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Resumo. Estudos neurológicos, por exemplo, a investigação da hidrocefalia, dependem de 
umaferramenta de diagnóstico, para determinação das dimensões das cavidades encefálicas. Para 
estafinalidade, estudos vêm utilizando a imagem por ressonância magnética nuclear (RMN), porém no 
âmbitoda pesquisa, o acesso ao equipamento de RMN instalados em hospitais é restrito e, além disso, 
esta técnica envolve alto custo financeiro.Outra forma clássica de investigar a hidrocefalia é utilizar a 
ultrassonografia convencional – pulso-eco (PE), que produzimagens anatômicas de contraste baseado na 
diferença de impedância acústica, proporcionando as medidas dasestruturas neurológicas internas. Uma 
técnica que vêm ganhando espaço no âmbito biomédico é aimagem fotoacústica (FA), que consiste em 
formar uma imagem anatômica, utilizando contrastes ótico (coeficiente de absorção ótico) e acústico 
(espalhamento de onda acústica), associados para diferenciar tecidos biológicosem grandes 
profundidades. No intuito decontinuar o desenvolvimento de técnicas ultrassônicas, apresentamos um 
protocolo utilizando ultrassompara investigação de doenças neurológicas, montamos um aparato 
experimental para ambos os casos, PE e FA paraaquisição de dados em formato RAW. Em seguida, 
utilizamos encéfalos post-mortem de ratos e aplicamos métodos de processamento erenderização 3D 
para determinação do volume de liquidointraventricular. 
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Development of a research protocol for neurological disease using ultrasound and 
photoacousticimaging 

 
Abstract. Neurological studies, for example, an investigation of hydrocephalus depends on the 
diagnostictool used to determine the dimensions of the brain cavities. For this purpose, many studies have 
beenused magnetic resonance imaging (MRI); however, this technique is expensive, which sometimes 
restrictsresearch. Another way to investigate hydrocephalus is using conventional ultrasound that 
producesimages based on the anatomical acoustic impedance difference, providing measurements of 
theneurological structures size. In addition, a technique that has gained relevance in biomedical scope is 
calledphotoacoustic imaging (PA), which consists in an anatomical image based on the optical contrast, 
allowingdifferentiate tissue by optical absorption and ultrasonic waves scattering. In order to continue the 
development of ultrasonic techniques, wepresent here a protocol using conventional ultrasound and PA 
imaging techniques focused to provide information for neurological research. We proposed a configuration 
for both, conventional and FA, whichacquires data in RAW format. Then we use brains post-mortem of 
mice as a target. The collected data was processed into B-mode images and rendered in a 3D volume. 
This process permitted to measure the volume of intraventricular liquid. 
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1. 1Introdução 
 

A hidrocefalia é uma doença congênita que 
afetamenos de 1% dos recém-nascidos (1). 
Osindivíduos diagnosticados com 
hidrocefaliapossuem grande quantidade de líquor 
na cavidadeencefálica (2). Em pesquisas 
relacionadas adoenças neurológicas, 
primeiramente, os estudossão realizados em 
modelo animal, por exemplo, nocaso da 
hidrocefalia, utilizando roedores divididosem grupo 
controle e induzido (3). Por possuir umalto 

contraste para líquidos aquosos e alta 
resoluçãoespacial, a imagem por ressonância 
magnética nuclear (RMN) vem sendo utilizada em 
muitos estudos queutilizam encéfalos de roedores 
(4), porém devidoao seu custo elevado e, em 
alguns casos, acesso (em hospitais) restrito para 
este fim, outras técnicas vêm sendoaplicadas para 
determinação do volume de liquidoencefálico.Por 
exemplo, o ultrassom pulso-eco(PE), que é um 
método eficaz, não invasivo e debaixo custo que 
vêm sendo utilizado no diagnóstico de 
doençascerebrais (5). Este método emite uma 
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ondamecânica com intensidade  e frequência 
ultrassônica (na faixa de 1MHz até 15MHz) e 
captura a intensidade dos ecosrefletidos para 
formação da imagem, que ébaseada na diferença 
de impedância acústica entre interfaces com 
diferentes impedâncias (i.e. Corrigidos efeitos de 
atenuação da onda mecânica, o contraste da 
interface água ( ) e osso ( ) é 
aproximadamente 46%): 

 
                           (1) 

 
A atenuação do ultrassom pulso-eco dependeda 

frequência de emissão do transdutor, que também 
determina a resolução axial da imagem (i.e. 

