral a 5%, se decidi6 evaluar valores de potencia
entre 0.1% y 5% y determinar si existe algin otro valor umbral. Para dicha evaluacion se
analizaron las siguientes potencias 0.1 %, 0.2 %, 0.32 %, 0.5%, 0.79%, 1%, 2%, 3.2% y 5%, en la
Fig.5.4, se muestran algunos de los espectros obtenidos.

Fig. 5.4: Espectros de potencia para la esponja, empleando un frecuencia nominal de emisién de 6 MHz y diferentes
valores de la potencia acustica de salida.

Al analizar los espectros de potencia se observo que a partir de 0.5 % comienzan a formarse
armonicos, aunque su amplitud es menor a -30 dB. Debido a ello, se decidi6 realizar adquisiciones
de datos de radiofrecuencia para las esponjas analizadas previamente pero ahora a 0.1 %, 0.2 %,
0.32% y 0.5 %, y estimar el tamano del dispersor.

63



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Segundo experimento

A partir de los resultados anteriores se hizo evidente la necesidad de realizar una segunda
adquisicion de datos y profundizar en el analisis. En este apartado se presentan los resultados
obtenidos para el segundo experimento, que corresponde a la evaluacién de la estimaciéon del
tamano de los poros al emplear diferentes potencias de la onda incidente. Para dicho experimento
se emplearon las mismas esponjas del analisis previo.

Con la finalidad de verificar los resultados obtenidos en el experimento previo, se adquirieron
sefiales de radiofrecuencia para las frecuencias nominales de 6 MHz, 9 MHz y 12 MHz, a una
potencia actustica del 100 %. Al igual que en la evaluacién previa se observo la presencia de
armoénicos a 6 MHz, mientras que para 9 y 12 MHz, solo se obtuvo un pico correspondiente
a la frecuencia central. En cuanto al posicionamiento de los picos del espectro, no hay una
diferencia significativa, respecto a los resultados obtenidos previamente, puesto que los intervalos
de confianza se superponen, Tabla.5.8.

6 MHz 9 MHz 12 MHz
Frecuencia central | Segundo armoénico | Frecuencia central | Frecuencia central
Experimento 1 | 3.95 £ 0.09 MHz | 7.22 £ 0.09 MHz | 5.33 £ 0.05 MHz | 5.46 + 0.05 MHz
Experimento 2 | 3.91 £ 0.05 MHz | 7.15 £ 0.05 MHz | 5.32 £ 0.03 MHz | 5.49 + 0.03 MHz

Tabla 5.8: Comparacién del posicionamiento de los picos de frecuencia central y armonicos, entre los dos experimentos
realizados, para frecuencias nominales de 6 MHz, 9 MHz y 12 MHz, (media e IC 95 %).

Lo siguiente que se hizo fue estimar el tamafio de los dispersores, por ello, en la Tabla.5.9,
se presentan los resultados de la estimaciéon del tamafio del poro de la esponja bajo los mismos
parametros del experimento previo. Mientras que en la Tabla.5.10 se presenta el valor maximo y
minimo que se obtuvo del radio promedio para las distintas frecuencias nominales, asi como el
intervalo en el que se encuentran las diferencias porcentuales entre la estimacién por ultrasonido
y el valor de referencia, a,.r = 56.23 pm con un IC 95% de [54.61 pm, 57.85 pm].

| Esponja. | 6 MHz \ 9 MHz \ 12 MHz |

Amarilla 45.43 pm 14.57 pm 32.95 pm
[45.22 pm, 45.64 pm| | [14.46 pm, 14.68 pm| | [32.86 pm, 33.04 pm]|

Morada 40.80 pm 20.72 pm 29.77 pm
[40.58 pm, 41.02 pm] | [20.5 pm, 20.94 pm| | [29.64 pm, 29.90 pm]

Naranja 42.68 pm 33.66 pm 31.91 pm
[42.41 pm, 42.95 pm]| | [33.45 pm, 33.81 pm]| | [31.73 pm, 32.09 pm]

Rojo 40.56 pm 4.62 pm 27.22 pm
[40.37 pm, 40.75 pm] | [4.48 pm, 4.76 pm| | [27.12 pm, 27.32 pm]

Verde 45.83 pm 26.58 pum 34.79 pm
[45.62 pm, 46.04 pm| | [26.42 pm, 26.74 pm| | [34.69 pm, 34.89 pm]|

Tabla 5.9: Segundo experimento. Estimacion del radio promedio de los poros de la esponja (ays) en un ancho de
banda de 2.5 MHz a 8 MHz, para una potencia del 100 % y una frecuencia nominal de emisién de 6/9/12 MHz, (media
+ IC 95 %).
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46.56 pm - 45.83 pum
IC 95%: [40.37 pm, 40.75 pm]; IC 95 %: [45.62 pm, 46.04 pm]

Dif. medias respecto a acs
6 MHz 10.40 pm - 16.67 pm

IC 95 %: [6.82 pm, 13.98 pm]; IC 95 %: [13.09 pm, 20.25 pm]
Dif. porcentual respecto a ¢y

