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Resumo da Tese apresentada a COPPE/UFRIJ como parte dos requisitos necessarios

para a obten¢@o do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)

ACOMPANHAMENTO DA CONSOLIDACAO DE FRATURAS PELA
TRANSMISSAO AXIAL ULTRASSONORA: EFEITO DA COMPOSICAO E
MINERALIZACAO DO CALO OSSEO

Christiano Bittencourt Machado

Marco/2011

Orientadores: Wagner Coelho de Albuquerque Pereira

Pascal Laugier

Programa: Engenharia Biomédica

Este trabalho avaliou a técnica de transmissdo axial ultrassonica (TAU) na
caracterizacdo e acompanhamento da consolidacio do calo dsseo apds fratura,
principalmente ao observar o efeito da mineralizacdo do tecido de regeneracgdo, usando-
se para tal dados de simulacdo (modelos numéricos de calos ésseos com variacdo
tecidual didria) e experimentos (fémur bovino in vitro, com um protocolo de
desmineralizacdo — processo inverso de consolidacdo 6ssea). Os resultados mostraram
que as medidas de TAU podem ser influenciadas pelo estdgio de regeneragdo do calo
dsseo, particularmente pelo seu grau de mineralizagdo. Atrasos na consolidagdo, assim
como pseudoartroses, podem ser identificadas, mostrando que a TAU pode ser uma

ferramenta diagndstica promissora nas fraturas.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

requirements for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

FRACTURE CONSOLIDATION FOLLOW-UP BY ULTRASOUND AXIAL
TRANSMISSION: EFFECT OF BONE CALLUS COMPOSITION AND
MINERALIZATION

Christiano Bittencourt Machado

March/2011

Advisors: Wagner Coelho de Albuquerque Pereira

Pascal Laugier

Department: Biomedical Engineering

This work assessed the ultrasound axial transmission (UAT) technique in the
characterization and follow-up of bone callus consolidation after fracture, mainly
observing the effect of the regenerating tissue mineralization degree, using simulation
(numerical models of bone callus with daily-variation callus) and experimental (in vitro
bovine femur, with a demineralization protocol — inverse process of bone
consolidation). Results showed that UAT measures can be influenced by the
regenerating stage of bone callus, particularly by its mineralization degree.
Consolidation delays, as well as pseudoarthrosis, can be identified, showing that UAT

may be a promising diagnostic tool for fractures managing.
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CAPITULO1

INTRODUCAO

O conceito de ultrassom quantitativo (QUS - quantitative ultrasound) surgiu em
meados da década de 70, quando a ultra-sonografia em escalas de cinza ganhou
popularidade [1], com o intuito de superar as limita¢gdes da ultrassonografia (imagens
bidimensionais produzidas no modo-B, onde os sinais de eco recebidos em cada posi¢do
do feixe de ultrassom sdo visualizados como pontos especificos na tela do monitor, com
o brilho indicando a amplitude do eco, e a posicdo dos pontos determinada pela
orientacdo do feixe e pelo tempo de chegada dos ecos) [2,3,4].

O operador de ultrassom (US), para obter um diagndstico por imagem, tem a sua
disposi¢do informagdes qualitativas (contornos dos Orgdos, presenca de massa
parenquimatosa anormal, etc.). Também o speckle da imagem possui importante papel,
se relacionando com a estrutura celular do tecido [5]. Porém, informag¢des que poderiam
ser de suma importancia para a elaboragdo de um correto diagnéstico, tratamento e
progndstico, sdo raramente detectados, por estarem mascaradas intrinsecamente no sinal
de radiofreqiiéncia (RF) retro-espalhado. O meio biolégico possui uma grande variacio
em suas caracteristicas acusticas, sendo dificil tanto a realizagcdo de medidas acuradas
quanto a descricdo dos mecanismos de interacio onda-meio, responsdveis pelas
caracteristicas acusticas observadas [6, 7]. WELLS [8] alerta que o operador de ultra-
sonografia precisa ter um alto nivel de habilidade na aquisi¢do e interpretagdo da
imagem, uma vez que a imagem € somente uma representacio da realidade.

Nos ultimos anos, pesquisadores em todo mundo t€m se voltado a aplicagdo do
QUS na avaliagdo do tecido dsseo. Segundo LAUGIER [9], o QUS fornece um

“guarda-chuvas” de técnicas que apresenta potencialmente vérios pardmetros



quantitativos. Pelo fato de as caracteristicas de propagacdo serem determinadas pelas
propriedades estruturais e mecanicas do meio, o QUS poderia em principio ser uma
poderosa ferramenta na avaliacdo do status dsseo. Além disso, clinicos veem o US
como uma op¢do ndo-ionizante e de menor custo, em relagdo por exemplo com a
densitometria dssea.

Entre os parametros até agora aplicados ao tecido désseo, pode-se destacar o
coeficiente de atenuacdo [10-12], velocidade de propagacdo do US [13-17], coeficiente
de retro-espalhamento [18-20], o espacamento médio entre espalhadores (MSS — Mean
Scatterer Spacing), que estima a periodicidade tecidual em tecidos quasi-periddicos
[21] e parametros extraidos da transmissdo axial [22,23]. Em sua grande maioria, o
principal objetivo das pesquisas foi de se tentar caracterizar a osteoporose, ou mesmo
prevenir fraturas na terceira idade, devido a osteopenia [24], uma vez que a osteoporose
se trata de uma condicdo de debilidade do tecido Osseo, onde pode se observar a
diminui¢do tanto na espessura cortical como na espessura trabecular [25].

A transmissdo axial ultrassénica (TAU) tem sido amplamente estudada,
principalmente na caracterizacdo do osso cortical [26]. Basicamente, ela consiste na
colocacdo de um arranjo linear de transdutores (emissores e receptores) ao longo do
eixo 6sseo. Os receptores detectam as ondas de US que se propagaram ao longo da
camada cortical, e alguns parametros podem ser estimados. O primeiro dispositivo
comercial de TAU usou um pulso de 250-kHz na camada cortical da regido média da
tibia [27]. Atualmente, varios dispositivos podem ser encontrados, com freqii€ncias
variando de 1 a 2 MHz [28-31], e até a implementacdo de uma técnica de TAU bi-
direcional [28].

O processo de recuperacio de fraturas pode levar a diversas complicacdes como

pseudoartroses, consolidacdes tardias e infec¢des, para as quais o tratamento representa



custos para a saude publica [32,33]. Para minimizar essas conseqiiéncias econdmicas
negativas, é essencial o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas eficientes e de
baixo custo. Algumas técnicas ja t€ém sido propostas, desde simples radiografias [34,35]
até tomografia computadorizada [34,36,37].

Mais recentemente, a TAU vem sendo proposta para a avaliagdo do calo ésseo
ap6s fratura. Alguns estudos com dados experimentais (in vitro) e de simulagdes
demonstram que o tempo de propagac¢do da onda de US, mais especificamente a
chamada onda lateral, aumenta consideravelmente apds a fratura, vindo a diminuir a
medida que o calo 6sseo se consolida, porém esse tempo néo € sensivel as alteracdes na
forma do calo [38-43]. Outros autores também tém proposto o uso da atenuacdo da
energia da onda lateral, uma vez que esse parametro se mostra sensivel a alteracdes
geométricas do tecido de cicatrizacdo [44-46]. Apesar desses resultados promissores,
algumas questdes ainda merecem aten¢do. Ndo se sabe ao certo como utilizar esses
parametros em transmissdo axial para se acompanhar a evolucdo do calo 6sseo, nem
mesmo ha estudos in vivo sobre a técnica. Ademais, os modelos numéricos usados para

as simula¢des s@o de certa forma simples em sua concepgao.

L. 1. OBJETIVO

O objetivo geral do presente trabalho € avaliar a técnica de transmissdo axial
ultrassOnica na caracteriza¢do e acompanhamento da consolidagdo do calo dsseo apds
fratura, particularmente observando o efeito do grau de mineralizacio no espaco de
fratura, usando-se para tal resultados de simulago e experimentos.

Como objetivos especificos, destacam-se:



Realizar simulacdes da propagacdo do US em transmissdo axial, em
modelos numéricos mais complexos e realisticos de calos dsseos;
Analisar o comportamento dos parametros “tempo de v6o” e “atenuacio
do sinal” de US frente as alteracdes estruturais e teciduais do calo 6sseo;
Realizar experimentos em transmissdo axial em amostra de 0sso in vitro,
avaliando o efeito de uma progressiva desmineralizagdo em um modelo
de fratura Ossea no comportamento das varidveis ultrassOnicas
analisadas, com a posterior simulagdo numérica do desenho

experimental.



CAPITULO II

REVISAO BIBLIOGRAFICA

IL. 1. TRANSMISSAO AXIAL ULTRASSONICA (TAU) NA AVALIACAO

DO OSSO CORTICAL

A onda de US consiste de um distirbio mecanico que se propaga em um meio,
seja ele gasoso, liquido ou sélido, com uma velocidade caracteristica para cada meio.
No caso dos tecidos bioldgicos, assume-se uma velocidade média de 1.540 m/s. As
freqiiéncias utilizadas na Medicina variam entre 1 a 20 MHz [2-4].

A transmissdo axial ultrassonica (TAU) é uma técnica que tem sido proposta
para o diagnéstico da osteoporose [26] e, mais recentemente, para a avaliacdo e
acompanhamento da regenerac¢do Ossea ap0s fratura [43,44]. Consiste na utilizagdo de
transdutores dispostos linearmente, ao longo do eixo dsseo (emissores e receptores). O
receptor capta o sinal provindo do emissor, apds sua passagem ao longo do eixo. Apds
essa recepgdo, técnicas de processamento de sinais sdo utilizadas com o intuito de se
extrair pardmetros quantitativos e posteriormente se caracterizar o meio [28].

O primeiro dispositivo comercialmente usado foi proposto por FOLDES et al.
[27]. Nele, um pulso de 250 kHz foi aplicado na por¢do média da tibia. Uma ilustragio
esquemdtica pode ser vista na figura II.1. Foram encontradas boas correlagdes entre a
velocidade do US (SOS - speed of sound), medida ao longo do cértex e valores de
densidade mineral dssea (DMO), medidas por densitometria 6ssea (DEXA — dual-

energy X-ray absorptiometry).
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Figura I1.1 - Ilustracdo esquematica da medida da velocidade do US ao longo de

uma distancia longitudinal fixa na camada cortical dssea. Adaptado de [27].

Em 2000, CAMUS et al. [47] realizaram uma andlise da TAU para a avaliagio
da condicdo esquelética, e concluiram que o estudo do campo refletido da interface
fluido-sdlido para uma onda esférica incidente prediz a existéncia de uma onda lateral
(OL), propagando-se ao longo da superficie da amostra a uma velocidade préxima a
longitudinal, além da onda direta refletida e outras. Foi apresentado como se encontrar a
distancia ideal para se captar o chamado primeiro sinal de chegada (FAS — First
Arriving Signal), que seria a primeira elevacdo da amplitude do sinal em relagdo ao
nivel de ruido, representando a chegada da OL.

Continuando o estudo anterior, BOSSY et al. [48] realizaram simulacdes 2D
(pulso de 1 MHz) para estudar a relacdo entre a velocidade do ultrassom e a espessura
cortical. Foi demonstrado que, para placas espessas (espessura maior que o
comprimento de onda longitudinal no 0sso) e para uma faixa de variagdo na distancia
entre os transdutores, o FAS corresponde a onda lateral. Para espessuras menores do

que o comprimento de onda, a velocidade SOS diminui dependendo de alguns critérios



de deteccdo do FAS. E para placas muito finas (espessura menor do que 1/4 do
comprimento de onda), a SOS tende a velocidade do modo Sy de Lamb.

Em outro estudo [26], os autores realizaram simulagdes 3D e focaram-se nos
efeitos da geometria cortical (curvatura, espessura cortical), anisotropia e
microporosidade nas medidas de SOS para diferentes frequéncias. Concluiram que a
anisotropia tem um grande impacto nas medidas de SOS em fun¢do da espessura
cortical. Ademais, a sensibilidade ao longo do eixo dsseo para a microporosidade
intracortical foi de —20 m/s por porcentagem de porosidade.

TATARINOV et al. [49] usaram phantoms de cilindros de diversos materiais
(rigidez variada), com poros na camada superficial, em uma tentativa de modelar o eixo
de ossos longos. Usando baixa frequéncia (100 kHz), pode-se avaliar a velocidade das
ondas guiadas (ou ondas de Lamb, que s@o ondas eldsticas que se propagam em uma
placa eldstica sélida de espessura finita, e surgem de miiltiplas reflexdes e conversdo de
ondas longitudinais e transversais da superficie superior e inferior da placa [50]), tendo
similar dependéncia na espessura como a onda de Lamb antissimétrica zero. Em uma
banda de frequéncia maior (500 — 1000 kHz), o FAS tinha a mesma velocidade que a
longitudinal.

Em um estudo in vitro usando a tibia, TA et al. [51] tentaram identificar e
analisar a propagacdo das ondas guiadas. Uma simulagcdo também foi realizada, com um
modelo cilindrico. Segundo os achados, o modo L(0,2) foi mais dispersivo para o
produto freqiiéncia x distancia de aproximadamente 1,5 MHz mm. Nessa regido, o
modo L(0,2) pareceu ser mais sensivel as mudancas na espessura cortical, em
comparagdo com os modos L(0,3) ou L(0,1). Finalmente, as velocidades dos modos
L(0,2) e L(0,3) obtiveram boas correlagdes com os valores de espessura cortical a 0,5

MHz.



Ja em 2006, MOILANEN et al. [23], com experimentos em placas e técnicas de
processamento de sinais, conseguiram identificar, de forma confidvel, os diversos
modos de onda. O mesmo grupo [24] ainda propds o problema inverso: uso das ondas
de Lamb na avaliagdo da espessura cortical em osso rddio humano in vitro. Foram
encontradas fortes correlacdes (R* = 0,73, p < 0,001) com a espessura cortical média, e
com a espessura cortical local (R2 = 0,81, p < 0,001), medidas por tomografia
computadorizada quantitativa. No mesmo ano, MOILANEN et al. [52,53]
desenvolveram modelos 6sseos numéricos 2D e 3D, e usaram-no para investigar o
impacto de uma geometria Ossea mais realistica na avaliacdo da espessura cortical.
Mostraram que as velocidades axiais de US de baixa frequéncia podem ser modeladas
por uma teoria de placa simples com um erro aceitavel.

Em 2008, MOILANEN et al. [54] modelaram o impacto dos tecidos moles nas
medidas de transmissdo axial em rddio humano. Com simulacdes e experimentos in
vivo, verificaram que a presenca de uma camada de poucos milimetros de tecido mole
dificulta a identificacdo de modos de onda essenciais para a avaliagao.