)(6). Aimagem fotoacústica (FA) (7,8) é uma 
modalidadede diagnóstico por imagem promissora 
no âmbito biomédico, queatualmente vem sendo 
utilizada em pesquisas pré-clínicas(e.g. 
biomarcadores) (9–11) e clínicas (e.g.imagens 
funcionais do cérebro) (12,13). Nestecaso, não há 
emissão de ondas mecânicas para o interior do 
alvo, pois a absorção de uma dada radiação 
incidente  defótons de luzou raios-x (14) pelo alvo 
provoca uma expansão termoelástica, que gera o 
sinal fotoacústico capturado pelo transdutor 
conforme a relação: 

 
                             (2) 

 
Sua aplicação permitegerar imagens 

tomográficas de órgãos com altocontraste baseado 
na absorção óptica dostecidos  (contraste ótico) 
com resolução axialcomparável as imagens 
convencionais de ultrassom.Em ambos os casos, 
PE e FA, podemos mensuraras dimensões do 
cérebro a partir de análise daimagem formada, que 
pode ser posteriormente segmentada para 
estimação do volumeencefálico.  

Embora bastante conhecidas, asmodalidades 
ultrassônicas ainda são poucoutilizadas para a 
investigação de doençasneurológicas, pois muitos equipamentos sãorestritos e possuem presets 
(conjunto deparâmetros pré-configurados para 
formação deimagens) específicos e pouco flexíveis 
a ajustesfinos necessários para melhorar a 
qualidade daimagem fornecida.Alguns 
equipamentos de ultrassom comerciaispermitem 
controle da formação de feixe acústico eacesso a 
dados adquiridos em formato nãoprocessado (15). 
Estes dados não processados,conhecidos como 
imagem de radiofrequência (RF)ou imagem RAW, 
são os sinais ultrassônicosfundamentais 
capturados pelos transdutoresultrassônicos, que 
são utilizados para formaçãodas imagens em 
Modo-B. As imagens em RF,adquiridas com PE ou 
FA podem ser processadasem uma imagem Modo-
B, utilizando em sequência: Transformada de 
Hilbert, Módulo e Logaritmo (16)e, em seguida, 
podem ser renderizadas emvolumes 3D (17), 
permitindo um melhor acesso ainformação 
volumétrica essencial em estudosneurológicos. 

Neste trabalho, desenvolvemos um 
setupexperimental para as técnicas de ultrassom: 
Pulso-eco(PE) e fotoacústica (FA) para definição 
de um protocolode investigação de hidrocefalia. 
Com este setupforam rastreados cérebros post-
mortem de ratosao longo de uma terceira 
dimensão em passos de1,0 mm para formação de 
um volumetridimensional. Em seguida, formatamos 
os dados adquiridos em um arquivo que propicia a 
renderização das imagens adquiridas,o 
NearlyRawRaster Data (NRRD), que é compatível 
com o software de segmentação devolume Slicer 
3D. Por fim, comparamos imagens em Modo-B 
formadas a partir de PE e FA qualitativamente e 
mensuramos aquantidade de liquido 
intraventricular a partir do volume renderizado. 
 

2. Material e métodos 
 

O aparato experimental do setup (Figura 
1)desenvolvido consistiu de um 
transdutorultrassônico de 128 elementos 
piezoelétricos,modelo L14-5/38, Ultrasonix com 
frequência central de 7,5MHz, equipamento de 
ultrassommodelo Sonix OP, Ultrasonix, rodando 
um softwarededicado em desenvolvimento que foi 
escrito emlinguagem (C++ e Qt4 4.8.4) para 
aquisição de dados em formato RF, laser pulsado 
Nd:YAG, Brio comcomprimento de onda 532 nm, 
energia nominal de70 mJ, duração de pulso de 5 
ns e frequência derepetição de pulso de 20 Hz e 
lente de vidro(índice de refração ~1,5) convergente 
(foco = 60mm) utilizada para distribuir a fluência de 
fótons dolaser em um área maior, com fluência 
dentro dos limites seguros de radiação. 

 

  
Figura 1. Aparato experimental desenvolvido utilizando umlaser 

(esquerda), uma lente convergente (meio) e um transdutorultrassônico linear (direta).  
De acordo com as normas do comitê de ética 

local, foram utilizados apenas crânio e encéfalo de 
ratopost-mortem (Figura 2) da espécie RattusnorvegicusWistar (linhagem albina), que 
foramdissecados após morte por volta do 30° dia 
de vidae conservados em formaldeído. O crânio 
foicolocado em uma haste presa em um lastro 
deborracha (atenuador acústico) e imerso em um 
recipiente cúbico deacrílico contendo agua mili-Q. 