18.50 % - 27.88 %
4.62 pym - 32.66 pm

IC 95%: [4.48 pm, 4.76 pm|; IC 95 %: [32.45 pm, 32.45 pm|

Dif. medias respecto a as
9 MHz 23.57 pm - 51.61 pum

IC 95%: [19.99 pm, 27.15 pm]; IC 95 %: [47.18 pm, 56.04 pm]
Dif. porcentual respecto a af

41.92% - 91.79 %
27.22 pm - 34.79 pm

IC 95 %: [27.12 pm, 27.32 pm]; IC 95 %: [34.69 pm, 34.89 pm|

Dif. medias respecto a af
12 MHz 21.44 pm - 29.01 pm

IC 95 %: [18.27 pm, 24.61 pm]; IC 95 %: [25.84 pm, 32.18 pm]

Dif. porcentual respecto a @,y
38.12% - 51.59 %

Tabla 5.10: Segundo experimento. Intervalos del radio promedio de los poros y su diferencia respecto del valor de
referencia, para un ancho de banda de 2.5 MHz a 8 MHz, una potencia del 100 % y una frecuencia nominal de emisién

de 6/9/12 MHz. ( Dif medias = [ays — ayet|); (Dif.porcentual = lus—dres] 100).

ref

Al comparar los valores de los dos experimentos realizados para la estimacion del tamafnio
del dispersor, se observd que existe una discrepancia entre los resultados obtenidos de dichas
pruebas, Fig.5.5. Esta discrepancia en la estimacion del tamano de poro, puede estar asociada a
dos factores: el primero de ellos esta relacionado con el proceso de adquisiciéon y el segundo con
las caracteristicas de la esponja.

65



5. RESULTADOS Y DISCUSION

a) 6MHz

b) 9 MHz

c) 12 MHz

Fig. 5.5: Comparacion de la estimacion del radio promedio del poro.

En lo que respecta al primer punto, al momento de seleccionar la regiéon de la esponja
donde se adquirieron las seniales de radiofrecuencia se hizo una evaluacion de la imagen en modo B,
de forma que no se observara burbujas de aire o regiones brillantes en la imagen (Fig.4.2a)). Bajo
esta condicién fue que se seleccionaron los planos de seniales de radiofrecuencia y se estimaron los
valores presentados en la Tabla.5.5. Sin embargo, al llevar a cabo el segundo experimento, ademés
de realizar la evaluacion previa de las regiones de adquisicién mediante las imagenes en modo B,
previo a realizar el analisis de las senales adquiridas se reconstruyeron las imagenes en modo B,
donde se observé que no todas ellas cumplian con la condiciéon de no presentar regiones brillantes
relacionadas con presencia de aire (Fig.4.2a)). Por lo que se descartaron aquellas adquisiciones
que tenian una contribucién de regiones brillantes, Fig.5.6. Los valores estimados se presentan en
la Tabla.5.9.
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a)

b) <)

Fig. 5.6: Ejemplos de adquisiciones que fueron descartados por contener regiones brillantes. Las zonas brillantes se
senialan mediante flechas.

Debido a lo observado en el experimento 2, se decidi6 reconstruir las imagenes en modo B
de las senales de radiofrecuencias utilizadas en el primer experimento. De lo anterior se obtuvo,
que muchos de los planos empleados no cumplian con las condiciones establecidas, es decir, tenian
una gran componente de regiones brillantes, las cuales se pueden asociar a regiones con burbujas
de aire o con motas de polvo que se pegan a la esponja. Por ello, es posible considerar que los
resultados de la Tabla.5.9, representan de mejor forma la estimacion del tamano de poro para
una potencia del 100 %.

De anélisis anterior se desprende la necesidad de realizar una evaluaciéon méas exhaustiva
acerca de efecto que tienen las regiones brillantes en la estimacién de las propiedades actsticas.
Por lo que como trabajo a futuro se debe establecer un criterio sobre el cudl es el nimero maximo
de burbujas que se pueden tener en el plano de adquisicion sin que esto afecte la estimacion de
las propiedades aciisticas del medio.

El segundo factor que pudo haber influido en la estimacién realizada, es que a pesar de
que se emplearon las mismas esponjas la composicién de estas cambid, puesto que la cantidad
de aire o de motas de polvo que tenia la misma esponja en ambos experimentos difiere, lo cual
modifica la informacién que obtenemos de las seniales de radiofrecuencia.

Al igual que en el primer experimento, al emplear una frecuencia nominal de 6 MHz se
obtiene la mejor estimacion para el tamano del dispersor. Con la finalidad de evaluar si dichos
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resultados son iguales a los obtenidos por la técnica de microscopia, se decidié realizar una prueba
de hipoétesis. Esta prueba consistio en verificar si la media obtenida para cada una de las esponjas
era igual a la media obtenida mediante SEM. Es decir, la hipotesis nula es que a,cf = ays;; 1 =
amarilla, morada, naranja, rojo y verde.

La primera prueba que se hizo fue evaluar la normalidad de los datos, de donde se obtuvo
que para ninguna de las esponjas los datos siguen una distribucién normal, esto debido a que para
cada caso p < 0.05. La siguiente prueba fue la homogeneidad de las varianzas, donde se obtuvo
que las varianzas no son homogéneas (p < 0.05). Debido a estos dos resultados se decidi6 emplear
la prueba de t-Welch, de donde se obtuvo que ninguna de las mediciones realizadas mediante
ultrasonido es igual a la medicién realizada por microscopia, lo cual nos da un indicio de que
nuestro modelo tiene que ser mejorado, Tabla.5.11.