Mais recentemente, TALMANT et al. [28] relataram a primeira avaliacdo clinica
da precisdo, mudancas relacionadas a idade, e discriminagdo de fraturas in vivo, usando
a técnica de TAU bi-direcional, que consiste no uso de dois emissores, um em cada
ponta da sonda, que envia seus respectivos sinais que sdo captados pelos receptores que
estdo localizados entre aqueles. O método foi desenvolvido com o objetivo de
compensar o erro causado pelas variagdes da espessura da camada cortical e de tecido
mole. Usando o RMS (root mean square), os autores encontraram uma variagao
intraoperador de 15 m/s, e interoperador de 20 m/s, para medidas que apresentaram

valores de 3.821 a 4.110 m/s. Além disso, a velocidade do FAS, medida com o



dispositivo a 1 MHz, mostrou ser um bom indicador da condicdo dssea, tdo eficiente
quanto a DEXA para discriminacéo de fraturas.

NAILI et al. [55] avaliaram o efeito da absor¢do acustica heterogénea no tecido
0sseo e no tecido mole na resposta ultrassonica em transmissdo axial. Usando um
modelo bidimensional em simula¢des numéricas, eles observaram que as propriedades
viscoeldsticas do osso t€m um efeito significante na velocidade do FAS, enquanto que

os tecidos moles ndo alteraram os resultados.

IL 2. TAU NA AVALIACAO DO CALO OSSEO

Um importante trabalho foi desenvolvido por LOWET e VAN DER PERRE em
1996 [56], ao apresentar a medida da SOS em ossos longos e em fraturas, usando um
phantom composto de barras com um espago entre elas. Mostraram que o tempo de
propagacdo da onda aumentava ao passar pela fratura, além de ser diretamente
proporcional ao comprimento desse espaco.

A partir dai, diversos estudos foram realizados, na tentativa de se mostrar a
viabilidade da TAU na avaliacdo da fratura [43].

Nos tltimos anos, dois grupos tém se destacado:

O primeiro deles (PROTOPAPPAS et al. [38]; MALIZOS et al. [57])
desenvolveu um sistema no qual dois transdutores foram implantados, um em cada
fragmento do osso fraturado, em um modelo animal. Os transdutores foram usados tanto
para tratamento da fratura com ondas pulsadas de US, como para a avaliagdo em TAU.
Na figura I.2 é mostrada uma radiografia do dispositivo. Foi encontrada uma
correlacdo de 0,74 entre a velocidade (SOS) do faz e o médulo de Young do calo.

Ademais, foi observado que, apés a fratura, o SOS cai drasticamente, subindo



lentamente durante o processo de recuperacdo do calo. J4 em casos de ndo-unido (ou

pseudoartrose), o SOS ndo alcangava valores normais.

Figura I1.2 — Radiografia mostrando os transdutores implantados em um o0sso

fraturado, usados para estimulacao 6ssea e avaliacio em TAU [38].

Em 2006, o grupo langca méo das simulagdes, inicialmente em 2D, para estudar a
propagacdo do FAS e das ondas guiadas no osso intacto e apds fratura [40]. Um modelo
numérico bem simples foi utilizado, onde o calo 6sseo foi modelado como um processo
de 7 estagios de consolidacgdo (figura I1.3), com médulos de Young e Poisson varidveis,
de acordo com a etapa de regeneracdo. Ao realizar as simulacdes (por elementos finitos)
em TAU (em 500 e 1000 kHz), observaram basicamente que: (1) SOS cai drasticamente
apo6s o evento da fratura, e retorna ao valor normal a medida que o calo se consolida; (2)
a geometria do calo ndo afeta a SOS; e (3) a variacdo na geometria do calo altera as

curvas de dispersdo das ondas.

{a) /
Osso cortical Calo osseo

(b)
Figura I1.3 — Modelo numérico 2D usado: (a) com calo 6sseo sem geometria, e (b)

com geometria. Adaptado de [40].
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Ja em 2007, o grupo elabora um modelo um pouco mais complexo, em 3D, onde
o calo 6sseo é modelado como uma estrutura composta de seis tipos diferentes de
tecido. A regeneracdo é modelada como um processo de 3 estigios (figura I1.4). As
mesmas conclusdes sdo tiradas com a avaliacdo em TAU [41]. VAVVA et al. [42]
incorporam diferentes condi¢des de contorno no modelo, mostrando que o tecido ao
redor da placa éssea ndo interfere na propagacdo do FAS, porém afeta os modos de

onda de Lamb.

¥ Receptor
z

X

Emissor

T

Calo osseo

Figura I1.4 — Modelo numérico 3D usado. Adaptado de [41].

Um outro grupo vem publicando resultados interessantes a respeito da TAU em
calos 6sseos. DODD et al., em 2007 [45], realizaram um estudo in vitro com 0SSO
bovino e phantoms, e mostraram que a atenuacio da energia do FAS, medida com o
pardmetro SPL (Sound Pressure Level, em dB), aumenta a medida em que o espaco de
fratura aumenta. Usando simulacdes 2D, explicaram o fendmeno, ilustrado na figura

I1.5. Na figura II.5a, a onda lateral, propagando-se da esquerda para a direita, se

11



aproxima da interface 1 do local da fratura (onda A). Ao alcancar a interface 1, observa-
se um fendmeno de espalhamento/difracio da onda (onda B, figura IL.5b).
Subsequentemente, um pouco da energia da onda se acopla a placa 2, e uma segunda
onda lateral irradia novamente para a dgua (onda C). Uma vez que as simulagdes ndo
levam em considerag@o a absor¢do, os autores afirmaram que a atenuagdo do FAS seria

extremamente dependente de dois fatores: descasamento de impedéncia entre os dois

meios (osso — fratura) e o aumento da distancia entre as duas placas.

Agua / Onda A
Local da

(a) Agua Interface 1 Interface 2 Agua

N —— Onda B difratada

= Onda C re-irradiada

Placa 1 Placa 2

(c) y @Y Onda B difratada

Figura IL.5 — Desenho ilustrando o fenomeno de espalhamento/difracdo da onda

lateral ao alcancar o local de fratura: (a) a onda A se propaga em direcao a
fratura, na placa 1; (b) a onda A é espalhada/difratada na interface osso — fratura,
dando origem a onda B; (c) a onda B se acopla na placa 2, dando origem a onda C,

de menor energia. Adaptado de [45].
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O mesmo grupo verificou a influéncia da geometria do calo, espessura da placa e
frequéncia do pulso nas estimativas de tempo de vdo (TOF — Time-of-flight) e atenuacéo
(medida pelo SPL — Sound Pressure Level) [40], chegando a conclusdes similares de
estudos anteriores. Em 2008, desenvolveram um estudo in vitro, dessa vez sobre o efeito
das fraturas obliquas, e observaram que, para essas fraturas, o atraso no TOF é maior em
relacdo as fraturas transversas, principalmente considerando pequenos espacos de
fratura (1 a 2 mm). Os resultados sugeriram também que a presenca de medula 6ssea

ndo afeta significativamente as medicdes, tanto de TOF como de SPL [44].
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CAPITULO III

O TECIDO OSSEO E A RECUPERACAO POS-FRATURA

Nesse capitulo, serdo abordados dois tépicos principais: (1) o tecido 6sseo
normal; e (2) o processo de recuperagdo de fraturas (o calo dsseo), juntamente com as
ferramentas que se tém atualmente (ou que estdo ainda em nivel de pesquisa) para o

diagnéstico e acompanhamento do tecido cicatricial.

IIL 1. O TECIDO OSSEO NORMAL

O tecido 6sseo possui um arranjo variado de estruturas, que realiza diversas
funcdes mecanicas, biolégicas e quimicas. Segundo RHO er al. [58], essas estruturas
podem ser divididas em niveis de organizacdo: (1) a macroestrutura: osso cortical e
trabecular; (2) a microestrutura (de 10 a 500 um): sistemas Haversianos, osteons, a
trabécula; (3) a sub-microestrutura (de 1 a 10 um): a lamela 6ssea; (4) a nanoestrutura
(de 100 nm a 1 um): fibras coldgenas e minerais incrustados; e finalmente (5) a sub-
nanoestrutura (menos de 100 nm): estrutura molecular dos elementos constituintes

dsseos, como minerais, coldgeno, e proteinas organicas nao-colagenosas (figura III.1).
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Figura III.1 — Organizacio estrutural do osso. Adaptado de RHO et al. [58].

O osso € composto de uma matriz organica que € reforcada por um depdsito de
sais de cdlcio. O coldgeno tipo I constitui aproximadamente 95% da matriz organica; os
outros 5% sdo compostos por proteoglicanas e numerosas proteinas nao-coldgenas. Os
sais cristalinos depositados na matriz organica sob controle celular sdo primariamente o
célcio e o fosfato na forma de hidroxiapatita (HA) [59].

Morfologicamente, hd duas formas de osso: o cortical (compacto) ou trabecular
(esponjoso) [59,60]. No osso cortical, fibrilas de coldgeno reunidas densamente formam
lamelas concéntricas, e as fibrilas adjacentes percorrem perpendicularmente como em
um tronco de arvore. J4 o osso trabecular possui uma estrutura porosa heterogénea.
Basicamente, o osso cortical prové funcdes de protecio e mecianicas, enquanto o

trabecular fornece também fun¢des metabdlicas (figura I11.2).
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Osso trabecular

Figura II1.2 — O osso cortical e trabecular. Adaptado de BOSSY [61].

Em uma abordagem microscépica, o osso cortical se apresenta na forma de um
s6lido denso. Uma observag@o a escala de centenas de micra revela uma arquitetura
organizada em volta de um elemento estruturante de base, o Osteon ou sistema
haversiano. O O6steon se apresenta na forma de um longo cilindro estreito de
comprimento da ordem de 10 mm, cujo diametro fica entre 100 e 300 um. Cada dsteon
€ composto de um canal haversiano central, envolvido por uma série de lamelas
concéntricas de matriz dssea, contendo nervos e vasos capilares sanguineos. O didmetro
dos canais de Havers é da ordem de 50 pm. Os canais de Volkmann conectam, de uma
parte, os canais de Havers entre eles, e de outra parte os canais de Havers com as
interfaces de osso cortical. Entre as lamelas concéntricas se encontram cavidades onde
estdo as células (lacunas osteocitirias) de didmetro de mais ou menos 10 a 20 pm,

interconectadas pelas canaliculas (figura I11.3) [61].
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Figura I11.3 — Estrutura do osso cortical: (a) conjunto compacto de ésteons; (b)
corte histolégico demonstrando a estrutura lamelar concéntrica; e (c) imagem de
microscopia acustica a 400 MHz. Adaptado de [61].

As figuras II1.4 e III.5 mostram o osso trabecular e cortical, respectivamente,
normal e osteoporético. A reducdo na massa 6ssea € visivel, levando a uma diminui¢ao

da espessura cortical e também uma reducio da quantidade de poros do 0sso esponjoso.

Figura II1.4 — Osso trabecular de uma mulher com (a) 23 anos e (b) 82 anos [61].
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Figura IIL5 — Osso trabecular de uma mulher com (a) 55 anos e (b) 90 anos.

Imagens obtidas por microtomografia computadorizada [61].

Quatro diferentes tipos celulares compdem o 0sso: osteoblastos, osteoclastos,
ostedcitos e células de alinhamento Osseas. Osteoblastos, ostedcitos e células de
alinhamento sdo originadas de células osteoprogenitoras, enquanto que osteoclastos
surgem da fusdo de precursores de células mononucleares, que originam varios tipos de
tecido hematopoiéticos [59].

Na figura III.6, observam-se os tipos celulares Osseos. Osteoblastos sdo
responsaveis pela producio de matriz éssea. O ostedcito € uma célula madura, dentro da
matriz, e € responsavel pela manutencdo do tecido. As células de alinhamento sdo
alongadas, achatadas e inativas, que cobrem as superficies ésseas que estdo sem
atividade (nem em formagdo, nem em reabsor¢do). J4 os osteoclastos sdo células
grandes e multinucleares, permanecendo ativas, diretamente na superficie do tecido

6sseo [59].
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Figura IIL.6 — Os tipos celulares do tecido 6sseo. Adaptado de [59].

IIL. 2. A CONSOLIDACAO OSSEA POS-FRATURA

Apds uma fratura, todo o complexo sistema Osseo sofre um desarranjo. O
processo de recuperacdo é bem-orquestrado, resultando em um reparo e restauragdo da
funcdo do osso. Phillips [62] divide a resolucdo de fraturas em cinco fases temporais:
formacdo de hematoma, inflamagdo, angiogénese, formacdo de cartilagem (com
subseqilente calcificagdo, remocdo da cartilagem e entdo formacdo de o0sso) e
remodelagdo Ossea.

Alguns fatores podem atrasar ou mesmo impedir a unido dos fragmentos 6sseos,
como a severidade e a localizacdo da fratura, a natureza do suprimento sangiiineo para o
0sso, a extensdo da lesdo em tecidos moles, perda Ossea, contato com o ar e
contaminag@o, ou mesmo presenca de tumor. Outros fatores sist€émicos podem estar
envolvidos, como alcoolismo, fumo, idade e diabetes [63].

A cura da fratura pode ser também dividida em direta (ou primdria) e indireta

(ou secunddria): (1) a direta, que ocorre quando hd reducdo anatdmica dos fragmentos
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por fixacdo interna ou por uma tensdo interdiafragmental diminuida. Envolve uma
tentativa direta do cortex de reestabelecer novos sistemas haversianos pela formagio de
discretas unidades de remodelagem, os cones de corte, no intuito de restaurar a
continuidade mecanica. Nao had a formacao de calo 6sseo; (2) a indireta, que envolve
uma combinac¢do de ossificacdo intramembranosa (formacdo direta de osso, sem uma
base cartilaginosa) e endocondral (recrutamento, proliferacdo e diferenciacdo de células
mesenquimais (MSCs) em cartilagem, que se calcifica e eventualmente é substituida por
0ss0) [64]. A Figura III.7 mostra um corte histolégico com os dois tipos de ossificagdo,
e a figura II1.8 € um esquema ilustrando o processo de ossifica¢do intramembranosa e

endocrondral.

Figura II1.7 — Analise histologica do calo dsseo: (a) formacao ossea

intramembranosa; e (b) endocondral, transformando tecido cartilaginoso em

tecido osseo [65].
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Figura I11.8 — As fases da formacao do calo em uma fratura: (a) apés um trauma
surge o hematoma, e a ossificacio intramembranosa se inicia; (b) aumenta em
didmetro e em comprimento, e mostra os primeiros sinais de ossificacao
endocondral; (c) o calo cresce principalmente por ossificacio endocondral em
direcao a linha de fratura; e (d) cria a ponte de ligacao na periferia. Adaptado de
[65].

Todas as fases de recuperacdo necessitam das chamadas ‘“moléculas
sinalizadoras”, que regulam a atividade e diferenciacdo das diversas células envolvidas
[66,67]. Essas moléculas, segundo Phillips [62] e Dimitriou et al. [64], basicamente sdo
o fator de crescimento de transformacfo beta (transforming growth factor p — TGFp),
proteinas morfogenéticas Osseas (bone morphogenetic proteins — BMPs), fator de
crescimento de fibroblasto (fibroblast growth factor — FGF), fator de crescimento
semelhante a insulina (insulin like growth factor — 1GF), fator de crescimento derivado
de plaqueta (platelet-derived growth factor — PDGF), citocinas (interleukin-1, ou IL-1,

IL-6, tumour necrosis factor-alpha — TNFa), metaloproteinases, fator de crescimento
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endotelial vascular (vascular-endothelial growth factor — VEGF), e angiopoietina (1 e
2).

