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A ultrassonografia € um dos métodos de diagndstico por imagem mais utilizados
atualmente em virtude do seu baixo custo e facil acesso. Porém, ndo apresenta uma imagem
com nivel de detalhamento como o observado com a técnica de ressonancia magnetica, por
exemplo. Em vista disso, uma nova modalidade de processamento de imagem de ultrassom
que utiliza a variacdo de temperatura como forma de perturbagdo do meio para a obtencao
de um contraste de melhor qualidade foi proposta por Teixeira et al., 2018, em que foi
utilizado como base a teoria da variagdo da energia retroespalhada - changes in
backscattered energy (CBE). Nessa mesma linha de pesquisa foi constatado que meios com
um maior nimero de espalhadores lipidicos causam incremento na curva de CBE ao serem
aquecidos, enquanto meios com espalhadores aquosos causam declinio na curva quando
submetidos as mesmas condi¢Bes. Além disso, notou-se que imagens realizadas em
diferentes temperaturas apresentaram contraste diferentes, o que levou a crer que seria
possivel observar mudancas na intensidade do sinal ultrassdnico com o aquecimento do
meio. Assim, o presente estudo tem como objetivo determinar a menor regido possivel em
imagens de tecidos adiposo e muscular de porco frescos, cuja variagdo da intensidade dos
pixeis em tons de cinza gere um contraste perceptivel aos olhos do observador. Variagdo
esta, fruto da mudanca do sinal ultrassénico gerado nas imagens de tecido biol6gico

durante o incremento de temperatura.
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EVALUATION OF THE GRAY SCALE INTENSITY VARIATION OF
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FUNCTION OF TEMPERATURE.

Juliana Gabardo Rigueira
Margo/2022
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Ultrasonography is one of the most used diagnostic imaging methods today due to
its low cost and easy access. However, it does not present an image with a level of detail as
observed with the magnetic resonance technique, e.g. In view of this, a new modality of
ultrasound image processing that uses temperature variation as a means of disturbing the
environment for obtaining a better-quality contrast, it was proposed by Teixeira et al., 2018.
Where the theory of variation of backscattered energy - changes in backscattered energy
(CBE) was used. In the same line of research, it was found that media with a greater number
of lipid scatterers cause an increase in the CBE curve when heated, while media with
aqueous scatterers cause a decline in the curve when subjected to the same conditions. In
addition, it was noted that images taken at different temperatures showed different contrast,
which led to believe that it would be possible to observe changes in the intensity of the
ultrasonic signal with the heating of the medium. Thus, the present study aims to determine
the smallest possible region in images of fresh pig fat and muscle tissues, whose variation in
pixel intensity in shades of gray generates a noticeable contrast to the eyes of the observer.
This variation is the result of the change in the ultrasonic signal generated in the biological

tissue images during the temperature increase.
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1 Introducéo

A ultrassonografia € uma técnica de aquisicdo de imagens médicas com uso datado
em 1957 e atualmente é o método de diagndstico por imagem mais utilizado. Estima-se
que aproximadamente 25 % dos exames de imagens médicas realizados no mundo sejam
de ultrassom. Esse grande numero deve-se ao fato de que o ultrassom é um método que
produz imagens em tempo real, com equipamentos de facil acesso e manuseio, custo
relativamente baixo e se apresenta como uma forma segura de captura de imagem, uma
vez que ndo € invasivo e ndo expBe o paciente a radia¢do ionizante como técnicas de
Raios X, por exemplo (PALMER et al. 1995, PEIXOTO, 2010).

Até hoje, muitos estudos foram realizados em busca de uma imagem com melhor
qualidade (resolucédo, contraste etc.), passando pelo desenvolvimento das imagens em
modo B, com o método tradicional em 2D e atualmente em 3D, 0 que gera uma imagem
mais proxima a realidade dos tecidos examinados, permitindo assim uma melhor detec¢do

de possiveis alteragdes.

Mesmo com todos os avangos na tecnologia, a ultrassonografia ainda € uma
técnica que apresenta limitagdes em termos de qualidade de imagem, o que faz com que
diagndsticos ainda sejam realizados de forma subjetiva e dependam do bom senso e
experiéncia do profissional (PALMER et al., 1995). Até os dias de hoje, ainda ndo se
conseguiu uma imagem cujo nivel de detalhamento se equiparasse com o obtido por
outros metodos como a Ressonédncia Magnética, por exemplo, e que permita um maior

contraste de estruturas, em especial de possiveis anomalias.

O ultrassom também é utilizado com fins terapéuticos, o aquecimento por
ultrassom ¢é utilizado tanto por fisioterapeutas, para reparacdo de lesdes musculo
esqueléticas (diatermia), como também por médicos no tratamento para sensibilizacdo ou

ablacdo celular de tumores cancerigenos (hipertermia).

Nos casos em que o ultrassom é usado para diatermia, o profissional ndo tem como
saber qual a area realmente aquecida e se a faixa de temperatura terapéutica foi atingida
(39 ° - 41 °C) pelo tempo necessario. O desconhecimento da temperatura alcangada gera

certa desconfianga nos profissionais, restringindo o uso da técnica de



diatermia por ultrassom (ALVARENGA et al., 2010).

Em terapias para ablagdo de tumores, o conhecimento da temperatura com a maior
exatiddo é de extrema importancia, uma vez que as faixas de hipertermia tém efeitos
diferentes nas celulas. Temperaturas entre 42 °C e 45 °C s&o utilizadas para sensibilizar
tumores para realizacdo de quimioterapia e radioterapia com uma melhor resposta. J& para
faixas acima de 50 °C, as temperaturas sdo citotoxicas e causam ablacdo celular
(American Cancer Society — ACS, 2022). Assim, métodos ndo invasivos para afericdo de
temperatura sdo necessarios para praticas clinicas mais seguras e, por isso, tém sido

investigados por diversos grupos.

Com o objetivo de abordar esse problema, algumas formas ndo invasivas para
afericdo de temperatura comecaram a ser investigadas por técnicas como ressonancia
magnética, radiometria por micro-ondas e magnética (ARTHUR et al., 2003). Nesse
contexto, devido a suas vantagens de custo e acesso, sinais e imagens de ultrassom se
mostraram um método com potencial para serem investigados, por isso seus parametros
e suas correlacbes com a mudanca de temperatura tém sido objeto de estudo desde 1994,

por Straub e seu grupo, a fim de avaliar sua viabilidade (STRAUBE et al., 1994).

Em busca desse objetivo, o grupo do Laboratério de Ultrassom do Programa de
Engenharia Biomédica da COPPE/UFRJ comecou seus estudos visando correlacionar a
danca dos paradmetros ultrassénicos de tecidos biolégicos ou de materiais que
mimetizassem suas caracteristicas acusticas (phantom) e o aquecimento. Em 2014, os
achados publicados por Teixeira et al. demonstraram que o nivel de cinza das imagens
em modo-B esta correlacionado as modificacdes observadas na intensidade de energia
retroespalhada durante a variagdo de temperatura, se tornaram o parametro que norteou
as demais pesquisas até a atualidade (ARTHUR et al., 2003; ALVARENGA, 2010;
TEIXEIRA et al., 2014).

Mais tarde, também utilizando como base a teoria da mudanca da energia de
retroespalhamento — Change of Backscatter Energy (CBE), esse grupo propds uma nova
modalidade de imagem de ultrassom em que, monitorando a variagdo de temperatura de
uma amostra, é possivel obter uma nova imagem que apresente um maior nivel de
detalhamento de estruturas chamada de “Imagem de ultrassonografia baseada em CBE”-

CBE-based ultrasound imaging (CBEUS). A partir do aquecimento de uma amostra de
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tecido bioldgico, observaram as alteracdes ja relatadas na literatura na escala de cinzas
dos pixels contidos nas imagens e através de processamento dessas informacdes € possivel
criar uma nova imagem (TEIXEIRA et al., 2014) como sera descrita na se¢édo

2.3 desse trabalho.

Dando continuidade aos estudos iniciados em colaboragdo com o Dr. Teixeira
(Universidade de Coimbra, Portugal), este trabalho foi desenvolvido a fim de explorar os
detalhes das alteraces ocorridas nos niveis de cinza dos pixels das imagens ultrassonicas
modo-B de amostras de tecidos ex vivo, submetidos a variacdo de temperatura. Com isso,
objetiva-se extrair informagdes que permitam que a temperatura possa ser monitorada a
partir de imagens de ultrassom. O presente trabalho se propde principalmente a avaliar as
variagdes ocorridas na curva de CBE correlacionadas ao nivel de cinza das imagens, a
fim de caracterizar a minima regido onde essas mudancas sdo observadas e averiguar se

h& um padrdo que permita definir uma temperatura a partir da imagem modo-B obtida.

1.1 Objetivos

Avaliar a variagdo da escala de cinza das imagens ultrassonogréficas de tecidos
adiposos e musculares ex vivo durante o seu aquecimento, em fungdo de conjuntos com

diferentes quantidades de pixels.

1.2 Objetivos especificos

e Analisar sinal das imagens de US de tecido muscular e adiposo em funcéo do
incremento de temperatura;

e Caracterizar a minima regido (conjunto de pixels minimo) em que seja possivel
observar a variagdo da escala de cinza de forma consistente;

e Verificar a possibilidade de classificar os tecidos na imagem ultrassdnica a

partir da regido caracterizada,



e Verificar a possibilidade de correlacionar a variacdo de temperatura de
aquecimento dos tecidos com a escala de cinza obtida.

1.3 Estrutura do trabalho

O presente trabalho foi dividido em sete capitulos, sendo eles: introducgéo,
fundamentacdo tedrica, revisdo da literatura, materiais e metodos, resultados, discusséo e

conclusdes.

No capitulo 2 sdo abordados os conceitos tedricos necessarios para a cCompreensao
do trabalho, sendo apresentados, inicialmente, os principios fisicos da geracdo do
ultrassom e em seguida sdo abordados os principios da formagdo de imagem de ultrassom

modo-B e, por fim, o processamento para formagdo de imagem CBEUS.