Esponja | Prueba de hipotesis Ays — Gref [pm]

Amarilla t =-12.95 -10.80
p = 0.005 IC 95 %: [-14.38, -7.22]

Morada t = -18.50 -15.43
p = 0.002 IC 95 %: [19.01, -11.85]

Naranja t =-16.17 -13.55
= 0.003 IC 95 %: [-17.15, -9.95]

Rojo t = -18.82 -15.67
p = 0.002 IC 95 %: [-19.25, -12.09]

Verde t = 1247 -10.40
= 0.006 IC 95 %: [-13.98, -6.82]

Tabla 5.11: Resultados de la prueba de hipotesis (t-Welch) e intervalos de confianza para la diferencia de las medias
obtenidas por ultrasonido y microscopia.

Aunado a las pruebas de hipotesis, se estimaron los intervalos de confianza al 95 %, para
la diferencia de las medias, Tabla.5.11. De los resultados obtenidos se tiene que en ninguno de
los intervalos esta contenido el cero, por lo que no existe la posibilidad de que las medias sean
iguales, lo que implica que existe una diferencia significativa entre ambas estimaciones. Ademés,
al obtener que las diferencias son negativas, esto nos indica que se esta realizando una sub -
estimacién del tamafnio del poro con la técnica de ultrasonido.

A continuacion, se presentan los resultados que se obtuvieron cuando se redujo la potencia
de la onda incidente. Al igual que para las estimaciones previas, lo primero que se hizo fue
identificar el ancho de banda en el cual se analizaria las sefiales. Para el caso de las sefiales de RF
adquiridas, cuando se emplea una potencia acustica se salida entre 0.1 % a 0.5 % y una frecuencia
nominal de 6 MHz, el ancho de banda seleccionado fue de 2.55 MHz a 6 MHz.

Dado que existe una diferencia en el ancho de banda respecto al utilizado para la potencia
al 100 %, es necesario modificar ligeramente los parametros que emplea ALGEBRA, Tabla.5.12.
Ademaés de la curva teodrica con la cual se relaciona el valor de la pendiente y el tamano del
dispersor, Fig. 5.7,

— 4225 m? + 7932 m + 6216 [um]. (5.2)

Ays =
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’ Parametro ‘ Valor
Qo ref [dB/cm-MHz| 0.5711
Bref [em™! st™IMHz 7] | 2.0299x107°
Vref 3.6977
¢ [m/s 1540 £+ 10

Tabla 5.12: Parametros actsticos del maniqui de referencia, para un ancho de banda de 2.55 MHz a 6 MHz.

Fig. 5.7: Curva tedrica que relaciona el valor de la pendiente con el radio del dispersor, para un ancho de banda de
2.55 MHz a 6 MHz.

En la Tabla.5.13 se presentan los valores estimados del radio para las potencias analizadas.
En la Tabla.5.14, se presenta el valor méaximo y minimo que se obtuvo del radio promedio al
modificar los valores de potencia, asi como el intervalo en el que se encuentran las diferencias
porcentuales entre la estimacién por ultrasonido y el valor de referencia, a,.y = 56.23 pm con un
IC 95 % de [54.61 pm, 57.85 pm].

Esponja 01% 0.2% 0.32% 05%
Amarilla 36.99 um 41.37 pm 41.21 pm 48.35 pm
[36.82 pm, 37.16 pm] | [41.19 pm, 41.55 pm] | [41.06 pm, 41.39 pum] | [48.19 pm, 48.51 um]
Morada 47.82 pm 48.46 pm 51.41 pm 46.37 pm
[47.66 pm, 47.98 pm| | [48.30 pm, 48.62 pum| | [51.25 pm, 51.57 pm] | [46.18 pm, 46.56 pm]
Naranja 26.85 pm 28.45 pm 27.49 pm 28.11 pm
[25.66 pm, 27.04 pm] | [28.26 pm, 28.64 pm] | [27.30 pm, 27.68 pum] | [27.92 pm, 28.30 um]
Rojo 34.30 pm 38.11 pm 36.11 pm 41.43 pm
[34.14 pm, 34.46 pm] | [37.96 pm, 38.26 pum] | [35.95 pm, 36.27 pum] | [41.28 pm, 41.58 pum]
Verde 40.67 pm 42.74 pm 43.97 pm 46.13 pm
[40.53 pm, 40.81 pm] | [42.59 pm, 42.89 um] | [43.82 pm, 44.12 pum] | [45.99 pm, 46.27 pum]

Tabla 5.13: Estimacion del radio promedio de los poros de la esponja (ays) en un ancho de banda de 2.55 MHz a 6

MHz, diferentes potencias y una frecuencia nominal de emisién de 6 MHz, (media e IC 95 %).
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26.85 pm - 47.82 pym
IC 95 %: [26.66 pm, 27.04 pm]; IC 95 %: [47.66 pm, 47.98 pm]

Dif. medias respecto a a,.f

Potencia 8.41 pm - 29.38 pm

0.1%
IC 95 %: [-2.71 pm, 19.53 pm|; IC 95 %: [16.17 pm, 42.59 pum]|
Dif. porcentual respecto a ¢y