Além da necessidade da presenca de todas essas moléculas, hd ainda um fator
importante na resolucdo de fraturas, estudado por CARTER et al. [68] com elementos
finitos: a mecanobiologia da regeneracdo Ossea. A formacdo dssea ocorre em dreas de
baixa a moderada tensdo eldstica, o tecido fibroso é produzido em areas de moderada a
alta tensdo eldstica, e a condrogénese é promovida em dreas de estresse por compressiao
hidrostatica (pressao).

Virias técnicas de avaliacio t€m sido propostas para o diagndstico e
acompanhamento da regeneracdo dssea. Por exemplo, as radiografias sdo usadas para
dar informagdes qualitativas sobre a linha de fratura e observar a unido dos fragmentos
dsseos, ou mesmo quantificar parametros da geometria, porém € incapaz de predizer a
rigidez do calo [34,69]. Um microscépio acustico de alta resolugdo foi aplicado em
ovelhas, obtendo alta acurdcia em predizer a forca de fratura [70]. Finalmente, estudos
com microtomografia computadorizada (UWCT) t€m sido muito explorada, p. ex., na
avaliacdo de tratamentos baseados em US [36], usando uma andlise de limiar, e na
predicdo de propriedades mecanicas do calo, usando medidas derivadas da uCT [34,71-
73].

Mais recentemente, MORGAN et al. [37] conseguiram mostrar que, com alguns
parametros extraidos das imagens de WCT, como densidade mineral total, volume 6sseo
e varia¢do da densidade no calo, consegue-se explicar significativamente (p < 0,001) até
70% da variacdo na forca e rigidez torsional. Figura III.9 mostra um exemplo de
imagem produzida pelos autores, usando um limiar de 25% do valor de cinza maximo
(correspondente a uma densidade de 641,9 mgHA/cm3) para a sua segmentacdo, com o

objetivo de separar o tecido mineralizado do ndo (ou pouco) mineralizado.
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Figura II1.9 — (a) Processo de segmentacio, definindo a borda externa (verde) e a

superficie do peridsteo do cortex (vermelho); (b) imagem 3D do volume de

interesse estudado [37].
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CAPITULO IV

FUNDAMENTOS TEORICOS DA TRANSMISSAO AXIAL

ULTRASSONICA

Nesse capitulo, serdo abordados os principios tedricos da propagacio da onda de
ultrassom em transmissdo axial. Detalhes sobre as propriedades eldsticas dos sélidos
estdo expostos em anexo, segundo AULD [74].

A transmissdo axial ultrassdonica (TAU) usa um conjunto de transdutores, um
agindo como o emissor, e os outros agindo como receptores. Basicamente, os
transdutores sdo colocados em um arranjo linear, ao longo do eixo ésseo a ser analisado.
A partir dai, o receptor capta o sinal que trafega na interface fluido-osso, e pardmetros
como a velocidade da onda e a atenuagdo do sinal podem ser estimados. A seguir, uma
explicagdo mais detalhada do fendmeno, usando como referéncias os trabalhos de
CAMUS et al. [47], BOSSY et al. [48] e BOSSY [61].

A figura IV.1 ilustra a propagacdo de uma onda esférica do fluido (meio 1) em
direcdo ao sélido (meio 2), com ¢; < ¢z, € a consequente formagcdo da chamada onda

lateral (OL). Pode-se determinar um angulo critico 6, tal que
_G
sen( @)=L (IV.1)
C

2

Quando a onda se impacta com a interface, ela d4 origem a uma onda refletida e
uma onda refratada (figura IV.1a). Enquanto o angulo de incidéncia 6; é menor do que

6., o ponto I que conecta a onda direta a onda refletida também conecta eles com a
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frente de onda refratada. A medida que o tempo passa, o ponto / se move ao longo da

interface com velocidade definida por

v(l) p—rn (IV.2)

com v(I) > ¢;. Quando 6; > 6., v(I) se torna menor do que c;. Com isso, o ponto / ndo
conecta mais a onda refratada a onda refletida. A onda que liga a onda refratada a onda
refletida ganha o nome de onda lateral, OL (figura IV.1c), e se propaga com velocidade

Viateral-

C
Vigtera———— ~——C Iv.3
fateral sen(6.) 2 av-3)

b.

Frente de S 7 ’ ’ Onda lateral

Frente de onda de
0 propagada

Frente de onda
nterface

mento

Figura IV.1 - (a) onda esférica produzida no meio 1, fluido, indo em direcio ao

meio 2 (s6lido); (b) ao tocar a interface, produz frentes de onda de compressao

refratada e refletida. O ponto I conecta essas frentes, e forma com o centro S o
angulo de incidéncia 6;; (¢) quando 6; > 6., forma-se a onda lateral. Adaptado de

[61].
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Considerando a figura IV.2, a pressao Pjyrq correspondente a OL é

B, =2i% [kl /’2( )«f[r —(z+d)tand. |’ } ghsaBple o (IV.4)
C

onde SA € a distancia entre a fonte S e o ponto A, BP ¢ a distincia entre o ponto B e o
ponto de observacdo P, AB € a distincia entre os pontos A e B ao longo da interface, p; e
p2 sdo as densidades dos meios 1 e 2, respectivamente; k € o numero de onda; r € a
distancia entre o transmissor e o receptor ao longo da interface (também chamado de
alcance); d e z s@o as distancias, respectivamente, da fonte e do ponto de observagio, até
a interface. A OL ¢ excitada a um angulo critico (SA), se propaga ao longo da interface
(AB) com uma velocidade longitudinal c; e irradia de volta para o meio 1 a um angulo

critico BP.

A Ponto de
observagao P (r,z)

Onda direta

Fonte
S (0,d)

P, €1

-y

Onda lateral B p:, c:

Imagem
da
fonte
(0,-d)

Figura IV.2 — Representacoes da onda direta, refletida e lateral. Adaptado de [47].
A OL ¢é observavel somente de ou além de um ponto critico que estd localizado a

um alcance critico r., dado por

re=(z+d)tan (6.) (Iv.5)
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As equagdes dos tempos de chegada das ondas direta (7op), refletida (fog) e

lateral (zp.), sdo

]

lop (Iv.6)
o]
[r2+(z+d)2]” 2
fogm (IV.7)
G

_I’+(Z+d)(1 C12

12
- (IV.8)
ot G g k C%j

Pode ser mostrado que a OL sempre chega antes da OD somente para valores de

r maiores que um #,,;, definido por

=192 2 e d 120z av.9)
onde y = c¢/c;. A Figura IV.3 mostra um gréfico dos tempos de chegada da OD, OR e

OL, para uma interface fluido sélido, considerando ¢; = 1490 m/s e ¢, = 2680 m/s.

d=5mm —— onda lateral

Z=5mm | ----- onda direta
— -~ onda refletida

iy
=]

w
[=]

20

Tempo de chegada (ps)

0 10 20 30 40 50 60
r (mm)

Figura IV.3 — Tempos de chegada tedricos para a OD, OR e OL, considerando c; =

1490 m/s e ¢, = 2680 m/s. Adaptado de [47].
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Uma extensdo do problema foi estudada por BOSSY er al. [48]. Considerando
dessa vez uma placa sélida infinita imersa em dgua (dgua — osso — dgua). A figura IV.4
demonstra a situagdo. Agora, é necessario considerar o caminho AB’JC’D, que envolve
apenas ondas longitudinais, e corresponde a uma unica reflexdo no fundo da placa. Esse
trajeto é o mais rdpido dentro da placa da fonte ao receptor. Para um dado receptor a
uma distancia r da fonte, o dngulo de incidéncia # de uma onda que segue o trajeto
AB’JC’D e o tempo de voo (TOF) associado t4p-jcp verificam as seguintes equacoes,

que podem ser resolvidas numericamente:

2d, 1 2 1
Lapscp=="X% X
¢ cos(8) ¢ [ sen(®) ’ (IV.10)
sen(6.)

r=2dtan(6+2e sen(&) X 1

sen(6) [ sen(8) ’ (IV.11)
sen(6.)

onde e € a espessura da placa de osso.

Agua J

Figura IV.4 — Trajetos da OL e da onda refletida do fundo da placa. Adaptado de
[48].
A diferencga t4p°5c'p — tor depende da distidncia r e da espessura e. Para placas

espessas o suficiente (tipicamente e > 4), a velocidade da OL ¢é independente de e, para
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diversas distancias r e vdrios critérios de deteccdo da onda. Para placas mais finas
(tipicamente e < 1), o padrdo da variacdo da SOS da OL depende do critério de detec¢ao
e da distancia r. No entanto, para placas muito finas (tipicamente e < A/8), e para um
critério de deteccdo de onda independente da amplitude, a SOS se aproxima da
velocidade do modo Sy de Lamb. Segundo BOSSY et al. [48], no caso do osso, para

espessuras e < /4, uma abordagem com ondas de Lamb se faz necessdria.
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CAPITULO V

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, a metodologia para os estudos de simulag@o (programa utilizado,
modelos numéricos, pardmetros ultrassdnicos) e experimento in vitro (amostra de 0sso,

dispositivo ultrassonico de transmissdo axial, processamento de sinais) serd exposta.

V.. SIMULACOES NUMERICAS COM MODELOS DE

REGENERACAO OSSEA

V. 1. 1. Implementac¢iao dos modelos de calos dsseos

Apesar de algumas desvantagens das simulagdes (necessidade de validagdo
experimental, sele¢do de um modelo adequado, memdria e tempo computacional
necessdrios, etc.), o poder dos métodos computacionais na pesquisa em ultrassom,
principalmente aplicados ao osso, tém sido indicado por diversos pesquisadores [75].

Diversos trabalhos de simulagdo ja trataram da regeneracdo dssea apés fratura,
usando diferentes algoritmos [76-85]. Em um deles [81], foram comparadas as
habilidades de vdrios algoritmos de regulacdo mecanica em descrever a regeneracio
Ossea normal com simulacdes em 2D, com elementos finitos. Os algoritmos foram: M1
(CARTER et al. [68]), M2 (CLAES e HEIGELE [85]), e M3 (LACROIX e
PRENDERGAST [83]). Este ultimo também foi aplicado pelos autores usando apenas
um estimulo mecanico no calo dsseo: a deformacdo desviatdria (deviatoric strain —

M4).
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O modelo M1 [68] foi baseado na idéia de que altas forcas compressivas
hidrostaticas t€m uma correlagdo com a condrogénese (formacdo de cartilagem) e forgas
mais baixas possuem uma correlacdo com a osteogénese (formacdo de osso). Contudo,
existiria uma inibi¢do da condrogénese e osteogénese com alta deformagdo principal. J&
em M2 [85], assume-se que a formacdo de novo osso ocorre nas frentes de osso ja
existente ou tecido calcificado, e as magnitudes de forca e deformacao local regulam o
tipo de cicatrizacdo Ossea, ou seja, intramembranosa ou endocondral.

A hipétese de M3 [83] ja indica que uma mecano-regulacdo da diferenciacio do
tecido seria guiada por dois estimulos biofisicos: a deformacgdo desviatéria e o fluxo de
fluidos intersticiais, uma vez que a forca e deformacgdo nas células sdo maiores pelo
fluxo de fluido do que pela forca do material colagenoso. Este modelo foi capaz de
predizer a diferenciagéo tecidual em implantes dsseos.

Portanto, para o presente trabalho, foram usados os quatro modelos acima. Os
algoritmos foram previamente processados no trabalho de ISAKSSON et al. [81], que
predisseram a diferenciagdo tissular durante um regime de carga varidvel (100 a 600 N,
de acordo com o movimento interfragmentdrio do calo) para simular condic¢des
experimentais in vivo. Os arquivos contendo as simulagdes (formato .avi) estdo
disponiveis na Internet como dados adicionais suplementares.

Nos quatro modelos, o calo possui até seis diferentes tipos de tecido, em
diferentes momentos: tecido fibroso (Fib), cartilagem imatura (ImC), cartilagem madura
(MC), osso imaturo (ImB), osso intermedidrio (/IntB) e osso maduro (MB), como
mostrado na figura V.1. O espago de fratura possui 3 mm de comprimento. O 0sso
cortical é assumido como sendo uma placa isotrépica com espessura de 3 mm, e a
medula éssea esta abaixo da placa (em vermelho). A regido preta, acima do osso cortical

e do calo, é considerada como 4gua.
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Figura V.1 — Dimensoes e composicao tecidual do calo no 6° dia de regeneraciao
o6ssea, de acordo com modelo de CARTER et al. [68]. Adaptado de ISAKSSON et

al. [81].

M1 e M2 fornecem 40 dias de regeneracdo, enquanto que M3 e M4 apresentam

140 dias. Outras observacdes importantes sdo [81]: (a) apds o 13° dia de regeneragio,

M2 apresenta um amolecimento tempordrio (visto como um aumento na concentracao

de tecido fibroso, figura V.2A; (b) apenas dois modelos, M3 e M4, predizem

a

reabsorcdo do calo externo (figura V.2B) e intramedular (figura V.20),

respectivamente; (c) o processo de diferenciacdo tecidual termina para M3 e uma néo-

unifo (pseudo-artrose) € predita (figura V.2B).
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Figura V.2 — (A) 13° e 14° dia do modelo M2, mostrando o aumento na
concentracao de tecido fibroso; (B) 100° dia do modelo M3, mostrando a
reabsorcao do calo externo e a permanéncia da regiao de nao-uniao (circulo
verde); (C) 100° dia do modelo M4, mostrando a reabsorcao intramedular do calo

(circulo verde). Adaptacoes de ISAKSSON et al. [81].

Para a implementagdo dos dias de regeneracdo como modelos numéricos para a
simulacdo da propagacao do ultrassom, cada quadro foi readaptado (utilizacdo de dois
fragmentos dsseos, aumento do comprimento 6sseo) e processado com o intuito de
receber um nimero para cada tipo tecidual. Por exemplo, “0” para dgua, “1” para o 0sso
cortical, e assim por diante. Esse processo torna possivel a caracterizacdo do material
(densidade, constantes eldsticas, etc.) para aplicacdo no soffware (que exige numeracio
das regides). Além disso, a composicdo do calo foi calculada de duas formas: a
composicio total do calo (a drea em mm” da contribui¢do de cada tecido em toda a
regido de regeneragdo) e a composicdo de placa do calo (a d4rea em mm? da contribui¢io
de cada tecido entre os dois fragmentos sseos na regido dssea cortical), como mostram

as figuras V.3 e V.4, respectivamente.
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Figura V.3 — Composicao total do calo para (a) M1; (b) M2; (c) M3; e (d) M4.
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Figura V.4 — Composicao de placa do calo para (a) M1; (b) M2; (c) M3; e (d) M4.
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A tabela V.1 mostra os valores de mdédulo de Young (E) e razdo de Poisson (vy)
usados por ISAKSSON et al. [81], para predizer a diferenciagcdo tecidual. Pode-se
também observar os valores de densidade py (de outras referéncias), e as velocidades

actsticas transversal (c¢;) e longitudinal (¢;) para cada tecido, estimadas pelas equacgdes

[4]:

- |__E
o= 2 po(1+v0) V.1

€

_ E(1-vo)
“ ‘\/ o(1=2vo)(1+0) v.2)
Tabela V.1 — Moédulo de Young (E) e razao de Poisson (vy) para cada tecido,
usados por ISAKSSON et al. [81], os valores propostos de densidade (p,) e as

velocidades transversal (c;) e longitudinal (c;) estimadas.