O capitulo 3 consiste em uma revisdo da literatura abordando os principios de
formacédo de imagem de US, teoria de retroespalhnamento e os estudos que trouxeram as

afirmacdes que séo base desse trabalho.

No capitulo 4 tem-se a exposicdo dos materiais e métodos, com descrigdo de como
foram obtidas as imagens do banco de dados utilizado, bem como o desenvolvimento para

0 processamento de sinais das imagens.

O capitulo 5 apresenta os resultados das anélises das imagens obtidas atraves de

um banco de dados.

O capitulo 6 discute os resultados, incluindo levantamento de hipéteses e futuros

passos.

No capitulo 7 sdo expostas as conclusdes do trabalho.



2 Fundamentacéao teorica

2.1 Principios fisicos do ultrassom

O ultrassom (US) é uma onda mecéanica com frequéncia acima de 20 kHz, ou seja,
acima da faixa de audi¢cdo humana que, necessita de um meio para se propagar (FISH,
1990).

Uma onda sonora, a0 ser emitida, gera oscilacdo das particulas presentes no meio.
A transmiss@o do som é realizada através dessa vibracdo que gera a interacdo de particulas
vizinhas sucessivamente. Assim, ha transmissdo de energia sem alteracdo de massa
(FISH, 1990).

Uma vez que o US interage com as particulas do meio, pode-se concluir que as
propriedades elasticas deste, bem como sua densidade, interferem diretamente na
propagacdo da onda, fazendo com que a propagacao em fluidos ou sélidos possa ocorrer
de forma diferente. A equacdo de propagacdo de uma onda plana é representada pela
seguinte equacdo diferencial de segunda ordem, em que p representa a pressdo acustica,

c a velocidade de propagacdo da onda,, r o vetor posicao e t o tempo.

-~ 1® -

Ve (r
rt)y=—__p(r,
P c? ot P , 1)

a velocidade de propagacdo, c, depende da densidade p e da compressibilidade do meio
k, obedecendo a seguinte equacao:

1

cC= f—
Pe. (2)

A onda pode se propagar de duas formas: longitudinal, quando as particulas
oscilam na mesma direcédo da propagacéo, ou transversal (ou de cisalhamento), quando a

oscilacdo ocorre perpendicular a diregdo da propagacdo (PEDROSA, 2016).
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Figura 1. Formas de propagagao de onda ultrassonica.

A propagacao da onda conta com fendbmenos como: reflexdo, refragédo, difracéo,
absorcdo, espalhamento que ocorrem em funcdo das propriedades do meio de propagacao.
Neste trabalho serdo apresentados de forma breve, os fendmenos mais diretamente

relacionados a formagdo de imagem ultrassdnica.

Uma propriedade importante dos materiais e, consequentemente, dos tecidos
bioldgicos que influencia diretamente na propagacdo do som é a impedancia acustica (Z),

que caracteriza a resisténcia a passagem do som em um meio, medida em kg m™2 s

conforme a equacéo 3 a seguir, em que p se refere a densidade, medidaem kg m3ec, a

velocidade de propagacio da onda, medida em m s

Z=pcC

Os fendmenos de reflexao e transmissdo dependem diretamente da impedancia
acustica. Quando ha diferenca entre as impedancias de dois meios, uma porcentagem da
energia acustica emitida é refletida, ou seja, retorna ao meio de origem conservando sua
frequéncia e velocidade (GUIRRO, GUIRRO, 2002), conforme a equacao:

(3)



, (4)
Enquanto outra porcentagem da energia emitida é transmitida para o meio seguinte, de
acordo com a equacéo 5.
([ 42,7,
%T = ﬁ_z_} | x100
(5)

Quando essa transmissdo acontece em um angulo de incidéncia diferente de 0, em

relacdo ao eixo perpendicular, ocorre a refragao.

Ao emitir uma onda e esta atingir um meio que contenha particulas em sua
composicdo, ocorre um fenbmeno denominado espalhamento (scattering), que é
dependente da heterogeneidade do meio e da razdo entre a dimensdo das particulas
espalhadoras e o comprimento de onda emitido. O espalhamento ocorre quando o
comprimento de onda emitido é da ordem da dimensdo da particula, ou quando a
superficie de reflexdo € heterogénea (FISH,1990). Uma vez espalhada, as ondas podem
atingir outras particulas que também passam a espalhar e assim sucessivamente, atingindo
toda uma regido irradiada pelo ultrassom como exemplificado na Figura 2 (PEDROSA,
2016).

Transdutor

Meio

Figura 2 — Espalhamento de energia ultrassénica- Comprimento de onda da ordem da

dimensao particula fazendo com que haja o espalhamento multidireconal, atingindo
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outras particulas e fazendo com que apenas uma parte do sinal de ultrassom espalhado

possa ser captado pelo transdutor (backscatter).



Essa caracteristica € importante para geracdo de imagens de ultrassom, pois a
interferéncia das ondas causada por espalhamento pode gerar artefatos granulares
conhecidos como speckle, o que degrada a resolucdo espacial e o contraste das imagens.
Porém, ao se tratar de tecidos bioldgicos, o speckle esta associado a microestrutura do
parénquima do tecido envolvido, o que acaba se tornando uma maneira de caracterizacdo

do meio.

A absorcéo do feixe ultrassdnico é responsavel pela geragdo de calor, histerese e
viscosidade e, juntamente com o fenémeno de espalhamento, faz com que o sinal de
ultrassom seja atenuado durante sua transmissdo, ou seja, perca intensidade ao se
propagar. Esses dois fendmenos sdo o0s principais componentes da atenuacdo. Esta pode
ser modelada como uma fungdo exponencial, gerando um coeficiente de atenuagéo
especifico para cada meio de propagacdo, sendo este um pardmetro importante para

caracterizagdo do meio.

2.2 Formacéao de Imagem de Ultrassom

Aparelhos de ultrassonografia geram imagens com base na técnica chamada de
pulso-eco. S&o compostos por um transdutor com elementos piezoelétricos, que realizam
a conversdo de energia elétrica em energia mecanica para emitir um pulso e recebé-lo de
volta, fazendo o processo inverso, tornando-se, assim, o transdutor transmissor e receptor
(WELLS, 1977).

Ao ser excitado periodicamente por um pulso, o transdutor recebe de volta um
eco, chamado sinal de radiofrequéncia (RF)*, que contém informacGes sobre a interacdo
da onda acustica com os meios atingidos, fazendo com que seja possivel a interpretacdo
desses sinais a partir de seu processamento, obtendo-se informacdes sobre a estrutura e a

composicao fisica das regides atingidas (FISH, 1990, cap 1).

A instrumentacdo mais simples para obtencdo e interpretacdo do eco é conhecida
como dispositivo de modo-A (Fig.3), na qual um grafico de amplitude versus tempo é
formado, por isso é conhecido como modo de “amplitude”. Segundo FISH (1990), pode-

se assumir a velocidade média de propagacdo da onda de ultrassom em tecidos
8

*0 termo RF é utilizado quando queremos fazer referéncia ao sinal de ultrassom sem tratamento, recebido conforme refletido e espalhado pelo meio.



moles, aproximadamente 1540 m se, assim, o tempo entre a emissdo de um pulso e a

recepcdo do eco pode ser utilizado para mensurar a profundidade do meio atingido.

Sy
" ¥
ulso
p' : <— transdutor
elétrico
'77—5?_4— plI|SO amplitude
l transmitido doeco
refletores T
profundidade dos
f_ refletores (tempo)
- pulsos de ecos
|

Figura 3 — Dispositivo Modo-A (LEE et al., 2010)

As imagens em modo-B, conhecido como modo de “brilho”, sdo bidimensionais
formadas a partir da interpretacdo de um conjunto de linhas de modo-A. De forma breve,
0s passos para a formacdo da imagem s&o: A linha em modo-A corresponde a um percurso
desde a superficie onde esta o transdutor até uma determinada profundidade. A linha-A é
digitalizada (com alguns processos envolvidos), tornando-se uma sequéncia de pontos
em uma escala de cinzas (256 niveis de brilho) e ird compor uma linha da imagem. Linhas
em modo-A obtidas em posi¢cOes consecutivamente vizinhas sdo tratadas da mesma

forma.

A colocacdo de uma série de linhas modo—A dispostas contiguamente gera a
imagem em modo-B. As principais etapas do processamento para obtencdo de imagem

em modo-B estatico estdo representadas na Figura 4 a seguir de FISH.
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Figura 4 — Diagrama de blocos Modo-B estéatico (FISH, 1990)

Uma vez digitalizadas as linhas modo-A e colocadas vizinhas entre si, a imagem
passa a ser representada por um mapa bidimensional de niveis de cinza, sendo esses niveis
dependentes do niumero de bits utilizados na digitalizacdo. Logo, em uma representacdo
de 8 bits (1 byte) tem-se 28niveis de cinza possiveis, ou seja, uma escala que varia entre
0 e 255. Sendo 0 o valor atribuido a intensidade mais escura e 255 a mais clara. Cada
ponto da matriz formada por essa imagem é chamado de pixel e, quanto menor for o
tamanho do pixel, maior serd a resolugdo da imagem, dando origem a imagens de

ultrassom utilizadas como forma de diagnostico, como na Figura 5.
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TECIDO MUSCULAR =y

TECIDO ADIPOSO s

Figura 5 — Imagem de ultrassom Modo-B de tecido muscular de porco na porcao

proximal da imagem, seguido por camada de gordura.