14.95% - 52.26 %
28.45 pm - 48.46 pm

IC 95 %: [28.26 pm, 28.64 pm|; IC 95 %: [48.30 pm, 48.62 pm]

Dif. medias respecto a a,ef

Potencia 7.77 pum - 27.78 pm

0.2%
IC 95%: [-3.35 pm, 18.89 pm]; IC 95 %: [14.57 pm, 40.99 pm]|
Dif. porcentual respecto a a,.f

13.81% - 49.41 %
2749 pm - 51.41 pm

IC 95 %: [27.30 pm, 27.68um]; IC 95 %: [51.25 pm, 51.57 pm)|

Dif. medias respecto a a,.f

Potencia 4.82 pm - 28.74 pm

0.32%
IC 95 %: [-6.30 pm, 15.94 pm]; IC 95 %: [15.53 pm, 41.95 pm]|
Dif. porcentual respecto a @,

8.58 % - 51.11%
28.11 pm - 48.35 pum

IC 95%: [27.92 pm, 28.30 pm]; IC 95 %: [48.19 pm, 48.51 um]

Dif. medias respecto a a,.f

Potencia 7.88 pm - 28.12 pm

0.5%
IC 95 %: [-3.24 pm, 19.00 pm]|; IC 95 %: [14.91 pm, 41.33 pm]|

Dif. porcentual respecto a ¢y
14.02 % - 50.01 %

Tabla 5.14: Intervalos del radio promedio de los poros y su diferencia respecto del valor de referencia, para un ancho
de banda de 2.55 MHz a 6 MHz, potencias acusticas de 0.1 %, 0.2%, 0.32% y 0.5% y una frecuencia nominal de

emisi6on de 6 MHz. ( Dif.medias = |auys — ayefl); (Dif.porcentual = w . 100).
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De la Tabla.5.13, se tiene que para la esponja morada se obtienen los mayores valores
del radio promedio estimados, mientras que para la esponja naranja se tienen los radios mas
pequenios. Ademas, no se observa ninguna tendencia a disminuir o aumentar el rango de diferencias
porcentuales, cuando se emplean diferentes potencias.

Al igual que para los anélisis previos, se realizaron pruebas estadisticas para evaluar si las
medias obtenidas por ultrasonido eran iguales a la obtenida por microscopia, H, : Gref = Gys,i- De
la prueba de normalidad se obtuvo que para ninguna de las esponjas y potencias los datos siguen
una distribucién normal (p < 0.05). En cuanto al analisis de varianza se obtuvo que solo cuando
se analiza la esponja morada a una potencia de 0.5 %, los datos no cumplen con la homogeneidad
de las varianzas (p < 0.05), mientras que para todas las demés combinaciones se tiene una p >
0.05.

A pesar de que se cumplia la condicién de homogeneidad y que la falta de normalidad no
es una limitante para aplicar una prueba t-student, se decidi6 utilizar una prueba t-Welch, dado
que la cantidad de datos en las dos muestras que se comparaban no eran similares. Los resultados
de dicha prueba se presentan en la Tabla.5.15.

Esponja 0.1% 0.2% 0.32% 0.5%
Amarilla t=-2314 |t =-1786 | t =-18.05 | t = -23.14
p < 0.05 p < 0.05 p < 0.05 p < 0.05
Morada t=-1012 | t=-935 | t=-5.81 |t =-10.12
<005 | p=005| p<005| p<005
Naranja t=-3528 |t =-33.35 |t =-34.51 | t =-35.28
p < 0.05 p <0.05 p < 0.05 p <0.05
Rojo t=-26.39 |t =-21.82 | t =-24.64 | t = -26.39
<005 | p=005| p<005| p<005
Verde t=1875 | t =16.24 | t =14.76 | t = 18.75
p <005 | p<005| p<005| p<0.05

Tabla 5.15: Resultados de la prueba estadistica t-Welch.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla.5.15, para ninguna de las esponjas
y de las potencias se cumple que la estimaciéon realizada por ultrasonido es igual a la del valor
de referencia. Sin embargo, al analizar los valores de p, se tiene que para la esponja morada
sus valores se acercan maés al valor de significancia estadistica (« = 0.05), mientras que para la
esponja naranja se obtienen los valores mas lejanos.

Ademés de las pruebas de hipoétesis, se estimaron los intervalos de confianza para la
diferencia de las medias los cuales se muestran en la Tabla.5.16. Para la esponja morada los
intervalos de confianza contienen al cero, por lo que existe la posibilidad de que la estimacién de
ultrasonido sea igual a la de referencia. Esto también sucede para la estimacion realizada para la
esponja amarilla a 0.5 %.
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Esponja 0.1% 02% 0.32% 05%

Amarilla -19.24 pm -18.86 pm -15.02 pm -7.88 pm
[-31.06 pm , -7.42 pm] | [-31.37 pm, -6.35 pum| | [-27.53 pm, -2.51 pm| | [-19.00 pm, 3.24 pm|

Morada -8.41 pym -7.77 pm -8.58 pum -9.86 pum
[-19.53 pm, 2.71 pm]| [-18.89 pum, 3.35 pm]| [-19.70 pm, 2.54 pm] [-23.07 pm, 3.35 pm]|