Tecido E (GPa) 17 Po (kg.m'3) C (m.s'l) C (m.s'l)
Osso cortical 15,750 0,325 1500% 1990,54 3909,35
Medula 0,002 0,167 1020" 28,98 45,84
Osso maduro 6,000* 0,325 1250?1 1345,85 2643,20
Osso intermediario 2,000b 0,325 120()" 793,05 1557,52
Osso imaturo 1,000¢ 0,325 1150 572,83 1125,02
Cartilagem madura 0,500d 0,167 1 100? 441,30 697,97
Cartilagem imatura 0,010‘? 0,167 1080 62,99 99,62
Tecido fibroso 0,002" 0,167 10598 28,45 44,99

No trabalho dos autores [81]: * E>2 GPa,” 1 < E<2 GPa, “0.5<E < 1 GPa, “0.01 < E < 0,5 GPa,
0,005 < E < 0,01 GPa, 0,001 < E < 0,005 GPa. .
¢ Protopappas et al. [40]; " Vavva et al. [42]; ' Geddes and Baker [86]; ' valores hipotéticos.

E importante notar que os valores usados para predizer a mecano-regulacio do
calo fornecem valores baixos de velocidade longitudinal (principalmente para Fib, ImC
e medula éssea) de acordo com a literatura [4], devido a baixos valores de v, para

tecidos moles. Por isso, para a realizacdo das simulagdes da propagacdo do ultrassom,
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foram usados valores seguindo outras referéncias. A tabela V.2 mostra os novos valores

aplicados aos quatro modelos.

Tabela V.2 — Médulo de Young (E), razao de Poisson (vy) e densidade (py)
propostos, e as velocidades estimadas transversal (c,) e longitudinal (c;), aplicadas

nas simulacoes.

Tecido E (GPa) 17 Po (kg.m'3) C (m.s'l) C (m.s'l)
Osso cortical 15,750 0,3250 1500° 1990,54 3909,35
Medula 0,002 0,4998* 1020* 25,57 1219,14
Osso maduro 6,000 0,4000° 1250° 1309,31 3207,13
Osso intermedidrio 2,000 0,4300° 1200¢ 763,38 2178,36
Osso imaturo 1,000 0,4500° 1150° 547,59 1816,14
Cartilagem madura 0,050 0,4700% 1100° 393,20 1652,69
Cartilagem imatura 0,010 0,4993% 1080° 55,57 1486,17
Tecido fibroso 0,003% 0,4998* 1059° 30,73 1465,39

*Vavva er al. [42];° Protopappas et al. [40]; © Geddes and Baker [86]; 4 valores hipotéticos.

V. 1. 2. Protocolo de simulaciao

Para as simula¢des numéricas, foi aplicado um método de diferenca-finita no
dominio do tempo (finite-difference time domain - FDTD), por um software
desenvolvido no Laboratoire d’Imagerie Paramétrique (LIP), Paris, Franca
(SimSonic2D) [26], o qual é baseado no esquema de Virieux para discretizagdo de
equacdes acusticas lineares [87], que descrevem o comportamento mecanico de um

meio linear, eldstico e anisotrépico:

~._ov, dT;
p(r)x%’: ar{ +f, (V.3)
J
— o Ol
T; _Cijkl(r )X?"‘Ti‘ (V.4)
1

onde o estado mecanico é caracterizado pelo vetor velocidade de deslocamento

V=0ii/dt (i sendo o vetor deslocamento), T é a matriz de tensdo, e as propriedades do
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material sdo definidas pela densidade p e pela matriz de rigidez C; f e 7 sdo eventuais
termos-fonte de forca e de tensdo. A equacdo (V.3) corresponde a lei de Newton, na
qual as forcas se devem a gradientes de tensdo e de um eventual termo-fonte f, e a
equacdo (V.4) corresponde a lei do comportamento de um meio eldstico linear,
relacionando linearmente e independentemente o conjunto dos componentes de tensio e
deformacao.

O protocolo de simulacdo consistiu na utilizacdo de um transdutor transmissor
pontual de 1 MHz (T¢) (comprimento do pulso = 4,28 us, banda a 6 dB de 0,70 a 1,51
MHz), colocado a 20 mm do centro da fratura, e um receptor pontual (7r) a 40 mm de
Tt. Para simular uma condi¢do mais realistica, os transdutores foram colocados a 0,5
mm a partir do calo (4,5 mm da placa dssea); no limite superior do modelo, utilizou-se
uma condicdo de borda “livre”, com o objetivo de simular um total descasamento de
impedancia e total reflexdo (interface ar — tecido mole), e camadas perfeitamente
acopladas (perfectly matched layers - PML) foram implementadas para evitar reflexdes
nas outras trés bordas (figura V.5). Foram aplicadas uma durac@o de simulacdo de 50

us, e uma resolucéo espacial de 2 = 0,05 mm, satisfazendo a condi¢io i < A,;,/15, onde

Amin € 0 menor comprimento de onda que se deseja identificar com a simulag@o.

20 mm

20 mm |
T 1 T
Condigéo de borda "livre"

Ind ‘ ww 'y ‘

PML

PML

Figura V.5 — Protocolo de simulacido, com as condi¢ées de contorno nos quatro

lados e a localizacao dos transdutores.
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A figura V.6 ilustra a propagacio da onda simulada pelo software, no 6° dia de

regeneragdo para M1.

Figura V.6 — Propagacao da onda de US simulada no SimSonic2D: (A) em t = 0 ps,
observa-se o transmissor 7¢; (B) em t = 6 ps, pode-se observar a onda refletida
(OR) e a onda lateral (OL); (C) em t = 11 ps, OL atravessa a fratura para
encontrar o segundo fragmento 6sseo; (D) em t = 19 ps, OL apés atravessar a

fratura e o calo ésseo.
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V. 1. 3. Processamento do sinal

Para cada dia de regeneracdo, o sinal de RF foi capturado pelo Tr (figura V.7a),
e entdo duas varidveis foram extraidas para andlise. Primeiramente, o tempo de vdo
(time-of-flight — TOF) do FAS (TOF rxs) foi identificado, de acordo com o procedimento
usado por BOSSY et al. [48]: FAS € considerado como a primeira contribui¢do de sinal
acima do ruido, com o mesmo periodo do sinal de excitacdo; logo, TOFpss (em ps) é
definido como a localiza¢do temporal do primeiro pico do sinal. Uma interpolacdo

parabdlica de 5 pontos foi usada na vizinhanga do extremo do sinal (figura V.7b).
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Figura V.7 — (a) sinal RF apods propagacao no osso — calo — osso. O circulo mostra a
regiao de interesse; (b) deteccao do FAS (seta).

Outra varidvel de interesse foi a SPL, proposta por Dodd et al. [44]. Ela reflete

em dB a perda de energia do sinal apds passar pela fratura. Pode ser estimada usando a

equacao
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SPL =20log% (V.5)

onde Ay, € a amplitude do FAS (para SPLg4s) ou a amplitude maxima do sinal (para
SPLyax), apOs sua propagacio através do calo 0sseo, e A, € a amplitude do FAS (ou
do maximo do sinal) apds sua propagacdo ao longo da placa dssea, sem

descontinuidades.

V. 1. 4. Analise estatistica

Uma regressao miultipla linear (método stepwise) foi realizada para predizer as
variaveis dependentes TOFgas, SPLras € SPLyax, com a composi¢do do calo total (Fib,
ImC, MC, ImB, IntB, MB) e de placa (Fib,, ImC,, MC,, ImB,, IntB,, MB,) como
varidveis independentes. Foi assumido um nivel de significincia o = 0,05. Os
coeficientes de regressdo foram mostrados em curvas, juntamente com os intervalos de
confianga (95%). Testes ANOVA foram implementados para se avaliar se as varidveis
independentes sdo adequadas para o modelo. Os coeficientes de correlacdo de Pearson
entre as varidveis foram computados, e finalmente, o erro médio quadrético (root mean

square error - RMSE) foi computado usando a equacio:

(V.6)

onde Y; e Y sdo os valores observados (simulacdo) e preditos, respectivamente, para
cada dia de regeneracdo i. Para M1 e M2, 1 < N < 40; para M3 e M4, 1 < N < 140.
Todos os calculos estatisticos foram realizados usando-se Matlab® v. 7.4 Statistical

Toolbox (Mathworks Inc., Natick, MA, USA).
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V. 2. EXPERIMENTO IN VITRO: EFEITO DA DESMINERALIZACAO

V. 2. 1. Amostra

Foi utilizada uma amostra de femur bovino in vitro (regido préxima a epifise
proximal), sem o conhecimento da procedéncia do animal. O tecido mole e medula
ossea foram completamente removidos por disseccdo. Uma fratura de 3 mm foi feita
usando uma serra de precisdo linear sob irrigacdo continua (IsoMet 4000, Buehler®
SARL, Dardilly, France; espessura 0,99 mm) até o meio da didfise 6ssea (Figura V.8).
Esse comprimento de fratura foi escolhido de acordo com estudos de simulagdo prévios
[81]. Apds o corte, a mesma serra foi usada para extrair uma fatia de osso cortical de 3
mm de espessura (Figura V.9), afastada 20 mm do espaco de fratura. Essa fatia se
encaixa perfeitamente dentro da descontinuidade. Ambos fémur e fatia 6ssea foram

mantidos sob refrigeracdo a -20°C até o momento dos experimentos.

\ Fratura

Figura V.8 — Amostra de fémur bovino in vitro, com o corte realizado pela serra
(fratura de 3 mm). A marca verde sobre o osso delimita a localizacao da sonda de

US utilizada.
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Figura V.9 — Fatia de osso cortical de 3 mm de espessura.

Um processo de desmineralizagdo foi realizado imergindo a fatia de osso cortical
em um frasco de 30 ml contendo uma solu¢do de 4cido etilenodiamina tetracético
dissédio (ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA dissodium; Sigma—Aldrich®, Lyon,
France), um quelante de célcio, a 0,376 M, por 24 horas (a 25°C). Ap6s cada periodo de
24 horas, a fatia foi colocada de volta ao espago de fratura para a realizacao de medidas
em TAU (descritas adiante). Esse procedimento foi feito por 12 dias, como proposto por
[88], sempre usando uma nova solucdo em um frasco limpo. As solugdes didrias foram
estocadas em um refrigerador a 4°C para a quantificagdo da concentracéo de célcio.

Cada frasco com solu¢io EDTA-Ca®* foi analisada usando espectrometria de
emissdo atOmica (ICAP® 6500, Thermofischer Scientific; diluicdo em dgua a 1/100,
acidificagdo a 1% com acido nitrico, comprimento de onda de 393,36 nm). Um modelo
matemadtico da curva de perda de cdlcio foi estimado usando a Curve Fitting Toolbox do
programa Matlab® para ser aplicado no protocolo de simulacdo (descrito adiante). A
melhor equacdo de ajuste dos dados foi usada no estudo (maior valor de R’ com menor

valor de RMSE - root mean square error).

V. 2. 2. Procedimentos experimentais

Para as medi¢des em transmissdo axial, foi utilizada a sonda BeamLip de

1 MHz, construida pelo Laboratoire d’Imagerie Paramétrique (Paris, Franca) [28]. O
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dispositivo consiste de 6 transdutores emissores, 3 de cada lado da sonda. Os emissores

dos dos receptores (14 no total) por uma faixa de cortica de 12,1 mm (figura

sao0 separa

V.10). Cada cerdmica possui 0,8 mm de largura.

3 emissores +
2 massas

14 receptores +

2 massas

3 emissores +
2 massas

QLTI
et
G
R ]
INNNRRRRRRRRARE A AR RARARARARARN LTI
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Figura V.10 — Sonda BeamLip, de 1 MHz, composta de 6 emissores (3 de cada lado

dos receptores.

1¢a Separa 0s emissores

da sonda) e 14 receptores. Cort

O arranjo de emissores e receptores da sonda foi especialmente desenhado para

estudos da avaliacdo do osso cortical. Para o presente trabalho, foram utilizados sinais

gerados somente pelo primeiro emissor (da esquerda para a direita) e coletados pelo

tre

ancia en

A

representando uma dist

da esquerda para a direita),

cm

z

ultimo receptor (tamb

1 mm.

’

emissor e receptor de 28

Oes experimentais diferentes.

Os sinais de US foram coletados em trés configurac

da

73

sinais foram coletados usando a sonda BeamLip na superficie

’

Primeiramente

antes do corte da serra. O sinal tem 512

ou seja,

’

amostra dssea sem o espaco de fratura

pontos, gravados com frequéncia de amostragem de 25 MHz, correspondendo a uma

duracdo de 20 ps. Para cada sinal, o FAS foi detectado, utilizando-se o procedimento
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descrito anteriormente (se¢do V.1.3), e, logo em seguida, o tempo de v6o (TOFg4s, em
us) foi identificado.

Apbs o corte na amostra, o espaco de fratura foi preenchido com gel (uma fita
adesiva foi usada no interior para evitar o vazamento do gel pelo canal medular), e a
sonda colocada com a sua metade em cima da fratura (mesma localizacdo da sonda
usada antes), e mais 30 sinais foram coletados, simulando uma situa¢do de pds-fratura
aguda (sangue entre os fragmentos 6sseos).

Em um terceiro momento, a fatia de osso cortical de 3 mm de espessura foi
colocada no espaco de fratura, e o mesmo procedimento de coleta de sinais foi realizado
(figura V.11), recolocando a fatia de osso a cada coleta. Gel foi novamente usado para
um melhor acoplamento entre os fragmentos Osseos. Um fixador foi utilizado para
evitar movimentos na amostra durante a coleta. Todo o experimento foi realizado sob

temperatura ambiente de 25°C, mantida constante por um sistema de regulacdo do

laboratdrio.

Sonda

Fatia de osso cortical
\) Fita adesiva

Fixador

Figura V.11 - Protocolo experimental.

Em seguida, o processo de desmineralizagéo teve inicio. A fatia de osso cortical

foi colocada na solugdo de EDTA (como descrito anteriormente) durante 12 dias. A
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cada 24 horas, a fatia era retirada do frasco, recolocada no espaco de fratura, e novas
medidas eram realizadas (30 sinais). Assume-se que esse processo possa mimetizar
inversamente a mineralizagdo que ocorre no calo 6sseo durante o processo de
regeneracdo da fratura.

Resumidamente, em cada configuragdo, 30 sinais foram coletados, € uma média
dos valores de TOF pas para cada passo de desmineralizacdo foi estimada. A Figura V.12

mostra o desenho experimental proposto.

Sonda

R LT
Fatia dssea

Fixador

Figura V.12 - Protocolo experimental, mostrando a sonda de ultrassom acima do
espaco de fratura contendo a fatia 6ssea de 3 mm de espessura.