2.3 Formacgéao de imagem com base nas mudancas da energia

de retroespalhamento

Teixeira e colaboradores em 2014, a partir de seus estudos anteriores, deram inicio
a uma pesquisa para formacdo de uma nova imagem de ultrassom, com base na Variagéo
da Energia de Retroespalhamento (CBE — Change on Backscattered Energy), conforme
as equacdes propostas por Straube e Arthur (1994). Segundo essa teoria, particulas
espalhadoras com carateristicas proximas a da agua (como as do tecido muscular)
diminuem sua energia de espalhamento com o aumento de temperatura e espalhadores
com caracteristicas tendendo a gordura, aumentam sua energia de espalhamento com o
aumento de temperatura. O modelo de CBE em funcdo da temperatura proposto por

Straube e Arthur esta expresso na equacao 6 a seguir:
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coer 7 “ompy 1-e=

" o(T)N(Tr) | 1-e 2

(6)

Em que T é a temperatura, Tra temperatura de referéncia e x € a distancia percorrida pela
onda de ultrassom no meio. Deixando claro que a variagdo de CBE relacionada ao
incremento de temperatura é dependente da atenuacdo (o) e do coeficiente de
retroespalhamento (n). Assumindo que, para uma faixa de temperatura entre 37 °C e
50°C, o numero de onda (k=2n/A) varia menos que 1,5%, a atenuagdo ¢ praticamente
constante, a densidade pode ser considerada independente da temperatura e o coeficiente
de retroespalhamento para uma populacdo de espalhadores é proporcional ao coeficiente
de um Unico dispersor. Assim, a equagdo 7 foi proposta a fim de explicitar a maior
dependéncia entre a energia de retroespalhamento e a velocidade do som em uma faixa
de temperatura definida. A normalizagéo realizada em relacdo a um valor de base e uma
temperatura de referéncia faz com que a dependéncia de temperatura da energia
retroespalhada seja simplificada, permitindo que fatores com pouca ou nenhuma

dependéncia de temperatura sejam ignorados (ARTHUR et al., 2003):

2p5+p"1

n(TR)_ mem(TR)E—pscs(TR)2 2+l 3p5—3pm "
p:CS(TR)2 3 2ps+pm

PuCn @) = pc,(T) jz + 1( 3p,=3p, )Z

cBE@ T)=1D) [ p.c(T) 3

(7)

em que ps e cs(T) sdo, respectivamente, a densidade e a velocidade do som dos
espalhadores de um tipo dado, e pm e cm(T) sdo, respectivamente, a densidade e a
velocidade do som dos espalhadores contidos no meio.

Com base nesses conhecimentos, Teixeira e colaboradores desenvolveram phantoms
numeéricos com diferentes distribuicdes de espalhadors aquosos e lipidicos para simulacdo
de imagens denominadas CBEUS (CBE - based ultrasound imaging). Cada phantom de

formato esférico contém um centro com raio de 2 mm e regides circulares adjacentes com
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espessura de 2 mm cada, contendo dispersores lipidicos e aquosos
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intercalados, como observado na Figura 6, em que a camada mais externa é formada por

dispersores aquosos.

Phantom 1 Phantom 2

Scattering Phantom

Scattering Phantom

Dispersores
lipidicos

Dispersores 4
lipidicos

Dispersores
aquosos

Dispersores
aquosos

Profundidade [mm]
Profundidade [mm]

Posigdo Horizontal [mm] Posigdo Horizontal [mm]

Figura 6 — Phantoms numéricos com diferentes quantidades de dispersores distribuidos
concentricamente e intercalando dispersores lipidicos e aquosos, em um meio de 4gua
para simulagdo de imagens CBEUS. (PASTRANA-CHALCO 2017)

O phantom 1 possui menor concentracédo de dispersores na coroa circular externa
de dispersores lipidicos, enquanto o phantom 2 possui 0 maior nimero de dispersores

nessa mesma regiéo.

Para simulagbes foram consideradas as propriedades de espalhamento contidas na

Tabela 1 e as equacdes de velocidade (equacéo 8) para os meios utilizados.

Tabela 1 - Propriedades dos meios para simulacéo.

Meio Densidade (p) g m? Atenuacao (o) @sem*
MHz1)
Dispersores aquosos 1065 0,9
Dispersores Lipidicos 950 0,6
Agua 1000 0,002
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Co (T) = 1471.4 + 3.9979T — 0.03513T 2
¢ (T)=1810.7 — 13.892T + 0.1016T 2,
c, (T) =1402.4 +5.039T —0.057791T 2

(8)

Em que T(°C) é a temperatura em graus Celsius, cq, ¢, € ¢y, a velocidade do som para 0s

meios aquoso, lipidico e agua em (m/s), respectivamente (TEIXEIRA et al., 2018).

A partir das equacdes apresentadas, Teixeira et al. (2019) simularam imagens
modo-B convencionais dos phantoms numeéricos, para a faixa de 27° a 44 °C. Em seguida
foi realizado o processamento para a obtencdo da imagem CBEUS. Primeiramente foi
obtida uma imagem convencional de ultrassom modo-B correspondente a cada
temperatura. Em seguida, inicia-se o estudo do comportamento de cada pixel,
considerando a mudanca de intensidade durante o incremento de temperatura. Para isso

foi proposto um modelo polinomial de primeiro grau definido pela equagéo:

Almyn (AT) = Otm,n AT + bmyn y

(9)

Em que Aln, (AT) é a mudanga de intensidade dependente de temperatura para o pixel na
posicdo (m,n), AT ¢ a variagdo de temperatura € amp € by S80 0s parametros do modelo
para o pixel na localizacdo (m,n). Assim, utilizando o método dos minimos quadrados,
foram encontrados valores de amn € bmn . Portanto, essa fungéo linear expressa o
comportamento de cada pixel (pmn) em fungdo da temperatura. O coeficiente angular para
cada pixel foi mapeamento em 2D formando a imagem CBEUS (Figura 7).
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Posicdo Horizontal [mm] Posicdo Horizontal [mm]

Figura 7- Imagem obtida aplicando o método desenvolvido, utilizando o coeficiente
angular obtida do modelo linear para a variagdo de brilho de cada pixel em funcéo de
temperatura (TEIXEIRA et al. 2014).

Na Figura 8 pode-se notar que a modalidade de imagem proposta por TEIXEIRA
et al. apresentou maior contraste e resolucdo ao ser comparada com uma imagem obtida
em modo — B convencional. E possivel observar que as imagens CBEUS apresentam
melhor definicdo das camadas constituidas por diferentes tipos de espalhadores, quando
comparadas a imagem modo-B convencional, na qual ndo € possivel identificar o centro
da imagem nem a diferenca entre a concentracdo do numero de espalhadores quando se

comparam os phantoms 1 e 2.
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Figura 8 — Comparacao das imagens obtidas em modo-B convencional dos phantoms 1
(@) e 2 (c), com imagens CBEUS para mesmos phantons 1 (b) e 2 (d). (PASTRANA-
CHALCO 2017)
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Fica evidente a importante contribuicdo no melhoramento do contraste na imagem
ultrassénica gerada pela imagem CBEUS, abrindo, assim, campo de estudo para o
presente trabalho, em que serdo analisados os eventos que ocorrem com grupos pixels nas

imagens em modo-B em tecidos biolégicos in vitro, durante o incremento de temperatura.

18



3 Revisao da literatura

Diante da importancia de técnicas que utilizam diatermia e hipertermia como
forma de tratamento para diversos acometimentos do organismo, desde lesdes musculo
esqueléticas até cancer e das insegurancas em relacdo a mensuracdo da temperatura real
de aquecimento de tecidos submetidos a termoterapia, fez-se necessario a busca por
técnicas capazes de aferir a temperatura da regido tratada de forma néo invasiva e, de
preferéncia, em tempo real. Muitos pesquisadores buscaram soluc¢des a partir do estudo
de técnicas como ressonancia, radiometria por micro-ondas e magnética (ARTHUR et al.,
2003). Entretanto, por ser um método mais seguro, de facil manipulacéo e baixo custo,
estudos com imagens de ultrassom para aferir temperatura vém sendo desenvolvidos a

fim de verificar se esta seria uma técnica adequada, ha mais de duas décadas.

Em seu trabalho de 1994, Straube e colaboradores desenvolveram um estudo sobre
a dependéncia entre a temperatura e o coeficiente de retroespalhnamento. Sugerindo a
possibilidade de usar a alteracdo da poténcia de retroespalhamento como forma de rastrear
as distribuicbes de temperatura em um tecido, uma vez que, ao analisar a simulagao
realizada em dispersores aquosos e dispersores lipidicos em um meio a base de &gua,
durante uma faixa de aquecimento de 35 °C a 50 °C, observaram uma variagdo de 5 dB
para dispersores lipidicos e 3 dB para dispersores aquosos. Em 1998, Simon e
colaboradores buscaram estimar, de forma ndo invasiva, a temperatura e evidenciou-se
que a velocidade e a expansdo média da massa do meio estudado variam linearmente com

a temperatura.

O grupo de Straube, Arthur e colaboradores seguiu com seus estudos e, em 2003,
publicou seus achados em relacdo ao monitoramento da curva de CBE na faixa de
hipertermia (37 °C a 50 °C), a partir da analise de amostras de figado bovino, costela de
porco e musculatura da regido peitoral de peru frescas e descongeladas, imersas em agua.
Identificaram um padrdo de mudanca de energia retroespalhada, em que tecidos de base
lipidica apresentaram incremento na curva CBE, enquanto tecidos com maior nimero de

espalhadores aquosos apresentaram queda, ambos de forma monotdnica.
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Concomitante a esses achados, Teixeira e colaboradores desenvolveram um
modelo com esquema de previsdo de temperatura de forma pontual com desempenho
melhor que os resultados apresentados em literaturas anteriores, utilizando uma estratégia

de redes neurais.

Em uma revisdo de 2005, Arthur e colaboradores sugeriram que CBE seria 0
pardmetro adequado para estimativa de temperatura, ja que a dependéncia entre a
velocidade do som e a temperatura que era a base de trabalhos anteriores, entre outros
problemas, se torna de dificil monitoramento, pois essa dependéncia muda de acordo com
o tipo de tecido. Além disso mostraram que os estudos do comportamento da atenuacdo
durante o aquecimento s apresentaram diferenca significativa em temperaturas acima de
50°C, ou seja, fora da faixa de diatermia e hipertermia geralmente utilizada. Assim a

investigacdo da mudanca de energia retroespalhada ganhou mais énfase.