Naranja -29.38 pm -27.78 pm -51.11 pm -28.12 pm
‘ [-42.59 pm, -16.17 pm| | [-40.99 pm, -14.57 pm] | [-64.32 pm, -3.79 pm] | [-41.33 pm, -14.91 pm|

Rojo -21.93 pm -18.12 pum -35.79 pm -14.80 pm
[-33.05 pm, -10.81 pm| | [-28.55 pm, -7.69 pm] | [-46.91 pm, -24.67 pm| | [-26.27 pm, -3.33 pm]|

Verde -15.56 pm -13.49 pm -21.81 pm -10.10 pm
[-25.29 pm, -5.83 pm] | [-23.92 pm, -3.06 pm| | [-32.24 pm, -11.38 pm] | [-19.83 pm, -0.37 pm]

Tabla 5.16: Intervalos de confianza para la diferencia de las medias, ays — aref € IC 95 %.

En la Fig.5.8, se comparan las estimaciones realizadas para todas las potencias y esponjas.
A partir de la Fig.5.8, se tiene que para una misma esponja analizada a diferentes potencias hay
una variacion en el tamano estimado. Aunado a esto, solo para tres de las cinco esponjas, se
observa que el orden en que la estimaciéon del tamafio de poro se aleja mas del valor esperado es
el siguiente: 0.5 % (mejor estimacion), 100 %, 0.32%, 0.2% y 0.1 % (peor estimacion). Una posible
hipétesis de por qué a bajas potencias no se tiene una buena estimacion, es que el cociente senial
a ruido es bajo, por lo que existe una pérdida de informacion.

El hecho de que a 0.5 %, que es el umbral de potencia donde se comienzan a presentar
armonicos, se genere la mejor estimaciéon podria ser un indicador de que a mayor potencia menor
sesgo. Por lo que la presencia de armoénicos ayudaria en la estimacion del tamano. Sin embargo,
dado que a 100 % donde la presencia de armoénicos es maxima se obtiene una estimacion mas
alejada, esto podria indicar que existe una potencia a partir de la cual la exactitud de la estimacion
comienza a disminuir. No obstante, para comprobar esta teoria se tendria que estimar el tamano
de poro a potencias mayores que 0.5 % y evaluar si existe tal efecto.

Fig. 5.8: Comparacion de los radios estimados para diferentes potencias y esponjas.
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Ademas, una diferencia que existe entre los espectros obtenidos para 0.5 % y 100 %, es que
para el 100 %, el espectro de referencia también muestra la presencia de armoénicos, Fig.5.9b),
mientras que a 0.5 %, el espectro no presenta esta contribucion, Fig.5.9a). Por lo que debe ser
evaluada la contribucién que tienen los armoénicos del maniqui de referencia en la estimaciéon del
tamaifo de los dispersores.

a) 0.5% b) 100 %

Fig. 5.9: Espectros de potencia del maniqui de referencia.

A 100 % se tiene una estimacion del tamafio de poro mas uniforme sin importar qué esponja
se esté analizando, puesto que se tiene una desviacion estandar de 2.15 pm. Mientras que para
0.32% se tiene la mayor dispersion en el valor de los radios, dado que la desviacion estandar es
de 8.93 um. Finalmente, para 0.5 % que corresponde a la potencia en la que se tiene una mejor
estimacion del tamano, la dispersion de valores es alta, ya que la desviacion estandar es de 8.21.

En lo que respecta al hecho de que entre esponjas se obtengan diferentes valores para una
misma potencia, nos estd indicando que nuestros maniquies a pesar de estar constituidos del
mismo material, tienen variaciones. Las cuales pueden asociarse, a su fabricacion, a la cantidad de
aire o motas de polvo que cada una contenia, o modificaciones que sufri6 en su estructura durante
las evaluaciones. Esto tltimo podria ser muy notorio para la esponja naranja que es la tnica para
la cual después de la evaluacion del 100 %, estimé valores mucho menores para bajas potencias.

Si se descartara la esponja naranja, para todas las potencias evaluadas, puesto que la
dispersién de sus valores presenta un comportamiento atipico respecto de las otras esponjas, se
tiene que los nuevos intervalos de diferencias porcentuales serian los siguientes:

Potencia 0.1 % Potencia 0.2 % Potencia 0.32 % Potencia 0.5 % Potencia 100 %

841% a21.93% | 7.77% a 18.12% | 4.82% a 20.12% | 7.88% a 14.80% | 18.80 % a 27.88 %

Tabla 5.17: Diferencias porcentuales del valor de ultrasonido respecto al valor de referencia, sin considerar la esponja
naranja.

Al no considerar la esponja naranja debido a su comportamiento atipico mostrado en
la Fig.5.8, se tiene que los intervalos de diferencias porcentuales se reducen considerablemente,
Tabla.5.17. De acuerdo con la literatura [121]*, la diferencia porcentual maxima reportada para
la estimacion del tamano de dispersores esféricos mediante ultrasonido es del 20 %, por lo que al

“Las esferas analizadas en [122] corresponden a esferas de vidrio en agar y esferas de poliestireno en agar.
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comparar nuestros resultados con los de la literatura, nos hemos alejado de ese intervalo en no
mas de un 8 %.