Ap6s o processo de medidas em UAT, as mudangas na rigidez tecidual induzidas
pela desmineralizacdo foram controladas usando-se um microscépio de varredura
acustica (scanning acoustic microscope - SAM). Para esse fim, uma seccdo da amostra
desmineralizada foi preparada usando a mesma serra de precisdo descrita anteriormente.
A superficie foi polida usando uma suspensdo de diamante policristalino de 3 pum, e
depois uma suspensdo de alumina de 0,05 um (Metadi supreme and Masterprep,
Buehler® GmbH, Diisseldorf, Germany).

O SAM consiste de um escaneamento de alta precisdo, tridimensional, com um

gerador de pulsos de 200 MHz (Panametrics® 5900PR, Inc., Waltham, USA) e uma
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placa de 1 GS s-1 A/D (Agilent Acquiris® DP240). Um transdutor focado e esférico de
50-MHz de frequéncia central foi usado (V605, Valpey Fisher, Hopkinton, USA),
fornecendo uma resolucdo espacial de aproximadamente 30 um. Antes da coleta de
sinais, a amostra foi imersa em um banho de temperatura controlada (25°C) com 4gua
destilada. A superficie da amostra foi colocada no plano focal do transdutor e orientada
perpendicularmente ao eixo do campo acustico (eixo z). Uma varredura modo C de toda
a seccdo foi realizado deslocando o transdutor pelos eixos x e y paralelos a superficie da
amostra (passos de 10 um). Para cada ponto, um sinal de radiofrequéncia (RF) foi
coletado a uma frequéncia de amostragem de 1 GHz e armazenado com resolugéo de 8
bit. Os pardmetros do gerador de pulsos, do transdutor e aquisi¢do de dados foram
controlados pela plataforma Labview® (National Instruments, Austin, Texas, USA).
Medidas de impedancia acustica ultrassonica foram realizadas de acordo com o
procedimento descrito em [89]. Em resumo, o microscépio foi calibrado com um
conjunto de quatro materiais de referéncia homogéneos (PMMA, policarbonato,
aluminio, e titdnio). Usando a curva de calibracdo, a amplitude refletida, avaliada pela
transformada de Hilbert (envelope) do sinal, foi convertida em um valor de impedancia

acustica (Z).

V. 2. 3. Protocolo de simulacao do modelo experimental

Simulagdes bidimensionais foram realizadas usando o mesmo programa
computacional descrito na se¢dao V.1.2 (SimSonic2D). A Figura V.13 mostra o modelo
numérico em detalhes, composto de uma placa 6ssea de 5 mm de espessura, com as
propriedades elasticas de osso bovino (isotrdpico transverso), de acordo com estudo de

LASAYGUES e PITHIOUX [90]. O emissor de 1 MHz e o receptor foram separados de
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uma distincia de 28 mm, e posicionados a 0,5 mm acima da placa. Agua foi usada como
meio de acoplamento entre o osso e o transdutor. Um espacamento de fratura de 3 mm
foi entdo imposto (Figura V.13A). Para modelar a fatia cortical dentro da
descontinuidade, as mesmas propriedades foram usadas, com uma interface de 0,1 mm
entre a placa e a fatia (Figura V.13B). Posteriormente, uma rotina numérica de
desmineralizacdo foi implementada para similar a fatia cortical em diferentes estdgios
de desmineralizacio pelo EDTA. A rotina, que consiste em impor valores de rigidez e
densidade para modelar os 12 dias de desmineralizacdo, foi elaborada seguindo quatro
critérios: (1) somente uma camada superficial (com 1 mm de espessura) foi
desmineralizada (como mostrou a imagem de SAM, figura VL.5); (2) o centro ossificado
permaneceu inalterado durante a imersdo de EDTA; (3) a cada etapa, a mineralizagdo
permaneceu uniforme na camada periférica, ou seja, ndo houve um gradiente de
mineralizacdo (o meio € totalmente mineralizado ou desmineralizado); (4) o tecido
desmineralizado poderia ser modelado usando o chamado tecido conectivo inicial
(Initial Connective Tissue - ICT), descrevendo um tecido conectivo ndo mineralizado,
proposto por PROTOPAPPAS et al. [41]. Dessa maneira, a camada de desmineralizagdo
aumentou progressivamente com espessura crescente da camada desmineralizada
periférica, de um dia para outro, seguindo a curva de decaimento temporal de cdlcio
observado com a andlise de espectrometria (ver se¢do VI.2.1). Os valores dos

coeficientes elasticos usados se encontram na tabela V.3.
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Tabela V.3. Parametros quantitativos usados para modelar o osso cortical bovino e

o tecido conectivo inicial (ICT) em simulacées 2D.

Parameters Bovine cortical bone’ Initial connective tissue’
Density (kg/m’) 1800 1050
C;; (GPa) 22,000 2,501
C;; (GPa) 23,500 2,501
C;; (GPa) 7,600 0,001
C;; (GPa) 7,500 2,499

" Lasaygues and Pithioux [90]
" - Protopappas et al. [41]

A Figura V.13 mostra o modelo numérico para o terceiro dia de
desmineralizacdo. A resolucdo especial foi de 0,02 mm, e a duracio de simulacdo foi de
15 ps. PML’s também foram implementadas nas bordas superior, inferior e direita. Os

dados simulados foram processados da mesma maneira que os dados experimentais.

Emissor (A) Receptor

0 5 10 15 20 25 30

Figura V.13 — Modelo numérico da situacao experimental: (A) placa de espessura 5
mm (branco) com uma fratura de 3 mm, e o posicionamento dos transdutores; (B)
a fatia 6ssea modelada dentro da fratura com uma interface de 0,1 mm entre a
placa e a fatia; (C) em cinza, o tecido desmineralizado no 3° dia de imersao com
EDTA.
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V. 2. 4. Analise estatistica

A correlagdo entre o TOFgss experimental, de simulacdo e a perda de célcio foi
avaliada usando o coeficiente de correlacao ndo paramétrico de Spearman (ry). Testes t
de Student foram aplicados para testar a hipotese nula de que: (1) os valores de TOF g
do dia seguinte da desmineralizacio com EDTA foram estatisticamente idénticos aos
valores do dia anterior; e (2) as variagcdes didrias experimentais e de simulagdo do TOF
(0TOF/ot, onde t = dia de desmineralizagdo) sdo de distribuicdes de médias iguais.
Todas as computagdes estatisticas foram realizadas em Matlab®, com nivel de

significincia a = 0,05.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

VI. 1. SIMULACOES

As figuras VI.1 e V1.2 mostram as curvas de tempo de voo do FAS (TOFp,s),
atenuacdo do FAS (SPLg4s) e do méaximo do sinal (SPLy4x), para os modelos de 40 dias
M1 e M2) e de 140 dias (M3 e M4), respectivamente. Em todos, foi observado um
aumento no TOFr4s, logo apods o evento da fratura. Na figura VI.1A, 0 TOFg4s diminuiu
continuamente durante a regeneracdo 6ssea. Em contraste, para M2 (figura VI.1C),
TOFrss permaneceu quase que constante até o 21° dia, indicando um atraso na
regeneracdo Ossea (se comparado a M1), e logo apdés houve uma diminui¢do até
alcancar o mesmo valor de M1 no dia 40. As curvas de SPLpss € SPLyax sdo similares
para ambos os métodos (figuras VI.1B e VI.1D). A atenuacdo do FAS aumenta apds
fratura, e lentamente recupera seu valor normal. Para M2 (figura VI.1D), a curva de
SPLpss cai apdés o 26° dia. E importante lembrar que esse modelo demonstra um
amolecimento do calo, e por isso um atraso na regeneracao se comparado com M1. Para
M3, o TOFg4s apresenta uma grande queda até o 30° dia, e entdo permanece quase que
constante até o 140° dia (figura VI.2A). Da mesma maneira, para M4, o TOFpss diminui
rapidamente até o 31° dia, mas depois mantém uma pequena diminui¢do (figura VI.2C).
Considerando a atenuag¢do da energia, o SPLgss apresentou um comportamento
decrescente continuo para M3 (figura VI.2B). Para M4, o comportamento foi similar

para a curva de SPL em M1 (figura VI.2D).
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Figura VI.1 — (A) Tempo de voo do FAS (TOFras) para M1; (B) Atenuaciao do FAS

(SPLp4s) e do maximo do sinal (SPLy,x) para M1; (C) TOF p45 para M2; (D)
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Figura VL.2 — (A) Tempo de voo do FAS (TOFr,s) para M3; (B) Atenuaciao do FAS
(SPLp4s) e do maximo do sinal (SPLy,x) para M3; (C) TOF p4s para M4; (D)
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A tabela VI.1 mostra os valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson (R)
entre as varidveis dependentes TOFras, SPLras € SPLyax, € as varidveis independentes
composicdo do calo total e de placa, usados nos modelos de regressdo. Pode ser
observado que o TOFr4s apresenta melhores correlagdes com a composicdo do calo em
relacdo ao SPL, principalmente com a composicdo de placa (MB tem boas correlagdes
com o tempo de voo — R > 0,80 em todos os quatro modelos numéricos). Na tabela V1.2,
sao mostradas informagdes acerca dos modelos de regressdao que obtiveram melhores
resultados. Valores de R* > 0,90 podem ser observados, e o MB possui um importante
papel na predicdo do tempo de voo em quase todos os casos. A Figura VI.3 mostra as
curvas dos modelos de regressao (2), (3), (5) e (6), com seus respectivos intervalos de

confianga (95%).

Tabela VI.1 — Coeficientes de correlacao de Pearson entre as variaveis dependentes

(TOF pas, SPLyax e SPLEAs) e a composicao do calo total e de placa para todos os

quatro modelos numéricos.

Fib __ImC __MC _ImB___IntB__MB | Fiby ImCy MC, ImB, IntBy MBy
M1
TOFras 047° 047° 066° 066° 062° -090°| 058° 040° 064° 0,12 -0,32° -0,86°
SPLuax 0,39° 026" -0,12" -0,49° -0,74° 0,06™ | 0,46° -0,16™ -0,77° -0,15" 0,36° 0,21™
SPLras -0,02™ -0,38° -0,54° -0,54° -0,49° 0,48° |-0,18™ -0,54° -0,28" -0,27™ -0,20™ 0,71°
M2
TOFras 0,41° 0,34° 0407 045° 056° -0,69° | 093° 046° -0,06" -0,37° -0,58° -0,80°
SPLuax 059° 056° 043° 0,06 -043° -051°|0,01™ 007" -0,20" 0,09 -0,11™ 0,02"
SPLras 021" 0,04™ -0,01™ -0,02" 0,12 -0,17"| 0,18™ 0,08™ -0,66° -0,52° -0,07™ 0,44°
M3
TOFras 0,45° 046° 086° 026° 075 -042°| 056° 034° 070° -0,65° 0,13" -0,86°
SPLuax 033° 031° 025° -0,23° 0,09™ -0,58°| 041° 0,21° 0,03™ -0,40° -0,15" -0,04™
SPLras 0,20° 0,15 0,14™ 0,62° 0,14 -0,76° | 0,22° 0,08™ -0,15" -0,09" -0,62° 0,27°
M
TOFras 0,39° 042° 0,70° 064° 067° -0,75°| 0,50° 0,32° 0,73° -021* 0,04 -0,96°
SPLuax 054° 025° -020° -037° -048° -0,19"| 0,49° -0,15™ -0,46° 0,16™ 0,17° 0,08™
SPLras -0,38° -0,51° -0,69° -0,45° -0,38° 0,76° | -057° -0,53° -0,27° 0,14™ -0,15™ 0,62°

™ndo significante; *p < 0,05; °p < 0,01; p < 0,001
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Tabela V1.2 — Alguns modelos de regressao multivariados para a composicao do
calo total e de placa (variavel dependente TOFr45). AR? é a variacdo no valor de R*

comparado ao modelo de regressao com apenas uma variavel explanatoria.

Modelo de calo Modelo de *Varidveis incluidas 'R? AR? RMSE
regressao
M1 (D MB, IntB, ImB 0,92 0,12 0,12
) MB,, IntB,, Fib,, 0,98 0,24 0,06
M2 3) MB, IntB 0,59 0,11 0,26
“4) Fib,, MB,, 0,94 0,11 0,10
M3 Q) MC, Fib, IntB 0,92 0,18 0,09
(6) MB,,;, IntB,,, ImB,, 0,92 0,17 0,04
M4 @) MB, IntB, Fib 0,67 0,11 0,18
®) MB,,;, Fib,, MC,, 0,97 0,06 0,05

* ANOVA mostrou que as varidveis independentes sdo adequadas para explicar a varidvel dependente (p
< 0,05);
b Todos os valores de R foram obtidos com p <0,01.

A composicdo do calo ndo pode predizer a perda de energia do sinal. O melhor
resultado da regressao foi com M1, com 3 varidveis independentes (MC,,, Fib,, IntB,) e
um R’ = 0,74. Todos os outros modelos de regressdo obtiveram um R’ < 0,70,
alcangando valores abaixo de 0,30. Isso indica que, para as simula¢des numéricas, ndo é
possivel explicar a variacdo da atenuacdo do sinal usando a composi¢do do tecido de
regeneracgao.

A figura VI.3 mostra as curvas dos melhores modelos de regressdo para os
quatro modelos de calo ésseo, com seus respectivos intervalos de confianca (95%). E
interessante notar que eles tiveram como preditores a composi¢ao de placa do calo. Para
M1 (figura VI.3A), os preditores foram MB,,;, IntB,,; € Fib,, (R2 = 0,98, RMSE = 0,05).
M2 explicou bem a variagdo no TOFpss (Fig. VI.3B) com as varidveis Fiby, e MB; (R2

= 0,94, RMSE = 0,10). Para M3 (figura VI.3C), os tecidos 6sseos (MB,,;, IntB,; € Imy;)
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explicaram melhor o TOF g5 (R2 = 0,92, RMSE = 0,04) e MB,, Fib, e MC, foram os

melhores preditores para M4 (R2 =0,97, RMSE = 0,00).

135 10 20 30 40 13‘50 10 20 30 40
Dias de regeneracéo Dias de regeneracéo
(©) (D)
15.5 ; " " ; 15.5 T . . : . .
—e— TOF medido
—w— TOF predito
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Dias de regeneragéo Dias de regeneragéo

Figura VI.3 — Melhores modelos de regressio para cada modelo de calo (variavel
dependente: TOFg45): (A) para M1, MB,,;, IntB,, e Fib,; como preditores (R2 = 0,98,
RMSE = 0,06); (B) para M2, Fib,; ¢ MB,; como preditores (R’ = 0,94, RMSE =
0,10); (C) para M3, MB,,;, IntB,; ¢ Im, como preditores (R’ = 0,92, RMSE = 0,04);

(D) para M4, MB,,, Fib,; ¢ MC,; como preditores (R’ = 0,97, RMSE = 0,05).

VI. 2. EXPERIMENTO IN VITRO

VI.2.1. Analise das solu¢oes de EDTA-Ca*

A perda de cdlcio Ca, obtida pela anilise de espectrometria das solugdes de

EDTA foi modelada usando a seguinte equacdo:
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Ca,, (1) = 48006 " +1464¢ ™ (VL1)

onde ¢ = dia de desmineralizagdo na solugio de EDTA. O valor de R’ obtido foi de 0,99
(RMSE = 68,29). O Ca, medido e modelado, assim como o intervalo de confianga

(95%), estao demonstrados na figura VI1.4.