Em 2008, Trobaugh et al. desenvolveram um modelo para simular a dependéncia
da temperatura no sinal retroespalhado para amostras com variados dispersores através
da equagdo dessa dependéncia simplificada pela normalizagdo em relagcdo a um valor de
referéncia de temperatura de 37°C, o que permite que fatores com pouca ou nenhuma
dependéncia sejam ignorados e que os valores de densidade de massa e velocidade do
som possam ser extraidos e utilizados para gerar curvas representado a dependéncia do
coeficiente de retroespalhamento e a variacdo de temperatura (equacgéo 7, sessdo 2.3).
Nesse mesmo ano Teixeira e colaboradores dando continuidade aos achados de 2006,
através de experimentos com phantoms a base de gel imerso em agua e aquecido por
ultrassom terapéutico com frequéncia de 1 MHz, conseguiram desenvolver um modelo
para extrair parametros sem a necessidade de qualquer simplificacdo matemaética e
determinacgdo fisica constante. Isso faz com que as técnicas computacionais para se
estimar a temperatura no dominio espago-tempo utilizem um processamento
computacional mais simples. Utilizando esses métodos computacionais, em 2010, esse
mesmo grupo relatou pela primeira vez na literatura um experimento com estimativa de
temperatura para meios ndo homogéneos, em um phantom com mdaltiplas camadas

com propriedades acUsticas semelhantes as
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encontradas em tecidos biologicos. Porem para uso dessa metodologia é necessario o
conhecimento das propriedades térmicas, fazendo com que esse estudo fosse ponto de

partida para o desenvolvimento de modelos mais eficazes.

Uma vez que a energia retroespalhada é uma das bases da formacdo de imagens
de ultrassom, pode-se concluir que as mudancas em suas caracteristicas sao observadas
nas imagens formadas em modo-B. A partir dessa afirmacdo Alvarenga e seus
colaboradores do grupo de Teixeira, publicou um trabalho em que, experimentos com
phantoms simulavam as caracteristicas acusticas de tecido muscular in vivo aquecidos
em uma faixa de temperatura de 27°C a 44°C, estudaram a possibilidade de utilizar os
parametros obtidos a partir da mudanca que ocorria no nivel de cinza das imagens de
modo-B para melhorar o método de estimativa de temperatura. E a partir dai outros
estudos das mudancas ocorridas na curva de CBE foram desenvolvidos. Em 2013 Teixeira
et al. apresentaram um trabalho em que, fez-se uma anélise do valor de cinza em fungéo
da temperatura pixel a pixel de imagens de musculo bovino e suino e gordura suina ex
vivo, aquecidos na faixa de 36°C a 44°C, permitindo com que fossem extraidas a
tendéncia de variacdo de intensidade de cada pixel correlacionado com a temperatura
média. Em 2014, dando continuidade a essa investigacao, esse mesmo grupo desenvolveu
mapas bidimensionais de temperatura para o estudo do aquecimento de amostras frescas
de musculo bovino realizado por ultrassom terapéutico e por banho maria, observaram
que em diferentes regides a intensidade dos pixels investigados que foi apresentada na
imagem modo-B se comportou da mesma forma que a curva de CBE na presenca de
diferentes espalhadores, apresentando correlagdes positivas e negativas com a variacdo
de temperatura, 0 que se tornou base para o desenvolvimento da presente dissertacdo e

alavancou estudos do processamento de imagem para sua melhoria.

Norteados pelos achados em relacdo a mudanca de intensidade dos pixels das
imagens, o grupo do Laboratorio de Ultrassom do PEB/COPPE, em colaboragdo com
Teixeira, iniciou investigacbes a fim de encontrar um método que promovesse 0
melhoramento da imagem de ultrassom em modo-B, dando a ela uma melhor defini¢do
de estruturas, através de perturbacdes do meio. E em 2018, o grupo publicou o trabalho

em que, usando a informacdo de que quando héa alteracdo da temperatura a diferenca de
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impedancia pode ser aumentada, mostraram que, através de um ajuste polinomial de
primeira ordem, aplicado pixel a pixel pode-se extrair informagdes sobre as alteracfes de
CBE. Tais alterac@es, quando representadas em uma grade bidimensional, ddo origem a
uma imagem paramétrica CBEUS que foi descrita na sessdo 2.3 deste trabalho. Foram
esses experimentos que geraram as imagens do banco que serdo aqui utilizadas para dar

continuidade ao estudo do comportamento dos pixels durante o aquecimento
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4 Material e métodos

A presente pesquisa consiste em um estudo analitico-descritivo das alteracdes das
escalas de cinza de imagens ultrassonicas de tecidos expostos a diferentes temperaturas,
em que se estuda o comportamento dos pixels contidos em cada imagem ultrassénica
durante o aquecimento. E uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Ultrassom do
PEB/COPPE e conta com a participagdo do Dr. César Teixeira, da Universidade de
Coimbra (UC).

A parceria entre COPPE e UC gerou a pesquisa que correlaciona imagem de
ultrassom em funcdo da temperatura, atualmente tema central do doutorado de Mario
Edmundo Pastrana Chalco, aluno em regime de cotutela entre ambas as instituigdes. Os
resultados preliminares sugerem que a mudanga de temperatura resulta em mudangas
coerentes do sinal retroespalhado, indicando que o tema merece ser mais bem explorado.
Assim, o referido doutorando montou um banco de imagens ultrassénicas em funcdo da
temperatura, usado essa dissertacdo. Além do banco de imagens, foi tambem
disponibilizado o programa para processamento implementado em MATLAB

(MatWorks®), que formam o material base para essa pesquisa.

4.1 Obtencao das imagens

Uma amostra fresca de tecido de porco com 2,5 cm de espessura e uma area de
5cm2contendo camadas de tecido adiposo e muscular foi coletada e submetida a

aquecimento no sistema da Figura 8, para aquisicdo de imagem em modo-B convencional.

Para minimizar a interferéncia dos demais tecidos existentes em cada amostra,
estas foram posicionadas no sistema de aqguecimento de forma que o tecido de interesse,
adiposo ou muscular, estivesse mais proximo da face do transdutor ultrassénico, ou seja,

uma sé amostra ora posicionada com a regido contendo majoritariamente tecido adiposo

23



voltada para o transdutor, ora com a regido com maior parcela de tecido muscular. Assim

as regides estardo representadas sempre na parte superior da imagem.

A fim de replicar a variacdo de temperatura fisiologica, a faixa de temperatura
utilizada para esse estudo foi de 35 °C a 42 °C.

Para realizacdo do experimento de forma controlada, foi desenvolvida uma
camara de PVC contendo agua, um suporte de aluminio e um tubo de cobre em forma
espiral conforme o esquema mostrado na Figura 8. As amostras foram submetidas a um
banho com temperatura controlada, no qual um tubo de cobre é responsavel pelo
aquecimento da &gua, permitindo uma variagao de temperatura entre 35°C e 42 °C. Um
termopar do tipo J alinhado com aquisi¢do de imagem foi inserido na amostra para que
sua temperatura fosse monitorada. Um aparelho de ultrassom (SonixMDP, Ultrasonix, 10
British Columbia, Canada) com transdutor linear de 128 elementos (L14-5/38,
Ultrasonix, British Columbia, Canada) para gerar imagens em modo-B e com frequéncia
central de 10 MHz foi acoplado a amostra. Por fim, utilizou-se de uma caixa de
poliestireno para vedar o sistema e minimizar os efeitos de flutuagdo da temperatura
externa. Os experimentos foram feitos no Laboratdrio de Ultrassom do PEB/COPPE, pelo

doutorando Mario Pastrana-Chalco.
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Figura 8 - Configuracéo experimental para aquisicdo de imagem CBEUS (TEIXEIRA
et. al 2014).

Primeiramente, as amostras foram mantidas em repouso por 30 minutos a 35 °C
para que houvesse equilibrio térmico. A partir de entdo foi realizado um incremento de
1°C por vez e a temperatura em cada nivel foi mantida constante por 5 minutos para que
se tornasse estavel. Ao final desse periodo, um video de 5 segundos de duragdo a 30
quadros por segundo foi adquirido. Esse processo foi repetido até que fosse alcangada a
temperatura final de 42 °C. Durante todo experimento as informacdes de temperatura da

amostra foram coletadas a cada 5 segundos.

Um programa CamsStudio (CamStudio.org), distribuido gratuitamente sobre
licenca publica (GNU General Public License), foi utilizado para aquisi¢do dos videos,
com o qual, apds uma regido da tela ser selecionada para ser salva, cada pixel da imagem
modo-B foi codificado e convertido em uma escala de cinza digitalizando em 256 niveis.
Apoés adquiridos, os videos foram processados para que fosse obtida uma imagem

representativa de cada temperatura como descrito na sesséo a seguir.

4.2 Processamento das imagens

Os dados experimentais coletados foram exportados para serem processados em
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um bloco de fungBes inicialmente desenvolvido por Pastrana-Chalco em MATLAB

(MatWorks®) e adaptado para abordar as hipdteses deste trabalho.

Foi realizada a média de quadros (frames) de cada video de 5 segundos, para
queapenas uma imagem de cada temperatura fosse obtida para, a partir de entdo,

comecarem as analises do comportamento dos pixels.

Primeiramente delimitou-se na imagem uma regido de interesse (ROl — Region of
interest) controle que contivesse a maior parte da amostra onde houvesse
majoritariamente tecido adiposo ou tecido muscular, uma vez que nao se pode garantir
que a regido selecionada contenha apenas um tipo de tecido. Como mencionado

anteriormente, estdo sempre na parte superior da imagem.

Assim, uma ROI controle de tamanho 80x360 pixels foi selecionada em imagens
de tecido adiposo e uma ROI contendo 96x461 pixels para imagens de tecido muscular.

Cada uma delas esta demonstrada na Figura 9.

TECIDO ADIPOSQO  w===s

TECIDO MUSCULAR = s

a) ROI controle Tecido Adiposo — 80 x360 pixels
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TECIDO ADIPOSQ ==

b) ROI controle Tecido Muscular — 96 x 461 pixels

Figura 9- ROI controle de tecido adiposo (a), contendo uma area de 80x360 pixels e

tecido muscular (b) contendo uma area de 96x461 pixels.