Hasta el momento solo se ha analizado que a 6 MHz se tiene una propagacién no lineal,
puesto que se observa la presencia del segundo arménico. Sin embargo, aunque para 9 MHz y 12
MHz, no se presenta este segundo pico, esto no quiere decir que no exista la posibilidad de que
también se tenga una propagacién no lineal y que la presencia de armoénicos no sea visible debido
a que este fendémeno compite con la atenuacion. Por ello, se decidieron adquirir datos para dichas
frecuencias para diferentes valores de potencia, Fig.5.10.

a) 9 MHz b) 12 MHz

Fig. 5.10: Espectros de potencia para la esponja de melanina a diferentes potencias acusticas, para una frecuencia
nominal de emisién de 9 MHz y 12 MHz.

En el caso de que existiera una propagacion no lineal lo que se esperaria observar es que la
amplitud del pico central disminuye conforme la potencia aumenta, lo que indicaria que parte de
la energia esté siendo transferida a componentes de alta frecuencia [28], como se observa en los
espectros de 6 MHz. Sin embargo, cabe recordar que cuando una onda se propaga en el medio
también sufre pérdidas debido al fenémeno de atenuacion. Por lo que si la atenuacion fuera grande
y a su vez se tuviera presencia de armonicos, la onda regresaria a su comportamiento lineal pero
con menor energia ya que parte de esta se transfiere a las componentes de alta frecuencia que son
atenuadas [28].

De la Fig.5.10, se tiene que para ninguna de las dos frecuencias se observa algtin cambio
significativo en la amplitud de los espectros, por lo que se puede concluir que para estas frecuencias
no se presenta propagaciéon no lineal.

Por otro lado, para la potencia de 0.1 %, se observa que la senal tiene un coeficiente senal
a ruido bajo por lo que las amplitudes del ruido y la sefial son comparables, siendo este efecto
mas evidente a 12 MHz.

Finalmente, aunque se obtuvieron algunos resultados alentadores para la técnica propuesta
(6 MHz), atn se deben realizar evaluaciones mas rigurosas acerca de si la presencia de armonicos
en los espectros de potencia influyen en la estimacion del tamano de los dispersores. De igual
forma, es necesario realizar un anélisis sobre la atenuacion, con la finalidad de obtener mayor
informacién de la frecuencia con la que se esté incidiendo sobre los dispersores y de esta forma

Ademéas de que el método empleado para la estimacion del tamafio de los dispersor difiere del utilizado en esta
tesis.
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evaluar si se estd cumpliendo el criterio de 0.5 < ka < 1.2 para la frecuencia de 6 MHz. Aunado
a esto, también seria relevante llevar a cabo estimaciones a frecuencias nominales menores a 6
MHz con el objetivo de estar en el rango de valores esperados para ka. Asi como evaluar si a esas
frecuencias también se presentan armoénicos o no y cémo esto influye en la estimacién.
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Capitulo 6

Conclusiones

El objetivo de este trabajo fue implementar y validar la técnica de microscopia por
retrodispersion ultrasénica para la estimacion del tamano de los dispersores que se encontraban
en un maniqui con una morfologia similar al pulmén. Con la finalidad de realizar una primera
aproximacién para evaluar si la técnica permite estimar el tamano de los alvéolos y de esta forma
comenzar a caracterizar la estructura del pulmon fetal.

Lo primero que se hizo fue elegir un material que simulara las caracteristicas morfologicas
del tejido pulmonar en la etapa fetal, para posteriormente realizar una caracterizacion del mismo
con una técnica independiente. Esta estrategia permitié obtener un valor de referencia con el cual
evaluar el sesgo de las estimaciones realizadas por ultrasonido.

En lo que respecta al material que se seleccioné para el maniqui con morfologia similar al
pulmoén, si bien este se ha empleando en otros estudios en los cuales se evalian caracteristicas
del pulmén por ultrasonido, se observd que se tiene ciertas limitantes, la primera de ellas es que
a pesar de que se emplearon esponjas comerciales de un mismo lote, los resultados obtenidos
muestran que puede llegar a existir una diferencia significativa entre los tamanos de los poros
de cada esponja. Por lo que una de las alternativas seria obtener imagenes SEM de las mismas
esponjas de las cuales se realiza la caracterizaciéon ultrasbénica; mientras que otra seria fabricar
nuestras propias esponjas, para tener mayor certeza acerca de esta caracteristica.

También se observo que a pesar que de al momento sumergirlas en agua se buscaba eliminar
todas las burbujas de aire, durante este proceso ademas de que no se eliminaban en su totalidad,
también se introducia basura a las esponjas y de igual forma debido a sus caracteristicas, era muy
facil que se quedaran motas de polvo en ellas. Lo anterior pudo ser una componente adicional
en el sesgo de las mediciones. Aunado a esto, la estructura que presentan las esponjas no es
de un material homogéneo con dispersores esféricos distribuidos aleatoriamente. Sino que es un
medio homogéneo dado por el agua que contenian, con una red de dispersores (red de los poros),
por lo que nuestro modelo computacional puede no estar estimando de manera adecuada las
caracteristicas del medio, dado que esta programado con un modelo diferente.