5000\ o [Ca2+]Medido
—[Ca2+] Modelado
N e Intervalo de confianca (95%)
40001 )
~
)
£ 3000F g
T
(9|
o
O, 20001 §
1000+ ]
O | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12

Dia de desmineralizagao
Figura V1.4 — Concentracao (perda) medida e modelada de calcio ([Ca2+]), com os

intervalos de confianca (95%) (R2 = 0,99, RMSE = 68,29).

VI.2.2. Analise por microscopia acustica (SAM)

A Figura VL5 mostra a fatia apés o dia 12 de desmineraliza¢do. Na Figura
VL.5A, uma frente de desmineraliza¢do (contorno externo) e o centro ossificado podem
ser observados. O centro ossificado e a interface tecido ossificado-desmineralizado
podem ser apreciados com uma imagem microscépica (Figura VI.SB e VI.5C). A

espessura inicial da fatia (3 mm) ndo foi alterada ao final do processo.
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(A)

Tecido ossificado

Tecido desmineralizado

(B) R (C)

Figura VL5 — Imagens opticas da fatia cortical apos 12 dias de desmineralizacio
com o protocolo EDTA: (A) vista macroscopica mostrando a frente de
desmineralizacio e o centro ossificado. Abaixo, as vistas microscopicas da
estrutura lamelar do centro ossificado (B) e a interface entre o tecido mineralizado
e nao mineralizado (C).

A imagem SAM ¢ apresentada na Figura V1.6, com os valores de impedancia
acustica (Z) em MRayl. A regido desmineralizada e o centro ossificado podem ser
identificados. A Z média no centro foi de 5,9 + 0,4 MRayl, enquanto que a média na
regido desmineralizada foi de 1,4 + 0,1 MRayl. A espessura da regido de baixa

mineralizacdo foi de aproximadamente 1 mm.
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Figura V1.6 — Imagem SAM da fatia cortical, mostrando o centro ossificado (1)
(impedancia média = 5,9 + 0,4 MRayl) e a regido desmineralizada (2) (impedancia

média = 1,4 + 0,1 MRayl).

VI1.2.3. Estimativas do tempo de véo (TOF)

A figura VI.7 mostra exemplos de sinais RF coletados no osso bovino intacto
(VL7A) e ap6s a fratura realizada pela serra, com 3 mm de comprimento (VI.4B). E
possivel observar que a existéncia da fratura impde um atraso no tempo de voo da onda

de US (9,64 us) em relag@o ao osso intacto (8,40 us).

(A)

Amplitude arbitraria
S I
o o o
T T
—-—----%
g

Amplitude arbitraria
o
*
%

| |
5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 15
Tempo (ps)

Figura VL7 - Sinais RF coletados a partir da amostra de osso bovino: (A) intacto,
e (B) com fratura de 3 mm. Pode-se notar o atraso no tempo de voo do FAS (*) no
caso de fratura (9,64 ps) em relacio ao caso intacto (8,40 ps).
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Na figura VI.8, observam-se os boxplots para cada situacdo experimental (desde
0 0sso intacto até o 12° dia de desmineraliza¢do). Um aumento significativo do TOF g4
pode ser observado logo ap6s a fratura (p < 0,001). Quando a fatia cortical mineralizada
(considerada como dia 0 na escala temporal) foi colocada no espaco de fratura, o valor
médio do TOFr,s foi similar ao valor obtido para o osso intacto, sugerindo que a
interface (0,1 mm na simulag@o) que existe entre o osso e a fatia ndo influencia o TOF
da propagacdo de US. Do dia 1 ao dia 4, um aumento nos valores de TOF com a
progressiva desmineralizacdo (p < 0,001) foi observado. Variagdes didrias no TOF
foram consideradas como estatisticamente significativas (p < 0,05) em cada passo de

desmineralizacdo, exceto entre os dias 4 e 5, e dias 6 e 7.
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Figura VL.8 — Boxplots das distribuicoes do TOF para o osso intacto, fraturado e
para cada dia de desmineralizacao (* - p < 0,05; ** - p < 0,001).
A Figura VI.9 € uma comparagio entre o TOF s médio (inicio no dia zero) e as
concentragdes da perda de Ca**. O aumento do TOF segue marcadamente a diminuicio
do Ca™ até o dia 4 (Figura VI.9A). O TOF e a desmineralizacdo apresentou uma

correlacdo moderada (r; = -0,55, p = 0,03; Figure VI.9B).
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Figura VL9 — Perda de calcio (mg/L) e TOF ;45 (us) para cada dia de
desmineralizacao: (A) apés o 4° dia, o TOF responde com pequenos aumentos e
decréscimos, até alcancar um aumento de 9 ps no 12° dia; (B) um gréafico log-log

entre essas variaveis (r; = -0,55, p = 0,03).

VI1.2.4. Simulacoes

As imagens (snapshots) da simulacdo numérica usando o modelo de terceiro dia
de desminaralizagdo sdo apresentadas na Figura VI.10. Uma onda lateral é produzida

com a propagacdo de US proveniente do emissor (Figura VI.10A), e pode ser vista na
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Figura VI.10B. Na Figura VI.10C, a frente de onda pode ser observada dentro da fatia.
Um padréo de interferéncia entre a onda incidente e a onda refletida na interface osso
intacto/desmineralizado pode ser visto na Figura VI.10D, assim como a frente de onda
entrando na segunda placa ap6s a fratura. Finalmente, na Figura VI.10E, a onda lateral

se propaga pela segunda placa.

Figura VI.10 — Snapshots da simulacao da propagacao acustica no 3° dia de
desmineralizacao (0sso intacto em cinza escuro; osso desmineralizado em cinza
claro; agua em preto): (A) £ = 0 us: o emissor € identificado (1); (B) # = 4 us: onda
lateral se propagando na interface agua-osso (2); (C) ¢ = 5 us: a frente de onda se
apresenta dentro da fatia (3), e é possivel observar a menor inclinacao da onda
quando atinge o tecido desmineralizado (4); (D) f = 6 ps: um padrao de
interferéncia entre as ondas incidente e a refletida na interface osso
mineralizado/desmineralizado pode ser vista (5), enquanto a frente de onda se
propaga ja na segunda placa (6); (E) ¢t = 7 us: a onda lateral se propagando na

segunda placa (7).
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A Figura VI.11 mostra os valores de TOFpss simulados e experimentais

(médias), que obtiveram uma correlagdo de r; = 0,55 (p = 0,06). Pode-se notar que o

TOFr4s aumenta com a presenca de descontinuidade (fratura), enquanto quase recupera

seu valor inicial de osso intacto quando a fatia totalmente mineralizada é colocada de

volta no espago. Durante o processo de desmineralizacdo, o TOFg4s simulado apresenta

taxas de aumento pequenas apds o terceiro dia, e os valores sdo sempre maiores do que

o caso experimental (Figura VI.11A), apresentando uma forte correlacdo com a perda de

célcio (ry; = -0,99, p < 0,001). Quando a variagdo do TOFrss com o tempo € obtida

(OTOF pas/0t), onde t = dia de desmineralizacdo (Figura VI.11B), percebe-se que ndo ha

diferenca significativa entre as variacdes nos valores experimentais € numéricos (p <

0,05).
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Figura VI.11 — TOF experimental e simulado. Em (A), TOF s € apresentado em

valores absolutos (us). Em (B), 0TOF 45/t é observado do dia 1 ao dia 12.
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CAPITULO VII

DISCUSSAO

Neste capitulo, as discussdes serdo expostas, primeiramente para os resultados
obtidos com as simula¢des numéricas com os modelos de calo ésseo, e finalmente para

os resultados com os experimentos in vitro.

VIL1. SIMULACOES

Primeiramente, o trabalho aplicou modelos de consolidacdo 6ssea de resposta
didria para simular a propagacdo da onda em transmissdo axial. A transmissdo axial
ultrassonica (TAU) tem sido proposta nos tltimos anos, por estudos de simulacdo (com
modelos de calos mais simples) e também com experimentos usando phantoms simples.
As simulacdes nesses quatro modelos numéricos mais complexos apresentaram
informagdes adicionais acerca da possivel habilidade diagndstica da TAU na avaliacdo
do calo dsseo, durante o processo de regeneracdo, fornecendo exemplos de situacdes
clinicas comuns, como ndo-unides (pseudo-artroses) e atrasos na consolidagdo.

Um importante resultado é o comportamento decrescente consistente do tempo
de vdo do FAS (TOFFpas) durante a regeneragdo Ossea para todos os quatro modelos
(figuras VL.1IA e C; VIL2A e (). Esses achados corroboram o trabalho de
PROTOPAPPAS et al. [40,41], onde usaram como pardmetro a velocidade de
propagacdo (SOS), ao invés do tempo de vdo (TOF). Esses autores relataram um
comportamento crescente da SOS durante a consolidacdo 6ssea. DODD et al. [44]
também encontraram um aumento do TOF com o progressivo aumento no tamanho do

espaco de fratura.
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Ainda se demonstrou [40,41,46] que a geometria do calo (isto €, o formato
externo do tecido de regeneracdo) ndo afeta as medidas do tempo de voo do FAS
(TOFFas). No presente estudo, o terceiro modelo (M3) poderia ser um exemplo disso. O
modelo apresenta uma reabsorcdo do calo externo (figura V.2B) que comeca no 9° dia,
mas ¢ intensificada apds o 48° dia (figura V.3C mostra a composi¢do total do calo para
esse modelo, e visualiza-se um decréscimo na concentracdo de osso maduro - MB apés
0 48° dia). De acordo com a figura VI.2A, o TOFfss permanece quase que constante
apdés o 30° dia, mostrando que a reabsor¢do do calo (que leva a uma mudanga na
geometria) ndo altera o TOF da onda. Uma reabsorcdo intramedular do calo também
parece ndo ter influéncia sobre os valores de TOF no quarto modelo (M4). A
diminuicdo gradual no TOFg4g até o tltimo dia de regeneracgdo (figura VI.2C) pode estar
associada a uma grande quantidade de osso imaturo de placa (ImB,) que diminui a
medida que MB,; aumenta apds o 60° dia de regeneragdo (figura V.4D) (essas mudangas
ocorrendo entre os fragmentos corticais da fratura, referentes ao trajeto da onda lateral).
Além disso, um aumento do tecido da medula na regido da reabsor¢do niao afeta o
TOFpys, como relatado por outros autores [44]. Outro aspecto importante acerca da
medida do TOFr,s é que este pardmetro parece ser sensivel somente a mudangas na
camada mais superficial do osso cortical. Isso pode ser visto em M3, onde uma néo-
unido na regido mais inferior do osso cortical € predita (figura. V2.B). Essa condicdo
permanece até o dia 140 de regeneracdo. Contudo, os valores de TOFrus caracterizam
uma condi¢do normal (valores de TOF consistentes para MB).

O tempo de propagacdo da onda pode ser influenciado pelo grau de
mineralizacdo do calo, principalmente na camada superficial do osso cortical. Um
estudo recente [77] mostrou que altas taxas de formacgdo de tecido 6sseo sdo benéficas

para a regeneracdo. Para todos os modelos, foi observado um aumento na concentracio
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de MB com posterior estabilizacdo e, a partir desse ponto, 0 TOFgsg comeca a cair. A
formacdo progressiva de tecido 6sseo ird aumentar os valores de mdédulo de Young (E)
[91], e conseqiientemente ird aumentar os valores de velocidade longitudinal (equacdo
V.2). Além disso, quase todos os modelos de predicdo tiveram o MB como um
importante preditor (tabela VI.2). Contudo, valores basais de TOFpss ndo foram
alcangados nos ultimos dias de regeneracdo, pela presenca de osso maduro, que possui
menores valores de E em comparacdo com o osso cortical. Isso ocorreu porque foi
designado apenas um valor de E para MB (6 GPa), e ndo uma faixa crescente de valores,
como no estudo de ISAKSSON et al. [81].

Um atraso na consolidacido éssea poderia ser identificado pelo TOFr4s. Como
mostrou a figura V.2A, um aumento na concentracdo de tecido fibroso entre os
fragmentos corticais da fratura no segundo modelo - M2 (atraso na consolidacio) teve
um importante papel na manuten¢do do comportamento inalterado da curva de TOFgas
(figura VI.1C), e a descida esperada da curva se inicia com a diminuicdo da
concentracdo de tecido fibroso (Fib) e aumento do tecido dsseo. Por essa razdo, a
concentracdo de tecido fibroso de placa (Fibp) foi um importante preditor do TOFgys,
explicando, sozinho, 87% de sua variacdo).

Outra varidvel analisada nas simula¢des foi a atenuacdo da energia, medida pelo
Sound Pressure Level (SPL). O cdédigo de simulacdo ndo prevé a absorcdo de energia,
de forma que a reducdo observada na amplitude da energia é devida principalmente as
reflexdes nas interfaces entre os diferentes tipos de tecido. DODD et al. [45]
encontraram uma atenuacdo na amplitude do FAS com o aumento do espagamento de
fratura (composta por dgua). Afirmaram que a onda lateral que se propaga ao longo da
placa é transmitida no local de fratura e € sujeita ao espalhamento e/ou difracdo. Uma

superposi¢cdo da onda reirradiada e das ondas difractadas estara presente, e serd possivel
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entdo detectar isso dependendo da distancia transdutor-placa e do angulo da onda
reirradiada. Finalmente, esses dois fatores dependerdo da diferenca de impedancia entre
a placa 6ssea e o tecido de regeneragdo.

Uma diminuicdo do SPLpas € SPLyax foi observada nos primeiros dias apds
fratura, seguida de diferentes padrdes, dependendo do modelo (figuras VI.1 e VIL.2).
SPLyax frequentemente mostrou valores menores do que SPLpss, 0 que pode ser
simplesmente explicado pelas suas propor¢des nas amplitudes do sinal. Trés pontos
diferentes sdo expostos aqui: (1) as curvas apresentam uma grande variagdo nos valores
de SPL apés a diminuicdo inicial. Uma possivel razdo para isso € que a estrutura interna
do calo varie de acordo com cada modelo, levando a diferentes fendmenos de
espalhamento/difracdo dentro da fratura; (2) na figura VI.1D, a curva de SPLg4s cai apds
0 26° dia, e depois recupera seu padrio crescente. Isso pode ser explicado pela figura
V.4B, que mostra, no mesmo dia, um aumento repentino de cartilagem madura de placa
(MCp;) e uma diminui¢@o de Fiby,. Essa altera¢do poderia ter levado a diferentes padrdes
de reflexdo, e o receptor poderia ter detectado uma perda de energia do sinal. Os valores
sdo rapidamente recuperados a medida que MB,; aumenta; (3) a diminuigdo inicial do
SPLpys em M3 é também notdvel até o 30° dia (figura VI.2B). Como indicado na
literatura [46], a geometria do calo influencia significantemente a amplitude do FAS.
Como visto anteriormente (figura V.2B), M3 apresentou uma reabsorcdo gradual do
calo, o que altera sua geometria. A medida que o processo progride, SPLpss recupera
seus valores de base.