A partir dessa selecdo, a ROI foi convertida em uma matriz numérica de acordo
com o valor da intensidade de escala de cinza dos pixels, com uma variacdo de 0 a 255,
com 0O representando o tom preto e 255 o branco. Como sdo oito temperaturas, tem-se 0ito
matrizes a serem analisadas concomitantemente para cada ROI. A partir desse ponto,
pode-se acompanhar a evolucdo do brilho de um mesmo pixel ao longo da variacdo da
temperatura (Fig. 10a) e realizar regressdes lineares, como ja explicado anteriormente.
Entretanto, como o proposito desse trabalho é verificar qual o conjunto minimo de pontos
(grupo de pixels) pode ser usado para estudar o comportamento da variacdo de
temperatura de modo consistente, foram propostas a analises das imagens conforme a

seguir (Figura 10b):

e Anaélise de cada linha como uma sub-ROI independente;

e Andlise cumulativa por linha, iniciando a partir da primeira linha e

acumulando de uma em uma linha;

e Anaélise de cada coluna como uma sub-ROI independente;
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e Anélise cumulativa por coluna, iniciando da primeira coluna e acumulando

de uma em uma coluna;

e Analise acumulando colunas e linhas.

Cada uma dessas analises ocorreu para um mesmo grupo de pixel (ROI) ao longo
das oito imagens obtidas (uma para cada temperatura), como demonstra 0 esquema na
Figura 10a. A média da variagdo de intensidade que ocorreu em cada ROI foi calculada
gerando gréficos Intensidade (brilho) versus Temperatura, de acordo com o bloco de
anélise realizada (linhas, linhas acumuladas, colunas, colunas acumuladas ou linhas e
colunas acumuladas) e o numero de linhas ou colunas existentes na ROl selecionada
(Figura 11). Um gréafico médio dos graficos obtidos bem como o desvio padrdo foram

calculados, sendo estes dados utilizados para o presente estudo.

G [ 255 | 207
232 | 173

10a 10b e

Figura 10 — Esquema demonstrativo das analises realizadas. (10a) Anélise de um
mesmo pixel ao longo das 8 imagens em diferentes temperaturas. (10b) Esquema de
escolha de ROI (A), transformacdo em uma matriz numérica (B), anélise de linha
independente (C), andlise de linha acumulando de 1 em 1 linhas (D), andlise de coluna
independente (E), andlise de coluna acumulando de 1 em 1 colunas (F), analise

acumulando linhas e colunas (G).
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Figura 11 — Exemplo do processamento para analise de linhas. Uma ROl é
selecionada, convertida em uma matriz numeérica de acordo com a intensidade de
brilho da imagem, um grafico com a média da variagdo de intensidade ao longo da
temperatura (Intensidade versus Temperatura) é gerado para cada linha, apds geracéo

dos graficos individuais para cada linha é gerado um grafico médio.

Apos andlises da ROI controle, aquela que contém majoritariamente o tecido de
interesse, outras regides de menor tamanho a partir do centro da regido controle foram
selecionadas de forma que apresentassem um tamanho quadrado ou retangular contendo
um namero de colunas maior que o nimero de linhas, a fim de buscar a menor regido que
apresente comportamento préximo aos resultados encontrados para o controle. Ao
encontrar essas regides, comegou-se uma investigacdo para retirar uma linha e/ou uma
coluna de pixels buscando encontrar uma ROI ainda menor que continuasse apresentando
as mesmas caracteristicas. Esse controle fino foi possivel através da funcéo que seleciona
a area de interesse através da posi¢do e tamanho pré-definidos na programacédo usada no
Matlab®.

Assim, areas selecionadas que apresentaram caracteristicas mais proximas as da
regido controle com resultado significativo para variacdo da intensidade do nivel de cinza
foram selecionadas para analises de equivaléncia de caracteristicas com a ROI controle e,
posteriormente, variacbes de menor area utilizando a mesma referéncia de posicéo,
subtraindo de seu tamanho uma linha ou uma coluna. Sendo elas, 96x100, 90x90, 80x80,
60x60 e 50x50 pixels para imagens de tecido muscular e 80x90, 80x80, 60x60 e 50x50

pixels para tecido adiposo.

As selecbes das ROIs nas imagens foram realizadas de forma que o
posicionamento das maiores regides investigadas fosse usado como referéncia, garantido
assim que todas as demais areas selecionadas estivessem contidas na mesma regido da

imagem, em um mesmo tecido (Figura 12).
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Figura 12 — ROI referéncia. A) Imagem tecido muscular — 96x100 pixels; B) Imagem

tecido adiposo — 80x90 pixels

Para comprovacdo do relato de Straube e colaboradores em seu trabalho realizado
em 1994, em que afirmam que as caracteristicas dos fatores lipidicos sdo predominantes
quando ambos estdo presentes, também realizaram-se as mesmas analises dos dois

tecidos nas imagens completas, como mostram os cortes da Figura 12.

Figura 13 — ROI para analise da imagem completa. A) Imagem de tecido muscular de

porco fresco com 274x457 pixels; B) Imagem de tecido adiposo de porco fresco com
224x456 pixels.
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5 Resultados

Apb6s processamento dos videos, oito imagens da amostra contendo
majoritariamente tecido adiposo, ou seja, com essa regido mais proxima ao transdutor, e
outras oito imagens do tecido contendo majoritariamente musculo foram obtidas, como
mostram as Figuras 14A e 14B. Nesta figura ja se pode observar a diferenca de contraste
no brilho dos pixels ao se comparar imagens de um mesmo tecido submetidas ao

aquecimento.
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Figura 14 — Resultado da formacéao de imagem a partir dos videos fornecidos para o
intervalo de temperatura 35°C a 42°C. A) Imagens de tecido adiposo de porco fresco;

B) Imagens de tecido muscular de porco fresco.
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Para cada uma das cinco andlises, graficos de Intensidade versus Temperatura
foram gerados, de acordo com o numero de linhas e colunas contidas na ROI estudada,

para ambos os tecidos.

Apo6s o processo de calculo do grafico médio contendo a curva do coeficiente
angular referente a mudanca da intensidade de brilho ao longo das oito temperaturas as
quais a amostra foi submetida, bem como de seus desvios padrdo, foram destacados no
gréfico os valores de intensidade de brilho obtidos nas temperaturas de 35 °C, 36 °C e
42 °C para que os resultados quantitativos dessa variacdo fossem melhor visualizados e
extraidos para anélise, ja que a variagdo de intensidade apresentada entre as temperaturas
de 35 °C e 36 °C ocorreu de forma diferente da encontrada no intervalo entre 36 °C e 42
°C.

Os graficos gerados para as maiores ROIs usadas como referéncia para os cortes
das imagens estdo nas Figuras 15 e 16, a
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Figura 15— Graficos Intensidade versus Temperatura para ROI 80x100 pixels de tecido
adiposo de porco fresco. A) Média das linhas independentes; B) Linhas acumuladas
uma a uma; C) Média das colunas independentes; D) Coluna acumulada; E) Analise

linha acumulada com coluna.
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Figura 16 — Graficos Intensidade versus Temperatura para ROl 96x100 pixels de
tecido muscular de porco fresco. A) Andlise linhas; B) Analise linhas acumuladas uma
a uma; C) Andlise colunas; D) Anélise coluna acumulada uma a uma; E) Analise linha

acumulada com coluna.

Os resultados dos gréficos foram extraidos e importados para tabelas para melhor
visualizacdo dos dados e para calculo ndo s da variacdo quantitativa da intensidade da
escala de cinzas como também o percentual de incremento ou decréscimo da curva de

CBE que ocorreu durante o aquecimento.

Inicialmente estudou-se 0 comportamento das imagens das duas amostras inteiras,
ou seja, ambas contendo tanto tecido muscular quanto tecido adiposo, a fim de verificar
0 comportamento das amostras como um todo. O resultado com o célculo da variacdo de
intensidade e o percentual de incremento destas analises (escala arbitraria) estdo expostos

na Tabela 2 a seguir:
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Tabela 2 — Valor médio e desvio padrdo das intensidades conforme as analises nas

imagens completas das amostras de tecido adiposo e muscular de porco fresco.

TIPO DE Linha Linha Coluna Coluna Linhae
TECIDO Independente acumulada Independente acumulada coluna
(ROI) acumuladas
TECIDO 0,0256 0,0166 0,0256 0,0344 0,0255
ADIPOSO DP (0,0011) * (0,0006) (0,0005) (0,0014) (0,0005)
(274x457)
CV% 4,29 3,61 1,95 4,07 1,96
TECIDO 0,0154 0,0193 0,0154 0,0170 0,0142
MUSCULAR  DP (0,0042) (0,0060) (0,0030) (0,0027) (0,0036)
(224x456)
CV% 27,27 31,09 19,48 15,88 25,35

*DP — Desvio Padrédo CV% - Coeficiente de Variacao

Entdo, deu-se inicio a investigacdo com as ROIs pré-estabelecidas e, ao encontrar
a menor regido que apresentou caracteristicas mais proximas as regides controle, novos
cortes com valores proximos foram realizados e os resultados foram expostos da mesma
forma da imagem completa e encontram-se nas Tabelas 3, para imagem de tecido adiposo

e Tabela 4, para imagem de tecido muscular.
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Tabela 3 — Valor médio e desvio padréo das intensidades conforme andlises na regiao

superior das imagens da amostra de tecido adiposo de porco fresco.