Debido al ultimo punto mencionado, es que se propone que se realicé un maniqui a base de
agar con microesferas, dado que de esta forma el maniqui tendria condiciones mas cercanas a las
que se estan simulando y permitiria evaluar de manera més objetiva el sesgo en las estimaciones
debido al método utilizado para la estimacion del tamano. Ademés de que de esta forma se
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tendrian maniquies mas uniformes que con las esponjas, puesto que en estas ultimas se tienen
variaciones en las caracteristicas entre adquisiciones sucesivas ya que las burbujas y las motas de
polvo se desplazan en ellas puesto que estdn sumergidas en agua.

En lo que respecta a la caracterizacion de las esponjas por SEM, se identificé que la
toma de muestras debe ser mas selectiva de manera que se tengan laminillas lo méas delgadas
posibles, para evitar efectos de perspectiva al momento de identificar los poros. De igual forma,
es necesario encontrar un método mas eficiente para el contorneo de los poros, puesto que existe
una componente de variacién inter-operador en las estimaciones realizadas.

En lo que se refiere a la evaluacion del sesgo en la estimaciéon del tamano de los dispersores
mediante la técnica de ultrasonido, se obtuvo que las mejores estimaciones se realizan a una
frecuencia nominal de 6 MHz y un porcentaje de potencia actstica de 0.5 %.

Al evaluar la maxima diferencia porcentual que se tiene respecto al valor de referencia
cuando se analizan cuatro esponjas a potencias de 0.1 %, 0.2 %, 0.32%, 0.5% y 100 %, esta se
encuentra 8 % por arriba de la diferencia maxima reportada en la literatura para la estimacion
del tamano de dispersores esféricos. En lo que se refiere a las pruebas de hipo6tesis para evaluar si
las medias obtenidas eran iguales, los resultados expresan que existen diferencias significativas
entre ambas estimaciones, (p < 0.05).

A pesar de que se obtuvieron algunos resultados alentadores para la técnica propuesta,
aun se deben realizar mejoras con la finalidad de reducir el sesgo en las estimaciones y de esta
formar obtener diferencias porcentuales menores al 20 %, que el es valor méximo reportado en la
literatura.
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Apéndice

A.1. Tejido biolégico

Rata/Cobayo

La segunda parte del proyecto corresponde a la estandarizacion del proceso de adquisicion
de las senales de radiofrecuencia en tejido biolégico. Para ello se realizan pruebas en tejido
pulmonar de rata o cobaya, Fig.A.1. La adquisiciéon de los datos se realiza como parte del
protocolo de investigacion " Caracterizacion cuantitativa de la microestructura pulmonar fetal a
través de la espectroscopia por retrodispersion ultrasonica: Estudio piloto", el cual fue aprobado por
el comité de ética e investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) con ntmero de
registro 2022-1-31. Las muestras de pulmoén fueron proporcionadas por el Bioterio de la Facultad
de Ciencias de la UNAM. Las caracteristicas del proceso de extracciéon y preparacion de estas
muestras forman parte de la tesis de la Méd. Yubia Amaya Guel.

a) Estructura pulmonar de rata. b) Estructura pulmonar de cobaya.

Fig. A.1: Tejido pulmonar de rata.

Una vez que la estructura pulmonar fue extraida, se llenaron los pulmones de liquido
(Formaldehido al 10 %) y se hizo una sutura en la estructura traqueal para evitar que este se
saliera durante el proceso de la adquisiciéon de datos. El objetivo de llenarlos de liquido es replicar
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la, composicion de los pulmones fetales. Aunado a esto, se hicieron marcas con tinta china en
el tejido para indicar las posiciones en las cuales se realizara la adquisiciéon de las senales de
radiofrecuencia, Fig.A.2. De los planos seleccionados, enl nimero 3 corresponde al corte que se
debe realizar para el analisis que lleva a cabo quantusFLM®.

a) Rata b) Cobaya

Fig. A.2: Marcas con tinta china en la estructura pulmonar.

Para la adquisicion de las senales de radiofrecuencia se emple6 el equipo Verasonics Vantage
128 (Verasonic, Kirkland, WA) y los transductores lineales L11-5v y L35-16vX, el cual se encuentra
en el Instituto de Fisica de la UNAM, Fig.A.3 .

Fig. A.3: Adquisicion de las senales de RF.

A partir de las iméagenes en modo B, se ha revisado que el tejido pulmonar se encuentre
completamente lleno de agua. En la Fig.A.4, se puede apreciar que en la region 1 se tiene
una imagen generada por un pulmén que contiene agua, mientras que del lado 2, se aprecian
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reverberaciones de los ecos (flechas blancas), lo cual es un indicador de que el pulmon tiene aire
en su interior.

Fig. A.4: Imagen en modo B de tejido pulmonar, lleno de agua (1) y con aire (2).

Una vez que las senales fueron adquiridas, los pulmones fueron enviados al equipo de
patologia del INPer con el objetivo de que ellos realicen un anélisis histolégico de las mismas
y proporcionen una estimaciéon del tamano de la estructura alveolar mediante una técnica
independiente del ultrasonido, Fig.A.5.