Um estudo mais recente de GHEDUZZI et al. [92] confirma os resultados do
presente estudo, no tocante a reducdo da amplitude do FAS, além da descontinuidade da
fratura, e as maiores mudangas na amplitude do sinal transmitido ocorrem nos estagios

iniciais (estdgio inflamatdrio e formagdo do calo) e nos estagios de remodelagem dssea.

65



Ademais, a inclusdo de um calo externo causou experimentalmente e numericamente
um aumento da perda de energia do sinal.

Os modelos de regeneracdo da fratura apresentados foram mais detalhadamente
estudados pelos mesmos autores que os processaram previamente [81]. Os autores
tentaram corroborar os algoritmos de mecano-regulacdo com dados in vivo de outro
estudo com outros autores. Comparando qualitativamente laminas histolégicas com
resultados de simulagdes por elementos finitos, observaram que nenhum dos modelos
predisse integralmente os padroes de regeneracdo similares aos observados
experimentalmente. O modelo que mais se assemelhou foi o M4. Contudo, os autores
apresentaram algumas limitagdes do estudo in vivo, como a auséncia de pardmetros
histomorfométricos e uma grande variabilidade intra-grupo. Mais recentemente, em um
estudo sobre a sensibilidade da diferenciacio tecidual e regeneracio dssea em relacdo as
propriedades teciduais, os mesmos autores concluiram que a quantidade de osso
formado depende da permeabilidade do tecido de granulagdo, do E da cartilagem e da
permeabilidade do osso imaturo [79]. Todos esses achados indicam a importancia de se
determinar corretamente as propriedades mecanicas dos diferentes tipos teciduais
envolvidos, com o intuito de validar as simulagdes.

Quanto a TAU, TALMANT et al. [28] realizaram um estudo sobre a técnica de
transmissdo axial bi-direcional in vivo em ossos intactos, no qual avaliaram a
variabilidade intra- e inter-operador. Para uma velocidade do FAS variando de 3.821 a
4.110 m/s, encontraram uma precisdo intra-operador de 0,4% (variabilidade de 15 m/s),
e uma precisdo inter-operador de 0,5% (variabilidade de 20 m/s). Aplicando o critério
de mudanca LSC (least significant change, ou mudanga minima significante, um
parametro usado para mostrar qual mudanca € estatisticamente significante, levando-se

em considerac@o as limitacdes da técnica, e calculado usando a equacdo LSC = 2,8 x
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erro de precisdo [93]), sdo obtidos valores de 1,12% e 1,40% para as variabilidades
intra- e inter-operador, respectivamente. Talvez néo seja possivel discriminar mudangas
didrias no tecido de regeneracdo (variabilidade didria << 1,40%), porém seja possivel
identificar alguns estdgios especificos.

Em suma, os resultados apresentados aqui mostram alguns aspectos importantes
sobre a aplicacdo e viabilidade da TAU como ferramenta de avaliagdo do processo de
regeneracdo Ossea pos-fratura. Foi demonstrado com as simula¢des que o tempo de voo
da onda lateral pode talvez identificar um atraso na regeneragdo, contudo pode também
negligenciar uma pseudo-artrose em camadas mais profundas do calo. A perda de
energia do sinal fornece informacgdo importante sobre a geometria do calo (reabsorcdo
tecidual), e talvez possa detectar a diferenciacdo tecidual em uma situagéo in vivo, onde
a absor¢do da energia ocorre. Importante ressaltar que ndo foram levadas em
consideracdo variagGes na espessura cortical e freqii€éncia do pulso (o que poderia levar
a formacdo das ondas guiadas), assim como as propriedades anisotrépicas do 0sso
cortical.

Os resultados acima discutidos foram publicados em revista especializada [94].

VIL.2. EXPERIMENTO IN VITRO

Até o presente momento, este é o primeiro trabalho explorando mineralizagdo do
calo dsseo e seu efeito na propagacdo por transmissdo axial ultrassonica (TAU). Em
uma tentativa de mimetizar inversamente o processo de mineralizagdo do tecido de
regeneracdo no espago de fratura com uma amostra de tecido dsseo, representativa do
caso geral, alguns resultados experimentais e de simulacdo interessantes podem ser

destacados.
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Um protocolo de desmineralizacdo baseado no EDTA foi usado nesse estudo.
Esse método jd tem sido bastante usado para a extragdo de fons calcio (Ca*") do tecido
6sseo [88,95]. Na Figura VI.4 & possivel observar que a perda de Ca** segue uma curva
exponencial, como descrito por BOWMAN et al. [95], que desenvolveram um estudo
em osso cortical usando uma solu¢do de EDTA a 0,5 M, modelando a desmineralizacio
com uma fun¢do exponencial decrescente (y = exp(-#/3,5), onde y € a concentracdo de
Ca® na solucdo de EDTA, e ¢ é o tempo de desmineralizacdo em dias. O protocolo
usado nesse trabalho produziu uma perda de Ca™ que pode ser melhor modelada usando
duas exponenciais (R* =0,99).

A imagem de SAM foi capaz de mostrar alguns importantes aspectos sobre a
amostra. O tecido desmineralizado pode ser observado na Figura VL.5. Apos 12 dias de
imersdo em solucdo de EDTA, a fatia 6ssea apresentou uma camada periférica
desmineralizada de aproximadamente 1 mm de espessura, com valores de impedancia
(2) baixos (Z < 2 MRayl), circundando um centro de tecido mineralizado com Z médio
de 5,9 MRayl (Figura VI.6). Esses achados sugerem que, para amostras de osso cortical
com espessura maior do que 1 mm, pode ndo ser possivel a obtengdo de uma
desmineralizacdo completa a curto prazo, com a solu¢io de EDTA. Ademais, a
impedancia do centro foi abaixo das apresentadas na literatura. Por exemplo, KOTHA et
al. [96] encontraram um valor médio de 8,19 MRayl, e ZIMMERMAN et al. [97]
acharam um valor de 9,29 MRayl, ambos usando SAM a 50 MHz. Uma razdo possivel
seria o corte realizado pela serra, que causa um desarranjo na estrutura lamelar,
consequentemente afetando as propriedades mecanicas.

Os resultados resumidos na Figura VI.8 evidenciaram que as estimativas de
TOF s sdo sensiveis ao grau de desmineralizacdo do osso cortical. Em primeiro lugar,

a presenca de um espaco que mimetiza uma fratura, preenchido por um fluido,
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aumentou o valor de tempo de voo, em concordancia com a literatura [45]. Quando a
fatia de osso mineralizada foi colocada novamente no espago de fratura, o TOF quase
recuperou seu valor inicial, modificado insignificantemente pela presenga da interface
entre a placa cortical e a fatia. Nos primeiros quatro dias, a desmineralizagdo resultou
em um aumento progressivo e significante do TOFrss (e uma diminuicdo associada da
velocidade do FAS, ndo mostrada), seguindo a rdpida perda de célcio. Essa tendéncia
era esperada, uma vez que valores menores de velocidade longitudinal sdo obtidos com
um grau de mineralizacdo decrescente [98-100]. A partir do dia 4, o TOF s alcangou
um plato, apesar de uma perda de cdlcio decrescente continua (Figura VI.9A). Uma
possivel explicagc@o poderia ser a fraca sensibilidade da TAU em discriminar variacdes
pequenas no contetido mineral tecidual. Contudo, os primeiros quatro dias de perda de
célcio poderiam representar a possibilidade de se avaliar a influéncia do aumento da
concentracdo mineral no tecido de regeneragdo da fratura [78,83] nas medidas de US.
Ao se realizarem simulacdes numéricas da propagacdo do US neste presente trabalho,
MACHADQO et al. [94] mostraram que o TOF 45 pode ser sensivel ao aumento do tecido
6sseo maduro apds o 20° dia de regeneracdo dssea, o que pode indicar, por exemplo, o
inicio, ou mesmo alguns pontos temporais da regeneracdo, com objetivos diagndsticos e
prognosticos. A mineralizagdo do osso cortical nas camadas mais superficiais afeta a
velocidade do FAS, e o tecido 6sseo maduro (compondo o calo ossificado) pode
explicar sozinho a variagdo no TOF com um R’ = 0,70 (p < 0,001).

Uma correlagdo moderada entre a perda de Ca’* e TOF ras pode ser vista na
Figura VI.9. Ap6s o 4° dia, pequenas taxas de desmineralizacio ndo parecem
influenciar as medidas de TOF. Em conjunto com a andlise de SAM (Figura VI.6), as
estimativas constantes de TOF nos ultimos dias da imersio com EDTA podem ser

explicadas pelas pequenas taxas de perda de Ca™*, o que pode indicar pequenas taxas de
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desmineralizacdo espacial, influenciando insignificantemente as medidas de TOF,
considerando a frequéncia aplicada de 1 MHz.

As simula¢gbes computacionais t€ém sido amplamente aplicadas no campo da
caracterizacdo tecidual paramétrica por US para auxiliar os pesquisadores na
compreensdo dos diferentes fendmenos fisicos que permeiam a propagacdo da onda
actstica no meio bioldgico [75]. No presente trabalho, um modelo simples foi proposto
para descrever o FAS se propagando em transmissdo axial ao longo do eixo cortical, no
qual uma descontinuidade foi introduzida na forma de uma fatia Gssea cortical
mineralizada. O processo de desmineralizacdo foi modelado com uma camada de
tecido conectivo inicial, que cresce progressivamente da periferia ao centro da amostra,
com 0s passos espaciais seguindo a curva exponencial obtida da andlise das solucdes de
EDTA. A interface entre a placa e a fatia também foi considerada. Pode ser observado
(Figura VI.11) que o TOF simulado apresentou valores maiores em comparagdo com 0s
resultados experimentais. Isso pode ser explicado pela simples abordagem numérica,
que pode ser altamente sensivel as pequenas variagOes espaciais de desmineralizacao.
Seria possivel hipotetizar que a tendéncia a valores constantes do TOF experimental
ap6s o 4° dia de desmineralizacdo seja devida a pouca sensibilidade da técnica
ultrassonica em perceber pequenas na desmineralizagdo da amostra, o que poderia ser
um ponto interessante para pesquisas futuras. Ao possuir duas camadas com
caracteristicas eldsticas diferentes, também existe a possibilidade de a onda verificada
nas simula¢des acima da fatia 6ssea ndo ser a onda lateral, e sim algum modo de Lamb.
Por outro lado, pelos resultados da derivada de TOF em relacdo ao tempo sdo mostrados
do dia 1 ao dia 12 (Figure VI.11B), pode-se observar que as taxas de variacdo dos

resultados experimentais e de simulagdo concordam satisfatoriamente.

70



A propagacdo do US pode ser visualizada nos snapshots da Figura VI.10.
Considerando que a espessura cortical € de 5 mm, e para um comprimento de onda de
aproximadamente 4 mm no osso (@ 1MHz), pode-se dizer que a placa dssea € grande o
suficiente, e para uma variacdo limitada de distdncia emissor-receptor, o FAS

corresponde a onda lateral (Figura VI.10B) [48], se propagando com velocidade de
compressdo longitudinal ¢ dada por ¢=,/c;;/p, onde c33 é o coeficiente de rigidez

para a dire¢@o do feixe (o indice 3 representa o eixo 6sseo z), € p € a densidade. Quando
a onda interage com a fatia Gssea, fendmenos complexos ocorrem, como reflexdes,
espalhamento, ou mesmo a formacdo de ondas de Lamb através da zona
desmineralizada, o que provavelmente afeta a propagacdo da onda lateral. Esses
fendmenos sdo afetados pela perda de Ca®*, mas o fato de ¢ diminuir durante o processo
de desmineralizacdo indica que c3; diminui mais rdpido do que p. A elucidacdo desses
tépicos pode ser proposta em investigacdes futuras. Outro ponto importante é a
inclinagdo menor da frente de onda ao passar pelo tecido desmineralizado, devido a
menor velocidade longitudinal do meio, consequentemente aumentando o tempo de voo,
fato este percebido pelas mensuragdes em TAU.

Ja foi demonstrado com simulacdes que o TOF 45 pode ser sensivel as alteracoes
na camada mais superficial do osso cortical [94]. Com um modelo numérico de fratura,
no qual uma néo-unido foi representada na regido inferior do osso cortical, 0 TOF s
caracterizou o tecido de regenera¢do como estando em uma condigdo normal. Na
presente investigacdo, ndo foi possivel reproduzir essa situacdo, consequentemente
representando outro topico interessante para ser desenvolvido a posteriori.

A diferenciac@o tecidual que ocorre durante uma fratura € um processo bem
conhecido. O calo é uma estrutura formada por diversos tipos de tecidos, incluindo

fibrocartilagem, cartilagem, tecido de granulag@o, osso intramembranoso e cartilagem
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calcificada [85]. A formagdo dssea no calo mole se inicia a certa distancia da fratura, na
superficie do peridsteo e do enddsteo do osso cortical. A ossificacdo segue em direcio
ao centro da fratura. As ossificacdes intramembranosa e endocondral podem ser
observadas, e somente um pequeno espaco de tecido ndo-ossificado preenche a fenda do
calo no estdgio tardio de regeneracdo [64,65,81]. Mais recentemente, LIU et al. [101]
analisaram as caracteristicas da particula mineral no calo mineralizado em carneiros,
mostrando um processo de formacdo dssea complexo com um tecido dsseo imaturo
altamente desordenado, juntamente com a deposi¢do de tecido lamelar. A configuracdo
in vitro apresentada no presente trabalho apresentou uma frente de desmineralizacio
exponencial, progredindo da periferia em direcdo ao centro do osso cortical. Logo, ndo
foi possivel generalizar conclusdes sobre a formagdo da ponte Gssea externa (external
bone bridging) ou mesmo sobre a mineralizagdo em dire¢do ao centro do espaco de
fratura. No entanto, um aspecto interessante surge, uma vez que o TOFr4s simulado foi
influenciado somente pela espessura do tecido desmineralizado (o Unico pardmetro que
mudou durante as simula¢cdes numéricas), em conjunto com uma concordancia com
dados experimentais, por conseqiiéncia indicando que a TAU pode talvez conseguir
discriminar estdgios iniciais da regeneragdo Ossea, marcados por variagdes minerais
espaciais.

A utilizacdo de apenas uma amostra traz uma limita¢do ao estudo. Nao se sabe a
procedéncia do animal de onde foi extraida a amostra ¢ssea. Em estudos futuros podem-
se realizar experimentos com um maior nimero de amostras, permitindo assim uma
andlise estocdstica (resultados probabilisticos) em detrimento dos resultados
deterministicos apresentados no presente estudo.

A auséncia da geometria do calo também é uma limitacdo. Porém, usando

simula¢des numéricas, alguns investigadores mostraram que o TOF néo ¢ influenciado
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por mudangas geométricas no calo [40,94]. Ja as ondas guiadas, ou ondas de Lamb
[40,41] e a amplitude de energia do FAS [92] podem ser alteradas. Mesmo assim,
achados importantes foram alcancados no que concerne ao efeito do grau de
mineralizacdo nas medidas de TAU, representando a base para futuros trabalhos na

aplicagdo desta técnica na avaliacdo e acompanhamento de fraturas dsseas.
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CAPITULO VIII

CONCLUSAO

Este trabalho desenvolveu um estudo sobre a aplicacdo da transmissdo axial
ultrassonora na avaliacdo das fraturas dsseas, utilizando duas abordagens: simulacdes
computacionais envolvendo modelos numéricos de calos ésseos mais complexos; € uma
abordagem experimental, onde se propde um modelo de desmineralizagdo para avaliar o
efeito da concentragcdo de célcio do tecido dsseo nas estimativas de tempo de voo da
onda de ultrassom, em transmissao axial.