ROI Linha Linha Coluna Coluna Linhae
Independente acumulada  |nqependente  @cumulada  coluna
acumuladas

CONTROLE 0,0256 0,0166 0,0256 0,0344 0,0255
(80x360) DP (0,0011) * (0,0006) (0,0005) (0,0014) (0,0005)
CV% 4,29 3,61 1,95 4,07 1,96
80x200 0,0147 0,0115 0,0147 0,0147 0,0163
bp (0,0007) (0,0006) (0,0004) (0,0004) (0,0004)

CV% 4,76 5,22 2,72 2,72 2,45
80x100 0,0157 0,0054 0,0157 0,0152 0,0176
bp (0,0007) (0,0002) (0,0006) (0,0006) (0,0007)

CV% 4,46 3,70 3,82 3,95 3,98
80x90 0,0160 0,0055 0,0160 0,0151 0,0145
DP (0,0007) (0,0003) (0,0008) (0,0008) (0,0007)

CV% 4,38 5,45 3,75 3,97 4,83
80x80 0,0186 0,0112 0,0186 0,0179 0,0098
DP (0,0008) (0,0005) (0,0008) (0,0007) (0,0007)

CV% 4,30 4,46 4,30 3,91 7,14
75x75 0,0153 0,0098 0,0153 0,0139 0,0092
DP (0,0007) (0,0005) (0,0007) (0,0008) (0,0005)

CV% 4,58 8,35 4,58 4,32 7,61
60x60 0,01 0,0092 0,01 0,0121 0,0084
DP (0,0005) (0,0005) (0,0005) (0,0006) (0,0005)

CV% 5,00 5,44 5,00 4,96 5,95
50x50 0,0046 0,0048 0,0046 0,0121 0,0078
DP (0,0004) (0,0004) (0,0004) (0,0008) (0,0007)

CV% 8,70 8,33 8,70 6,61 8,97

*DP — Desvio Padrdo CV% - Coeficiente de Variacao
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Tabela 4 — Valor médio e desvio padrdo das intensidades conforme anélises na

regido superior das imagens da amostra de tecido muscular de porco fresco.

ROI Linha Linha Coluna Coluna Linhae
independente  acumulada independente  acumulada ac%?r! le;gas

CONTROLE -0,1995 -0,2196 -0,1995 -0,1976 -0,2010
(96x461) DP (0,0073) * (0,0080) (0,0034) (0,0033) (0,0034)
CV% 3,66 3,64 1,70 1,67 1,69

96x100 -0,2159 -0,2087 -0,2069 -0,2331 -0,1945
DP (0,0079) (0,0077) (0,0077) (0,0084) (0,0070)
CV% 3,66 3,69 3,72 3,60 3,60

90x90 -0,2069 -0,2084 -0,2069 -0,2186 -0,1922
DP (0,0078) (0,0078) (0,0078) (0,0083) (0,0073)
CV% 3,77 3,77 3,77 3,80 3,80

80x80 -0,2069 -0,2084 -0,2069 -0,2186 -0,1922
DP (0,0078) (0,0078) (0,0076) (0,0073) (0,0077)
CV% 3,77 3,74 3,67 3,34 4,01

75X75 -0,1942 -0,2084 -0,1942 -0,1910 -0,1922
DP (0,0080) (0,0086) (0,0080) (0,0079) (0,0077)
CV% 4,12 4,13 4,12 4,14 4,01

70x70 -0,1918 -0,2129 -0,1918 -0,1811 -0,1999
DP (0,0083) (0,0091) (0,0083) (0,0078) (0,0082)
CV% 4,33 4.27 4,33 4,31 4,10

65%65 -0,1974 -0,2155 -0,1974 -0,1807 -0,1925
DP (0,0089) (0,0095) (0,0089) (0,0081) (0,0086)
CV% 4,51 4,41 4,51 4,48 4,47

60x60 -0,1993 -0,1389 -0,1993 -0,1794 -0,1920
DP (0,0094) (0,0099) (0,0094) (0,0084) (0,0089)
CV% 4,72 7,13 4,72 4,68 4,64

50x50 -0,1885 -0,2082 -0,1885 -0,1720 -0,1862
DP (0,0111) (0,0118) (0,0111) (0,0098) (0,0105)
CV% 5,89 5,67 5,89 5,70 5,64

*DP — Desvio Padrdo CV% - Coeficiente de Variacao



Apos verificar as regibes mais proximas ao controle duas novas tabelas, contendo
apenas os dados referentes os resultados das analises que envolvem o estudo do
comportamento das colunas das imagens, foram criadas, por esses dados ja incluirem a

interferéncia da degradacdo de imagem que ocorre ao longo da profundidade.

Tabela 5 — Valor médio e desvio padréo das intensidades conforme andlises na regiao
superior das imagens da amostra de tecido adiposo de porco fresco para analises que

envolvem estudo das colunas.

ROI Coluna Coluna Linhae
independente acumulada coluna
acumuladas
CONTROLE 0,0256 0,0344 0,0255
(80X360) DP (0,0005) (0,0014) (0,0005)
v 1,95 4,07 1,96
80x90 0,0160 0,0151 0,0145
DP (0,0006) (0,0006) (0,0007)
v 3,75 3,97 483
80x80 0,0186 0,0179 0,0098
DP (0,0008) (0,0007) (0,0007)
CVv% 4,30 3,91 7,14
7575 0,0153 0,0139 0,0092
DP (0,0007) (0,0006) (0,0005)
cvot 4,58 4,32 7,61
60x60 0,01 0,0121 0,0084
DP (0,0005) (0,0006) (0,0005)
cvos 5,00 4,96 5,95

*DP — Desvio Padrdo CV% - Coeficiente de Variacao



Tabela 6 — Resultado quantitativos das analises realizadas na regido superior das
imagens da amostra de tecido muscular de porco fresco para analises que envolvem

estudo das colunas.

ROI Coluna Coluna Linhae
Independente @cumulada coluna
acumuladas

CONTROLE -0,1995 -0,1976 -0,2010
(9 6x46 1) DP (0,0034) (0,0033) (0,0034)
V% 1,70 1,67 1,69

80x80 -0,2069 -0,2186 -0,1922
DP (0,0076) (0,0073) (0,0077)
V% 3,67 3,34 4,01

70x70 -0,1918 -0,1811 -0,1999
DP (0,0083) (0,0078) (0,0082)
Cv% 4,33 431 4,10

60x60 -0,1993 -0,1794 -0,1920
DP (0,0094) (0,0084) (0,0089)
CV% 4,72 4,68 4,64

50x50 -0,1885 -0,1720 -0,1862
DP (0,0111) (0,0098) (0,0105)
CV% 5,89 5,70 5,64

*DP — Desvio Padrdo CV% - Coeficiente de Variacao
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6 Discussao

A partir dos videos obtidos do banco de dados, realizou-se o processamento
obtendo uma Unica imagem referente a cada temperatura a partir da média dos frames dos
videos para cada amostra de tecido. Com isso conseguiu-se eliminar artefatos da imagem,
uma vez que esse procedimento atua como um filtro passa baixas temporal (TEIXEIRA,
2013).

Ao se comparar inicialmente as imagens modo-B completas que foram geradas a
partir da media, para olhos treinados, ja € possivel observar diferenca na mudanca de
intensidade dos pixels que ocorre nas diferentes temperaturas, principalmente para as
imagens cujas temperaturas diferem de 2 °C ou mais graus Celsius (Figura 14).
Evidenciando as mudangas nas caracteristicas do sinal retroespalhado geradas pela
perturbacdo térmica observaveis nas imagens em modo-B, concordando com os trabalhos
de Alvarenga e colaboradores em 2013 e Teixeira e colaboradores no trabalho publicado
em 2014. Os achados em relagdo a diferenca de brilho na imagem quando um tecido é
submetido ao aquecimento, reforcam a necessidade de estudos para que 0 uso do
ultrassom de imagem seja implementado como forma ndo invasiva de medicdo de

temperatura.

Ao realizar as analises do comportamento dos pixels nas ROls, tanto o controle
quanto os cortes menores, verificou-se a presenca do padrdo como teoricamente esperado,
em que houve um incremento da intensidade na escala de cinza durante o aquecimento
em tecido adiposo de porco e um decréscimo da escala para tecido muscular,
acompanhando o mesmo padrdo de comportamento da curva CBE, de acordo com o
descrito na literatura (STRAUBE, 1994; ARTHUR, 2003; TEIXEIRA, 2014).

A Tabela 2, que expBe o resultado das cinco analises realizadas nas imagens
completas de tecido adiposo e tecido muscular, confirma o padrdo descrito por Straube
em 1994 de que o fator lipidico prevalece quando ambos dispersores estdo presentes.
Logo, nessas andlises, encontrou-se um padrdo de aumento na intensidade do nivel de
cinza dos pixels por um incremento da curva de CBE para ambos os tecidos, com

comportamento discreto para o tecido muscular.
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Analisando em mais detalhes o comportamento da mudanca da escala de cinzas
nos tecidos com diferentes espalhadores, os graficos da Figura 14 foram gerados
representando as analises em tecido adiposo, em que se pode observar que, inicialmente,
houve uma queda no coeficiente angular de regressdo entre a variacdo da escala de cinzas
dos pixels e a temperatura para o primeiro grau de incremento de temperatura. A partir de
entdo, a curva apresenta crescimento. Isto parece ocorrer, ndo s6 devido ao fato de que a
equacdo que relaciona a dependéncia entre a temperatura e o coeficiente de
retroespalhamento seja estavel a partir de 36 °C para esse tipo de amostra (TROBAUGH,
2008), mas também porque, fisiologicamente, em organismos complexos o tecido adiposo
é formado por diferentes tipos de acidos graxos que tém elevado ponto de fusdo. Logo,
uma hipdtese é que, ao se aquecer o tecido, a energia recebida seja responsavel por alterar
seu estado fisico, fazendo com que a imagem perca intensidade e, ap0s atingir 36 °C, ao
entrar em equilibrio, passa a aquecer uniformemente, mantendo a entalpia e, assim, a
intensidade comeca a se comportar como o esperado, ou seja, aumentando (SARI, 2002;
YUAN, 2014; HEEREN,2018).