Fig. A.5: Imagen por microscopia Optica del tejido pulmonar de rata con tinciéon de hematoxilina y eosina con un
aumento de 10x. Con flechas blancas se senalan algunas estructuras alveolares.
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A.2. Volumen de dispersiéon

Para la estimacion del volumen de dispersion (Vs), se deben conocer los siguientes tres
parametros:

1.- El ancho del haz en la direccién lateral,
2.- La profundidad de foco (depth of focus),

3.- La altura de los elementos piezoeléctricos.

Los primeros dos puntos se estimaron a través de la simulaciéon del campo de presion
utilizando el software Field II [124] [125]. Para la simulacion del campo de presiéon primero se
definieron los parametros del transductor que generara el campo de interés.

Posteriormente, se tuvo que definir como se queria discretizar la apertura del transductor
para que el software realizara los calculos correspondientes para la estimacion del campo (Fig.A.6,
region verde).

Fig. A.6: Transductor y plano de puntos de observaciéon

Seguido de esto se defini6 el plano en el cual se deseaba conocer el valor del campo de
presion. En este caso el plano seleccionado se construy6 desde -27.5 mm a 27.5 mm en la direccion
lateral y de 0.9 mm a 30 mm en la direccién axial, Fig.A.6, regién anaranjada.

Una vez definido el transductor y el plano de puntos de observacion, se emple6 la funcion
calc_hp, para la estimacion del campo de presion. En la Fig. A.7, se presenta el campo de presion
incidente sobre el plano de medicién, dicho campo de presion esté expresado en escala decibel,

P[dB] = 20log10 (pr) (A1)
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donde P corresponde al valor de la presiéon medida en el punto de interés, mientras P ., se refiere
a la presion de referencia, que en este caso fue la presién méxima.

Fig. A.7: Campo de presion incidente

Ahora que se conoce el campo de presion, para determinar la longitud del volumen
(direccion lateral), lo que se hizo fue obtener el perfil del haz a lo largo de la direccién lateral a
una profundidad de 1.5 cm, que corresponde con el punto focal del haz. Una vez que se obtuvo
dicho perfil se determiné la anchura a media altura o FWHM. Para ello se midi6 la distancia
lateral que existia entre los dos puntos del perfil cuya magnitud correspondia a -6 dB. Esto debido
a que dicho valor representa una disminuciéon de la mitad en el valor de la magnitud de la presiéon
del campo incidente, Fig.A.8.

Fig. A.8: Perfil lateral del haz en el punto focal

Para determinar el ancho de dicho volumen, es decir, su magnitud en la direccién axial,
se buscéd determinar la profundidad de foco. Para ello, lo que se hizo fue obtener los perfiles del
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haz a lo largo de la direccién lateral a diferentes profundidades por debajo y por encima de la
profundidad a la cual se encontraba el foco. Y se determiné la profundidad minima y méxima
para las cuales el valor del ancho del haz diferia en un valor menor al 10 % del ancho del haz
obtenido en la zona focal, Fig.A.9.

Fig. A.9: Determinaciéon de la profundidad de foco

Finalmente, en la Tabla.A.1, se resumen las dimensiones del volumen de dispersion para el
transductor 124, enfocado a 1.5 cm de profundidad.

’ Parametro ‘ Valor
Ancho del haz (direccion lateral) [mm)| 2.17
Profundidad de foco (direccion axial) [mm)| 1.46
Altura del elemento piezoeléctrico (direccion elevacional) [mm)| 9
Volumen de dispersion [cm?] 2.85x1072

Tabla A.1: Dimensiones del volumen de dispersion para el transductor 1214, cuando el foco se encuentra situado a 1.5
cm de profundidad.
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A.3. Imagenes SEM

En esta seccién se presentan las imégenes de microscopia contorneadas por los tres
individuos. A partir de las cuales, se realizo la estimacion del tamano de referencia para los poros
de la esponja de melamina.

a) Al b) Bl c) C1
d) A2 e) B2 f) C2
g) A3 h) B3 i) C3
j) A4 k) B4 1) C4

Fig. A.10: Poros identificados en las imagenes de microscopia, por los operadores A, By C.
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a) A5 b) B5 c) C5
d) A6 e) B6 f) Cé6
g) AT h) B7 i) C7
j) A8 k) B8 1) C8

Fig. A.11: Segunda parte. Poros identificados en las imagenes de microscopia, por los operadores A, B y C.
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a) A9 b) B9 c) C9

d) A10 e) B10 f) C10

Fig. A.12: Tercera parte. Poros identificados en las iméagenes de microscopia, por los operadores A, B y C.
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A.4. Relacion ka

En la Fig. A.13, se presenta una tabla con los diferentes valores de frecuencia con los que

se cumple la relacion de 0.5 < ka < 1.2, para dispersores esféricos con distintos radios.

Fig. A.13: Valores de la frecuencia incidente para diferentes radios de dispersores esféricos como funciéon de los valores
de ka. En un rectangulo negro se encuentra resaltada la region de valores de frecuencia que son de interés para la
estimacion del tamaiio del dispersor, puesto que cumple con el criterio establecido para ka [80]. Mientras que f(min) y

f(méx), representan los valores de la frecuencia minima y méxima, respectivamente, que cumplen con la relacion de ka
para diferentes radios del dispersor.
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