Além de ter corroborado resultados ja publicados na literatura, foi possivel
identificar alguns aspectos inéditos da influéncia da composicdo do calo ésseo nas
medidas ultrassonoras. Por exemplo, o grau de mineralizacdo influencia o tempo de voo
da onda, o que foi visto tanto no estudo computacional como no estudo in vitro. A
composicdo tecidual do calo (propor¢do de tecido fibroso, cartilaginoso e/ou 6sseo), € a
presenga de alteragdes patoldgicas, podem levar a uma variag@o caracteristica do tempo
de vdo, o que pode significar um parametro diagndstico de grande utilidade na prética
clinica.

O modelo experimental apresentado nesse trabalho € original. Foi possivel
avaliar a sensibilidade da técnica em uma situacdo controlada (a desmineralizagdo didria
da fatia 6ssea cortical). A evolucdo dos parametros de tempo de vdo e atenuagdo do
sinal ultrassonoro pode indicar o progresso do processo de regeneracdo dssea, o que
pode ser utilizado na clinica para o diagndstico e acompanhamento de pacientes com
esse problema.

Estudos futuros sdo necessdrios para solucionar algumas questdes, como por

exemplo qual seria o efeito da presenca de tecido mole, ou mesmo da variagdo da
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temperatura ou fluxo sanguineo dentro da fratura, na avaliacdo por transmissdo axial
ultrassonora. Também se sugere o controle da desmineralizacdo utilizando a
microscopia ultrassonica apds cada fase de desmineralizacdo, para que a informagédo
sobre o gradiente espacial de perda de cdlcio da amostra seja usada na andlise dos
dados, ou mesmo para ser aplicada em novas simulacdes. A utilizacdo de outros
parametros, como atenuacdo, reflexdo e andlise de ondas guiadas, também ¢é de
interesse.

Outras possibilidades seriam: realizar estudos comparativos com radiografias
simples, tomografia e densitometria; efetuar estudos com pecas cadavéricas mantidas
em formol, onde o tecido mole poderia ser rebatido ou ndo para as medidas de
ultrassom; fazer efetivamente o acompanhamento in vivo do processo cicatricial de uma
fratura.

Os achados apresentados sobre o efeito da mineralizacdo na transmissdo axial
ultrassonora, juntamente com as simulag¢des realizadas, podem ser entendidos como
uma base para estudos futuros da aplicacio dessa técnica na avaliacio de fraturas dsseas
in vivo. Acredita-se ainda que seria possivel uma aproximacdo inversa para deduzir
caracteristicas do problema a partir de resultados experimentais, tendo como

parametros, por exemplo, as concentracdes de cada tipo de tecido no calo e

caracteristicas geométricas da fratura.
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ANEXO

PROPRIEDADES ELASTICAS DOS SOLIDOS

Segue-se uma breve revisdo das propriedades eldsticas dos sélidos, tomando
como referéncia o livro de AULD [74].

A deformacdo em um corpo acusticamente vibratdrio € descrita pelo campo de
deformacao NGOR que € relacionado ao campo de deslocamento da particula u(r,),

através da seguinte equacio tensdo-deslocamento:
S(rH=Vsu(r) (A.1)

onde Vs é o operador gradiente simétrico, e possui a seguinte representagdo matricial:

3 -
ax() 0

Vi=Vis %Z (A.2)

As forcas de restauracdo eldstica (7') em um meio vibratério livre € relacionada

através da equacdo translacional de movimento

—

‘u
t-2

VT=p o - F (A.3)

onde p é a densidade de massa de equilibrio do meio, e F é o vetor forca aplicada. Para

uma regido livre de qualquer fonte, F = 0.
Agora € necessdrio estabelecer uma conexdo entre as forcas de restauracdo

elasticas e a deformagcdo do material. Para pequenas deformacdes, € observavel
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experimentalmente que a deformacdo € linearmente proporcional a forga aplicada (Lei
de Hooke). A medida que deformagdes maiores sdo impostas, a relagdo deformagdo x
forca se torna cada vez mais ndo-linear, mas o corpo continua com seu estado original
quando a forca é removida (deformacdo elastica). Contudo, se essa deformacdo passa
um certo limite, a deformacdo nao serd mais elastica. Além desse limite eldstico, o meio
se deforma permanentemente (deformacdo plastica) e eventualmente se quebra (figura
A.1). No entanto, para a acustica, a regido linear ¢ a mais relevante para a teoria de

vibracao de baixa amplitude, definida como a Lei de Hooke.

A
X

A

LeLviaiialsie, Regido de deformacgao plastica
.- Regido de
.-..: deformacio
.- elastica \
............................. \\ »

Deformacao

Forca

Figura A.1 — Curva forca x deformacao dividida nas regioes de deformacao
elastica e plastica. O “x” marca o ponto onde ocorre fratura. Adaptado de [71].
A Lei de Hooke diz que a deformag@o é linearmente proporcional a forca
aplicada, e vice-versa. A segunda forma € colocada matematicamente escrevendo-se
cada componente da forca (for¢ca de restauracfo eldstica) como uma funcio linear geral
de todos os componentes da forca. Por exemplo:
Tir = CroodSux + CronSyy F Cxoadxz + CondYx + CrpySYy + CronzSyz

(A4)
+ CozeSox + CxxzySzy + CozSz
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de uma forma geral tem-se
Tj = cijuSu

(A.5)
i)j) k) l=x) y; Z

As “constantes de mola microscépicas” cji em (A.5) s@o chamadas de

constantes de rigidez eléstica. Pode-se provar que para um meio de cristal de simetria

cubica, ¢’ pode ser representa por

_C11C12C12 O O O
C12C11C128 8 8
[C‘]: %2%2%1C44 00 (A.6)
0000cs0
_O 000 0C44_

Como exemplo dessa aplicagc@o, considere uma onda transversal polarizada no

eixo x e se propagando no eixo y, com o campo de deformacédo

Ts =Ty = sen(owt — ky) (A7)

onde w ¢ a freqiiéncia angular (v = 27f) e k = 27/4, sendo que 1 é o comprimento de

onda. O campo de deslocamento dessa onda serd
Se=3S,, = Lsen(a)t—ky) A.8
Vo 2pa° (A-8)

Esses campos devem se relacionar através da equacdo constitutiva eldstica do

meio de propagacao

CiiCi2Cr2
Ci2CiCn2
_| Ci2C12C11
000
000
000

evlenlan)

0
0
8 (A.9)

®)

S

4

OOOOO

C

SNooocoo
|

oo

noococoo

o

@]
[
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Ts = c44Ss (A.10)

Isso significa que o campo 7p,Ss constitui uma solugdo de onda acustica valida

somente se
2 2
Cak™= po (A.11)

A relacdo (A.11) é chamada de relacdo de dispersdo da onda. A velocidade de

fase V; para essa onda sera

Vs=%=(c44/p)5 (A.12)
Agora no caso de uma onda de compressao se propagando no eixo y, tem-se o

deslocamento da particula

u=ycos(awt—ky) (A.13)

e o campo de deformacéo

S =S,y = k sen(wt — ky) (A.14)

Considerando o eixo de um cristal ctbico, o campo de forga é calculado usando-

se (A.14) pela equacdo constitucional

Ti _C11C12C12 000 0
%:2 C12C11C128 8 8 %2
_| Ci2C12Cni
1A 000c.00 [| 0 (A15)
I/10000csO ]l O
7:] {0000 0cu]| 0|
ou seja,
T] = C]252 = C]2k sen(a)t-ky)
T2 = C[]SZ = C]]k sen(a)t-ky) (A.16)

T3 = CIZSZ = ngk sen(a)t-ky)
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Uma vez que o campo de forca varia somente no eixo y, a equagdo de

movimento da onda livre se propagando no eixo y serd

aiyﬂcy:—pa)zux

Jy w=—pPO Uy (A.17)
ainzy:—pa)z U:

Entre os componentes de forca de (A.16) para a onda de compressdo se

propagando no eixo y, apenas T, = T, entrard nessas equagdes. Consequentemente,

—pwzux=0
— Py :aa—yTyy =—cuik*cos(axt—ky)

—pa*u:=0

e substitui¢do em (A.13) para u, mostra que a relacdo de dispersao

2 2
c1ik’= pw (A.18)
precisa ser satisfeita. A velocidade de fase da onda longitudinal V; serd
1
sz%z(cnl D)’ (A.19)

Geralmente, as constantes de rigidez de compressdo sdo bem maiores do que as
constantes de rigidez transversais.

As caracteristicas de elasticidade de um sélido também podem ser dadas por
parametros como as constantes de Lamé (4, ), o médulo de Young (E), a razdo de
Poisson (vy) e o0 médulo de compressao hidrostatica (x). Todos se relacionam com as

ondas longitudinais ou transversais, seguindo as equacdes na tabela A.l1 [72],
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considerando ¢; e ¢, as velocidades de propagacdo longitudinal e transversal,
respectivamente.
Tabela A.1 — Relacoes entre as ondas longitudinais e transversais com as diferentes

constantes elasticas [72].

i1, C12 Ab M i K uy E vo, E Vo, K
pct
4 M (A —E) E(1-vy) 3x(1-v,)
(ondas i /7.,+2,U ! K+3’u1 3u,—E) (14v)(1-2v,) 1+v,
longitudinais)
pct
c —C E 3x(1-2v,)
11 12
(ondas 2 H Hi Hy 2(1+v,) 2(1+v,)
transversais)

ONDAS PLANAS EM SOLIDOS - A EQUACAO DE CHRISTOFFEL

Novamente, o desenvolvimento das equacdes a seguir terd como base o livro de

AULD [74].
Primeiramente, a velocidade da particula v sera descrita como sendo

=_ U
V=5 (A.20)

Sendo assim, (A.3) se torna
- aZﬁ
VT=—+t_F A21
5 F (A.21)

onde p € densidade de momento (kg/mzs) e é definida como

p=pv (A.22)
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e a relacdo deformagdo-deslocamento

S=Vii (A.23)
se torna

=08 A24
Vw 5t (A.24)

Agora (A.21) e (A.24) podem ser expressas inteiramente em termos do campo

de for¢a T'e o campo da velocidade da particula v, considerando um campo acustico

sem perda de energia:

VT—p%V _F (A.25)
c

-_<oT A2
Vw S'at (A.26)

Eliminando T’ [74], pode-se escrever a equagdo da onda parav :

VE:VYv—p% Lo aaf (A.27)

onde ¢ € a vetor rigidez. A equacdo (A.27) em forma de matriz se torna

v, F

VikcxlVvi=p o " i

(A.28)

onde o operador V tem a forma

2 99 |
wgog&?
V= 0 oy g % a a (A.29)
|9 9 9zayax ?

97



e o operadorV,; tem a forma de (A.2). Considerando uma regido livre de qualquer fonte

( F= 0), uma onda plana uniforme se propagando na direcao f dada por
[=RL+91,+3L, (A.30)

i(ar—kl.r)

tem campos proporcionais aé€ . Nesse caso,V eV, sdo substituidos pelas

matrizes —ikix € —iky;, respectivamente, onde

[:000/.1,
_lle:_lkllKﬁ_lk OlyOlz le (A.31)
00/:1,.0
e
1,00 |
04,0
T T 1A
ik j=—ikl ;——ik OL.L, (A.32)
L. Ol
1,10
Finalmente, a equagdo (A.28), paraﬁ = 0, se reduz a chamada equacdo de
Christoffel:
kz(liKCKLle)Vj=k21—;~jvj=pa)zvi (A.33)

ondeI’; € chamada de matriz de Christoffel, e tem a forma
Ej :liKCKLle (A.34)

Os elementos de Ij;sdo funcOes somente da direcdo de propagacdo da onda

plana e das constantes de rigidez do meio.
A equacgdo de Christoffel se aplica a ondas planas uniformes tanto para meios
isotropicos como para anisotrépicos, diferenciando-se apenas na formulacdo das

condicdes de rigidez para ambos 0s casos.
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Soélidos isotropicos

Em um meio isotrépico os trés eixos, x, y, z € os trés planos yz, xz, xy sao
equivalentes. Consequentemente, a resposta do meio precisa ser a mesma para uma
forca compressiva aplicada ao longo de qualquer eixo. Pode-se provar que [70], para um

meio isotrdpico, a matriz de rigidez geral [c’] é obtida:

CiCn2Cn2 0
Ci2CiiCn2 8
[C']: C(1)26£1)2C11C
00
00

SOOCO
SOOOoO

(A.35)

occo
OO:
of

o

Também pode ser mostrado [93] que a condigéo
Cr2=Cr1—2C4 (A.36)

é requerida para que haja invariancia de [c¢’] com respeito a sua rotagao.

As equacdes (A.35) e (A.36) mostram que um meio isotrépico possui apenas
duas constantes eldsticas independentes. Estas sdo frequentemente consideradas como
sendo as constantes de Lamé, /; e 1, definidas como
A =cp

(A.37)
M1 = Cyq
Pela tabela A.1, pode-se observar a relagdo direta entre as constantes de Lamé e

as velocidades de ondas de compressao (longitudinal) e de cisalhamento (transversal).

Agora, usando (A.35) e (A.36) na matriz de Christoffel (A.34), e assumindo

que I =Z, a equagio de Christoffel (A.33) se reduz a

Cyy 00 Vx Vx
kZ O C44 O Vy =,0a)2 Vy (A38)
O O Cll VZ VZ

e pode ser separada e, trés equagdes independentes:
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k*Cvi=paPvx

k2C44Vy:pa)2Vy (A.39)

k2C1 1VZ :,Oa)zvz

Sélidos anisotropicos

O tipo mais comum de sélido anisotrépico € aquele representado pelo sistema

chamado triclinico. As matrizes de transformagao para esse sistema sao:

100
1%{010}
001

(A.40)

Quando essas matrizes sdo substituidas em (A.34), a equagdo de Christoffel para

cristais triclinicos aparece na forma

ad & || Ve Vx

kY 0S| vy [=pa?| vy (A.41)
84/7 Vz Vz

onde

o=, [3HCoel3+Cssl2 2050yl 420, L LeA2¢, 6l Ly
B=Col3HCool3+Cual? 204yl A2l L +2Co6lxly
(A.42)

7:C551)%+C44l%+6‘33lz2 +2C34lylz +2C3slz lx +2C451xly

0= 3 +Crli+CslZH(cagtCos) il H(CrytCse) L LAH(crptcep) el
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E=¢, I3 +C, 332 H(CcystCig) Iyl H (3 HCss) L AH(C g FCs) Ll

$=Csel 3 Couli sl H (o) bl H e Heus) L (CosHeue) iy

lx :kx /k

lz :kz /k

sdo os cossenos de direcio da direcdo de propagacdo. Esse resultado pode ser

especializado para outros sistemas de cristais, usando as condicdes iniciais de rigidez

para cada um. Essas condicdes estdo presentes na literatura [74].
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