Ao se analisar a amostra de tecido muscular (Figura 16), pode-se observar um
padrdo de queda abrupta da intensidade no primeiro grau de aquecimento e, apds esse
momento, uma estabilidade na curva de intensidade da escala de cinza, mantendo discreta
queda ao longo do restante do aquecimento. Esse comportamento pode se dever ao fato
de que o tecido muscular é formado por grande quantidade de &gua, o que, além de fazer
com que o aquecimento se dé de forma rapida, uma vez que a &gua apresenta uma
atenuacdo consideravelmente menor em relagdo aos espalhadores aquosos presentes na
amostra de tecido (Tabela 1), influencia o resultado fazendo com que a atenuacéao seja

menor.

Nas Tabelas 3 e 4 que apresentam o0s resultados para analises quantitativas da
diferenca sofrida pela intensidade dos pixels nas ROIs selecionadas, observa-se uma
variabilidade menor, quando as analises sdo realizadas ao longo das linhas na imagem,
isso ocorre devido ao fato de que as imagens ultrassonicas degradam com a profundidade,
gerando um padrdo instavel. As medidas que envolvem linhas e coluna evidenciaram esse
mesmo padrdo para ROIs menores em ambos os tecidos. Por esse motivo, uma tabela

excluindo o comportamento dos pixels ao longo das linhas da
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imagem foi elaborada com o objetivo de analisar melhor o que ocorre na escala de cinza
nas ROIs de investigacdo para verificar qual seria a menor regido que apresenta as

mesmas caracteristicas que a ROI controle.

Os resultados das Tabela 4 e 6, referente as analises de tecido adiposo, mostram
que a ROI com tamanho 80x90 pixels € a que apresenta caracteristicas mais proximas a
regido controle (80 x 360 pixels) com um coeficiente de variacdo trés vezes menor que 0
apresentado no controle. Apos esse achado, analises retirando uma linha e uma coluna
também foram realizadas, de forma que as ROIs tivessem um nimero de colunas maior
que o numero de linhas ou que fossem quadradas para satisfazer as equacdes e ndo ter a
interferéncia da degradacdo da imagem que ocorre durante a profundidade, como
mencionado anteriormente. Entretanto foram se tornando distantes do controle, conforme

se diminuia o tamanho da ROI.

Apesar da ROI encontrada (80 x 90 pixels) apresentar-se com tamanho bem
proximo a regido denominada controle (80x360 pixels), contendo 0 mesmo nimero de
linhas, ainda assim representa uma area menor do que a que contém a maior parte de

tecido adiposo nestas imagens.

Para os resultados das analises de tecido muscular expostos na Tabela 4 e 6,
observa-se que a ROI 60 x 60 pixels foi a que apresentou resultados mais proximos a
regido controle, tanto quando comparados com os resultados que sé incluem o estudo das
colunas que inclui a interferéncia de degradacdo de imagem em linhas, quanto quando
comparamos as cinco analises realizadas, que incluem os estudos envolvendo as linhas
das imagens. Também foram realizados testes com tamanhos menores de ROI, retirando
sempre uma linha e, em seguida, uma coluna, obedecendo os mesmos critérios dos cortes
realizados nos testes para imagem de tecido adiposo. Porém as ROIs menores se

mantiveram distantes do resultado encontrado em relagéo ao controle 96 x 461 pixels.

Nas duas tabelas (3 e 4) que apresentam as cinco analises completas, pode-se
observar que os resultados quantitativos para as imagens linha por linha e coluna por
coluna sdo os mesmos, apenas se diferenciando por seus desvios padrdes. 1sso ocorre
porque o resultado exposto € uma média dos graficos gerados, logo espera-se que a média

da variacdo de intensidade da escala de cinzas de todas as linhas das imagens e a
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média de todas as colunas sejam as mesmas, ja que em ambas temos a representacdo da

area estudada como um todo.

Esses achados sugerem que uma regido menor que a parcela da imagem que
contém toda area do tecido de interesse é capaz de apresentar as mesmas caracteristicas,
levando a crer que ndo seria necessario estudar a regido como um todo para analisar suas
caracteristicas e mapear a temperatura, por exemplo, que € um dos principais interesses

das pesquisas atuais.

Com os dados ja descritos na literatura sobre o comportamento da escala de cinza
(brilho da imagem) durante o aquecimento e a contribuicdo deste trabalho, pode- se
sugerir o aprofundamento desses estudos para que possa haver a possibilidade de
aplicabilidade desse conhecimento para delimitar uma area do organismo lesionada. Uma
vez que o calor provocado pela cascata de reacdo inflamatdria aumenta a temperatura
local, devido a vasodilatacdo, em mais de 1 °C (DUCHESNE, 2013). O intervalo de
temperatura corporal humana considerado normal pela OMS é entre 36 °C e 37 °C, e a
variacdo de 2 °C seria suficiente para evidenciar aos olhos treinados diferenca na
intensidade da escala de cinza observada nas imagens de ultrassom modo- B pelo
avaliador, em principio, seria possivel notar contrastes de intensidade entre uma &rea

inflamada, com temperatura aumentada, e a area sadia.

Nesse mesmo contexto, visando delimitar uma &rea do organismo que esta sendo
submetida ao aquecimento durante tratamento e, considerando que a termoterapia é um
recurso amplamente utilizado na fisioterapia, ndo s6 pelo uso de ultrassom terapéutico,
como também radiofrequéncia, ondas curtas, infravermelho, entre outros recursos, para
tratamento de diversos tipos de lesdo agudas e crénicas de origem musculo esquelética ou
desordem de tecido epitelial e adiposo, a possibilidade de uso de um ultrassom de imagem
portatil nesses casos implicaria, ndo s6 a delimitacdo da regido inflamada, como também
um controle do aquecimento gerado por esses tratamentos de forma ndo invasiva,
tornando as técnicas mais eficazes, seguras e aumentando sua indicacdo terapéutica, uma
vez que, muitas vezes, a falta de um mapeamento e controle do aumento de temperatura
durante a terapia gera inseguranca quanto a eficacia desta e acaba por restringir o uso

dessas técnicas pelos profissionais.
Tratamentos realizados para células cancerigenas através de hipertermia gerada
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por ultrassom terapéutico também poderiam se beneficiar a partir associacdo de um
ultrassom de imagem, uma vez que grande parte da dificuldade desse tratamento também
€ a monitorizacdo da temperatura que usualmente s6 ocorre de forma invasiva
(TROBAUGH, 2008). Para esse tipo de terapia, a mensuracdo da temperatura €
fundamental, pois determina o tipo de tratamento, j& que o aquecimento na faixa
citotoxica de temperatura que € de 41 °C a 45 °C (PEREZ et al., 1987 apud STRAUBE,
1994), sensibiliza as células tumorais para associagdo com quimio e radioterapia,
enquanto temperaturas acima de 50 °C geram ablacdo celular (American Cancer Society
- ACS). A utilizacdo das imagens concomitante ao aquecimento faria com que houvesse
a possibilidade de realizar o controle de forma nédo invasiva e baixo custo, a partir do
processamento e anélise da mudanca de contraste nas imagens geradas, sem que seja
necessario analisar a area completa do tecido tratado (ARTHUR, 2003). Evidenciando
mais uma vez que o aprofundamento com novos estudos seria de fundamental

importancia na pratica clinica.
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7 Conclusao

Apos as analises dos videos verificou-se que, para tecido adiposo de porco fresco,
o0 incremento de temperatura levou ao aumento na intensidade dos pixels. No presente
estudo, a intensidade dos pixels nessas amostras para regido controle ocorreu em uma
média de 0,025 (unidades arbitrarias), o que representa uma variacdo de 30,46% na
intensidade da imagem, no intervalo de aquecimento de 36 °C a 42 °C, de acordo com a
curva de CBE. As sub-regifes selecionadas se mostraram instaveis quando comparadas
a regido de referéncia, quando as regressdes realizadas envolviam a anélise em linhas, o
que provavelmente é decorrente do fato de que a degradacdo da imagem acontece ao
longo da profundidade. J& as analises que envolveram somente as informacGes das
colunas mostraram que a regido 80 x 90 pixels apresenta caracteristicas mais proximas a
referéncia 80x360 pixels, apresentando um incremento médio de 0,015 (unidades
arbitrarias) relativos a uma variacdo de 20% na intensidade da imagem no intervalo de
temperatura estudado. Sendo esta, a menor regido selecionada onde pode-se observar

mudanca significativa na intensidade dos pixels para o estudo das amostras desse tecido.

Os videos de tecido muscular de porco fresco também seguiram o padrdo esperado
e apresentaram queda na intensidade dos pixels durante o aquecimento, de tal forma que
a regido controle apresentou uma queda media de 0,2 (unidades arbitrarias), o que
representa 76,20% de variacdo da intensidade. Para essas imagens a ROI investigada de
60x60 pixels também foi a que apresentou caracteristicas mais proximas ao controle
96x461 pixels, com uma queda média de 0,19 (unidades arbitrarias), referente a uma
variagdo de 78,80% da intensidade. Fazendo com que essa regido represente a menor area
da imagem onde se pode encontrar as mesmas caracteristicas da regido que contém todo

tecido muscular.

Faz-se necessario também, como préoximos passos, um estudo de
aprofundamento desses conhecimentos para que a parir dai verifique-se a viabilidade da
implementacdo do ultrassom de imagem portatil durante tratamento de aquecimento
tecidual como método ndo invasivo para determinar a distribuicdo de temperatura,

associando a porcentagem de aumento de intensidade dos pixels com a temperatura
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atingida pelo tecido. O que sera de grande importancia para monitorizacdo do tratamento
de tumores cancerigenos por hipertermia. Uma vez que 0 aquecimento tornar-se-ia
“visivel” pelo profissional, pode-se desenvolver um protocolo para que ocorra

uniformemente, aumentando a eficacia do tratamento.

Uma vez que seja possivel observar a variacdo de temperatura através das
caracteristicas de imagem de ultrassom, a implementacdo desse conceito teria grande
importancia para outras praticas clinicas, como no tratamento fisioterapéutico de les6es
musculoesqueléticas em que o aquecimento por ultrassom € utilizado para reduzir
inflamac&o e acelerar cicatrizagdo. Uma vez que este tratamento atualmente ndo permite
uma delimitacdo minimamente acurada da regido aquecida e a intensidade real de
aquecimento obter essas informac6es térmicas orientaria melhor o tratamento, tornando-

0 mais eficaz.