Utilizando o transdutor ultrassônico acoplado 
umsistema de posicionamento 3D manual, 
comresolução de décimo de milímetro, foram feitas 

Laser 

Lente 

Transdutor 
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5aquisições de imagens de radiofrequência (RF) 
com 40 x 38 mm deuma mesma área do plano 
sagital. Para geraçãode imagens FA, o laser foi 
posicionado a 600 mmde distância da amostra, a 
lente convergente foiposicionada a 200 mm de 
distância do laser paradistribuir a fluência de fótons 
por uma área maiorda amostra (Figura 3), a 
energia estimada porcalculo geométrico de 55 mJ 
na face do acrílico. 

  
Figura 2. Crânio e encéfalo de rato post-mortem da 

espécieRattusnorvegicuswistar  

  
Figura 3. Antes (esquerda) e depois (direita) da incidência 

de55mJ de energia sobre o encéfalo de rato proveniente de 
umfeixe de fótons (532 nm) expandido por uma lente 
convergentepara formação da imagem fotoacústica.  

O sincronismo entre o equipamento de ultrassom 
eo laser foi feito por meio do trigger emitido peloQ -
 switchdo laser. Para cada pulso de laser emitido, 
umalinha da imagem final era formada pela soma 
das32 linhas adjacentes (método delayand sum) 
(18).Portanto foram feitas 128 emissões de laser 
porimagem.O rastreio manual foi realizado em 
passos de 1mm ao longo do eixo transversal 
totalizando 12mm totalizando um volume de 40 x 
38 x 12 mm³. 

Em seguida, utilizando o MATLAB® as imagens 
deRF para ambos, PE e FA, foram 
processadastirando a média das 5 imagens 
adquiridas econvertidas para imagens 8-bits com 
tamanho de512 x 512 pixel em modo-B. O 
conjunto deimagens adquiridas pelo rastreio foram 
convertidaspara o formato NRRD (19), que é 
compatível como software de renderizaçãoSlicer 
3D (20), com oqual o volume foi renderizado e 
depoissegmentando manualmente para 
mensuração dolíquido. 
 3. Resultados 
 

O software desenvolvido para aquisição 
emC++/Qt4, batizado de GIIMUS Research 
Platform (GRP) permitiu aquisição de fotoacústica 
epulso-eco com controle de todos os parâmetros 
deformação de imagem (Figura 4). 
 

  
 

Figura 4. Software dedicado para aquisição de imagens de 
RFem modo pulso-eco e fotoacústica.  As imagens provenientes do rastreio manual 

foramprocessadas e convertidas para o formato 
NRRD,em seguida, renderizadas em volumes 
tridimensionais com resolução espacial de 0,1 x0,1 
x 1 mm para a técnica pulso-eco mostrado na 
Figura 5 e fotoacústica na Figura 6. 
 

  
Figura 5. Renderização do volume rastreado utilizando atécnica 

pulso-eco (ultrassonografia convencional)  

  
Figura 6. Renderização do volume rastreado utilizando atécnica 

fotoacústica.  
Utilizando o Slicer 3D e o volume 
renderizadoobtivemos o liquido encefálico de 0,1 
ml. 
 4. Discussão e conclusões 
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O desenvolvimento do aparato, software 
deaquisição GRP e renderização propiciaram a 
definição de um protocolo rápido de aquisição de 
imagens deultrassonografia convencional e de 
fotoacústica para volumetria. Asimagens foram 
adquiridas de maneira rápida (1minuto por volume 
para PE e 5 minutos por volumepara FA), depois 
de convertidas para o formatoNRRD 
(aproximadamente 1 minuto) puderam 
sercarregadas para renderização de um 
volumetridimensional (Figura 5 e Figura 6), 
utilizando osoftware Slicer 3D. 

O volume renderizadofoi utilizado para 
mensuração doliquido encefálico de roedores, 
criando-se um protocolopromissor para 
investigação dedoenças neurológicas, por 
exemplo, a hidrocefalia,que possui como 
característica primordial o volumede liquido 
presente na cavidade encefálica. 

Obtivemos melhores resultados para a técnica 
PE,podendo estimar o volume encefálico de 
maneiramais precisa. Embora a estimativa seja 
possívelutilizando a técnica FA, o setuppode ser 
aprimorado. Uma possível melhoria imediata 
seriautilizar um laser infravermelho (1064 nm) 
associado ao laser verde (532 nm), paramelhorar o 
contraste da imagem aumentando a contribuição 
das células vermelhas. Com esta melhoria 
esperamos diferencias vasos que servem como 
referência para mensuração de estruturas 
encefálicas. O contínuo desenvolvimento deste 
sistema em conjunto com um protocolomostra-se 
promissor para investigar o casohidrocefálico, pois 
uma maior quantidade de liquidoestará presente 
na cavidade encefálica. 
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