As pesquisas realizadas pelo grupo do LUS e da Universidade de Coimbra seguem
em andamento. Atualmente novos phantons foram confeccionados para que a mudanca
de posicionamento dos pixels durante a possivel dilatacdo do tecido proveniente do

aquecimento seja estudada.
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APENDICE A

Evaluation of the Gray Scale Intensity Variation of Ultrasonic Images from
Porcine Muscle Tissue as a Function of Temperature
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Abstract — Ultrasonography is one of the most widely used diagnostic imaging methods currently

available because of its low cost and easy access. However, it does not present an image with detail level such as
that observed with the magnetic resonance technique, for example. In view of this, a new ultrasound image
processing modality that uses temperature variation as a form of disturbance of the medium to obtain a better
contrast was proposed by Teixeira et al., 2018. It was observed that images acquired at different temperatures
presented different contrast, which led us to believe that it would be possible to observe changes in the intensity
of the ultrasonic signal with the heating of the medium. Thus, the present study aims to determine the smallest
possible region in the image whose variation of the intensity of the grayscale pixels generates a perceptible
contrast to the eyes of the observer. This difference was the result of the variation of the pixel intensity that

generated the images of biological tissue during the temperature increase.

Keywords — Backscattered energy, Temperature changes, Ultrasound imaging.

I. INTRODUCTION

Ultrasonography is the most commonly used diagnostic imaging method in clinical practice
today. In addition to having low cost and easy access, it is capable of producing images in real time and is
considered a safe method because it is not invasive and does not use ionizing radiation [1].

However, despite technological advances in recent years, when compared to other imaging methods,
ultrasound does not present the same level of detail, making the diagnosis depend on the experience of the
professional who evaluates the image [2].

In view of this lack of detail, in 2004, Teixeira et al proposed a new modality of ultrasound
image processing based on the theory of backscattered energy (CBE) changes and previous work where it
uses temperature variation as a form of perturbation of the medium.
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Previous studies have found that media containing a greater number of lipid scatterers cause an
increase in the CBE curve when heated, while media with predominantly aqueous scatterers cause a decline
in the curve when subjected to the same conditions [3]. This led to the idea that

it would be possible to observe changes in the intensity of the ultrasonic signal when heating the medium,
generating a different image from the conventional one, with better contrast. Thus, a new method of image
formation has been proposed, called "CBE-based ultrasound imaging", represented by CBEUS, where it is
possible for the observer to notice the variation of the contrast in the image (grayscale) during the warm-
up.

The present study aims to analyze the change in the pixel intensity of ultrasonic images of fresh
porcine muscle tissue along a heating cycle to determine the smallest area (pixel group) where a significant
variation of the pixel intensity can be observed, which represents a gray level change already perceptible to
the eyes of the observer.

8.1.21l. METHODOLOGY

The present study uses a database containing B-mode ultrasound videos of porcine muscle
tissue, submitted to heating with a temperature variation between 35 ° and 42 ° C, as well as a set of
functions in MATLAB (MathWorks®) for processing of the videos, both developed by the authors Where
analyzes were carried out on each video to verify and quantify the intensity change that occurs in each pixel
of a certain region of interest (ROI).

ILI Image Acquisition

Samples of fresh porcine muscle tissue were subjected to a temperature variation of 35 to 42
°C, where the tissue was placed in a PVC chamber, according to the setup in Fig. 1, in which the sample
was in a bath with temperature controlled, and a copper tube allowed the heating of the water so that a
temperature variation between 35 ° and 42 °C was produced. An ultrasound scanner (SonixMDP,
Ultrasonix, 10 British Columbia, Canada) with a linear transducer (L14-5 / 38, Ultrasonix, British
Columbia, Canada) was coupled to this system to generate B-mode images with a 128-element transducer
at a central frequency of 10MHz and an 8-bit resolution [4].

For the acquisition of the videos the CamStudio program was used (CamStudio.org), where,
after the capture, each pixel was codified and converted into a grayscale to allow the processing.
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Fig. 1. Experimental setup for obtaining B-mode ultrasound images [3].

Initially the porcine muscle tissue was maintained at a temperature of 35 °C for 30 minutes for
thermal equilibrium. At the end of that time a video of 5-second duration at 30 frames per second was
obtained. Thereafter an increment of 1 °C of temperature was performed and was now maintained for 5
minutes, at the end of that time a video with the same characteristics as the first one was obtained. This
process was repeated until the final temperature of 42 °C was reached.

ILII Image processing.

The obtained videos were, then, processed. Initially the average B-frame (frame) ultrasound was
calculated, so that we had only one image to represent each temperature. In the second moment the study
of the intensity variation of each pixel related to the temperature increment was started. Four regions of
interest (ROI) were chosen for the study: 40x40, 60x60, 80x80 and 100x100 pixels, as well as a control
region 103x357 pixels. The positioning parameters of the slices are fixed from the largest region (100x100)
to ensure that in the other ROIs the same pixels are analyzed, as shown in Fig. 2.

Fig. 2. Location of selection of ROI in porcine muscle tissue.

The regions of interest were converted into a matrix and from that point linear regressions were
performed following the ROIs evolution with temperature to analyze the change of the pixel intensity that
occurred.

Linear regressions were performed, as shown in Fig. 3, as follows:

« Analysis of each line;

« Line analysis, starting from the first line and accumulating 1 in 1 lines;

« Analysis of each column;

+Analysis by column, starting from the first column and accumulating 1 in 1 columns;
« Analysis accumulating columns and rows.

For each of these analyzes the mean and standard deviation were calculated.
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Fig. 3.ROI processing. A) Selection of ROI. B) Transformation of ROl into a matrix. C) Individual analysis of lines. D) Analysis
from the first row accumulating the lines one by one. E) Individual column analysis. F) Analysis from the first column accumulating
one by one. G) Analysis from the first accumulated rows and columns.

Ill. RESULTS

In total eight B-mode videos of porcine muscular tissue were analyzed where the frames already
presented significant differences to the naked eye, when images with different temperatures were compared,
as we can see in Fig. 4.

A) Muscle tissue at 35°C C) Muscle tissue at 39°C

B) Muscle tissue at 37°C D) Muscle tissue at41°C

Fig.4. Ultrasound images of porcine muscle tissue corresponding to the temperature frames A) 35 B) 37 C) 39 and D) 41°C

Thus, the images obtained at temperatures 35, 37, 39 and 41 °C were selected for the study.
For each of these temperatures the analyzes described in item I1.11 were performed.
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All analyzes of ROIs showed a variation of the intensity of the grayscale pixels as expected,
that is, a decrease of the CBE curve due to the temperature increase, maintaining the same reduction pattern

as we can see in Fig. 5.
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Fig. 5. Result of the regression accumulating rows and columns of ROIs A) 40x40, B) 60x60, C) 80x80, D) 100x100 and control
region E) 103x357(control).

The averages of the individual analyses of accumulated lines, accumulated columns and
accumulated lines and columns of the subregions were calculated and were far from the results found in the
control region.

TABLE |

GRAY-LEVEL VARIATION FOR THE DIFFERENT ROls

Accu Accu Accu
Ol mulated Lines mulated Coluns mulated Lines
and Coluns
0x40 86.08 30.44)*  66.77 23.61)*  81.32 28.75)*
0x60 76.92 27.27)*  63.87 22.95)* 75,62 26.83)*
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0x80 72.66 25.80)*  58.18 20.88)* 71.91 25.61)*

00x100 70.07 24.82)*  55.25 19.81)*  53.16 19.02)*
ontrol 69.94 24.86)*  60.77 2076)*  64.17 22.87)*
103x357

*standard deviation

The total average variation of the gray scale for each subregion was also calculated and its result
is contained in Table 2, which shows that in this form of analysis the ROI 80x80 has a total average that is
close to the results found in the region control.

TABLE 2

AVERAGE ANALYSIS

Region of Interest

C
0x40 0x60 0x80 00x100 ONTROL
103x357
86.78 81.87 75.66 77.65 74.37
(26.0)* (24.6)* (22.8)* (23.1)* (22.2)*

*standard deviation

IV. DISCUSSION

According to the graphs in Fig. 5 the increment of 1°C may be enough mathematically for a
significant variation of the gray scale of the control image, but when we observe the image (Fig. 4), this
change is only sensitive to eyes of the observer when comparing images with at least 2°C of difference and
when larger this difference greater the contrast found between the images.

When analyzing the images of the control region that involves only lines, we can observe an
unstable pattern, probably because the ultrasound image undergoes degradation along the depth, which is
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not evident in the other ROIs. When we observed the average of all the analyzes performed, we were able
to observe the same pattern for all the subregions, since with the analysis of columns we do not have
interference of the degradation of the image.

In Table 1 we can observe that the result of the analysis involving lines of 100x100pixels region
and the control are very similar, justified by the fact that they have very close line numbers. In this same
table when we observe the results of the analyzes that involve the study of the behavior of the columns, we
find proximity between the results obtained in the control region and in the ROI 80x80 pixels.

V. CONCLUSION

After the analyses of the videos, it was verified that, for fresh pork muscle tissue, the
temperature increase led to a decrease in the intensity of the grayscale of the pixels, as observed by Teixeira
et al., 2014. In the present study, the variation intensity of the pixels for the control region occurred at an
average of -74.37 points.

Overall, the selected ROIs can be considered unstable when compared to the control region
when the regressions performed involved the 5 analyses individually, mainly in relation to the lines, which
is probably due to the fact that image degradation occurs along the depth. However, when we observed the
average pattern of the 5 analyzes obtained, we found that the ROI of size 80x80 pixels had characteristics
close to the reference (103x357) pixels. This being the smallest region of our selection where we can
observe a significant change in the intensity of the pixels for this study. As next steps, it is intended to make
a fine adjustment in the size of the region of interest, taking as reference the region 80x80pixels.
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