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RESUMO: Este trabalho apresenta uma forma
Ultra-Sonico

da nova analise se baseia nos diagramas tempo x

sinais de espalhamento US de particulas em
de Fator V.

PALAVRAS-CHAVE: ultra-som, hemostasia,

1 INTRODUCAO

O complexo processo de coagulacdo do sangue
€ de vital importancia para preservar as funcdes
do corpo humano. Este processo é iniciado por
uma ativacdo externa e consiste em uma seqiuéncia
de reag¢Bes quimicas. A falta da concentracédo
adequada de um ou mais fatores necessarios nesta
cascata de reacdes resulta em uma inadequada
formacdo do produto final, a fibrina.

Normalmente os testes clinicos que avaliam os
mecanismos internos da cascata de coagulacéo
sdo baseados na medida do tempo entre o inicio
induzido da coagulacdo até a formacao de fibrinas
estaveis. Desvios do tempo normal de coagulacgéo
indicam que algum fator ndo esta adequadamente
desempenhando as suas func¢cfes no processo e
mais testes devem ser realizados para que este
seja indicado.

Em Machado etal. (1997) foi apresentada uma
analise de desempenho da estimativa do tempo
total de coagulacdo medido com o uso de ultra-
som. Neste trabalho foi feita uma comparacdo com
dois outros métodos e os resultados obtidos foram

alternativa de  analise
(US) no estudo das alteragbes do plasma
frequéncia
movimentac&o

TP (tempo de protrombina) com plasma padronizado normal quanto aos fatores da

coagulacéo,

do sinal obtido a partir do Método
sanguineo em processo de coagulagdo. A énfase
de sinais digitaiizados produzidos a partir de

aleatdria. Para isso, foram produzidos 7 testes
coagulacdo e 1 deficiente
andlise tempo-frequéncia.

satisfatorios. Os testes de coagulacdo realizados
para balizar o processo ultra-sdnico foram os teste
de TP (Tempo de Protrombina) e TTAP (Tempo de
Trombina Parcialmente Ativado), Monteiro (2000),
sendo comparados pelos métodos manual e o
fibrémetro.

Na Figura 1 ¢é apresentado o diagrama
esquematico da montagem experimental para o
processo de medida do tempo de coagulacdo com
0 uso de ultra-som.

O principio fisico do funcionamento deste processo
se baseia na medida do sinal retroespalhado por
microesferas de vidro imersas no plasma
sanguineo contido na cubeta, Figura 1. Quanto
menos viscoso for o plasma mais as microesferas
de vidro (diametros de 0,074 a 0,105 mm) seréo
agitadas pelos 4 transdutores de ultra-som (4TT).
Os transdutores que fardo as medidas de agitacéo
possuem frequéncia de 10,4 MHz e possuem
inclinacdo de 90 graus, de forma que o transdutor
Rx recebe apenas os sinais retroespalhados pelas
microesferas oriundos dos transdutor Tx. O sinal
recebido em Rx é demodulado pelo mesmo sinal
em Tx de forma que se obtém um sinal de
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envoltoria com frequéncia muito mais baixa que a

excitacdo dos transdutores Tx e Rx. Posteriormente

Cubeta com a amostra
e as microesferas

este sinal é digitalizado em um osciloscépio com
frequéncia de amostragem de 2,5 kS/s.

Banho-Maria
(37 -C)

Figura 1 — Diagrama esquematico da montagem utilizada pelo Método Ulira-Sonico
com a cubeta e as microesferas imersas.

Em Machado et al. (1999) é apresentada a
modelagem do sinal retroespalhado pelas
microesferas de vidro imersas em um meio viscoso
a qual deriva uma expressdo que relaciona a
velocidade média quadratica das microesferas com
a resposta tempo-frequéncia do sinal retroespalhado.

7

A expressdo final obtida é a eq.1

< I'IVYE (f) > e J.mHW(l, w)dm eq. 1

onde: «:nvy2> e a velocidade meédia quadratica
normalizada no plano formado pelos transdutores
Tx e Rx, e W(lL.w) ¢ a resposta tempo-fregiiéncia
do sinal retroespalhado pelas microesferas.

As suposi¢cOes para a derivacdo desta equacéo
séo:
1.todas as particulas sao consideradas esféricas
com mesmo raio e densidade;

2. A média das velocidades das particulas na
diregcdo y é zero pois, caso contrario, existiria o
acumulo de particulas em uma parte da cubeta,;
3. As componentes horizontais de velocidade no
plano y sdo independentes.

A suposicdo de que as microesferas de vidro
apresentam o mesmo didmetro e densidade néo
pode ser considerada valida pois existem
impurezas entre as microesferas. A selecdo da
faixa de diametro usado no experimento é feito
por peneiracéo.

Testes no laboratério usando novas cubetas de
vidro borosilicato transparentes mostraram que a
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afirmativa 2 também ndo é valida pois existe um
acumulo de particulas em uma determinada regiao
das cubetas.

Embora muitos resultados experimentais tenham
sido obtidos e estudos comparativos indiquem que
este processo seja equiparado aos exames
laboratoriais classicos para a medida do tempo de
coagulacdo, a modelagem desenvolvida ainda
necessita ser refinada (Monteiro, 1998).

A proposta inicial do uso de ultra-som para
caracterizar o plasma foi com o objetivo de estimar
o tempo de formacdo da rede de fibrina.
Posteriormente tentou-se inferir na qualidade do
processo de formacdo das tramas de fibrina e
possiveis deficiéncias quimicas durante a
coagulacdo. Para isso a analise do processo de
coagulacdo considerou algoritmos de analise do
sinal retroespalhado cada vez mais sofisticados.
Trabalhos anteriores (Cordeiro (1998), Cardona
(1995) e Machado etal. (1991)) realizam a medida
direta davelocidade média quadratica normalizada,
considerando uma simplificacdo do calculo da
distribuicdo tempo-frequéncia. O trabalho de
Monteiro (2000) apresentou uma analise da
determinacdo do tempo de coagulacdo pela
interpretacdo direta dos diagramas tempo-
frequéncia. Outro aspecto positivo deste trabalho
foram as interpretagcfes de alguns resultados
espurios do processo.

Analisando-se os diagramas tempo-frequéncia
observa-se que ao longo de toda escala temporal o
espectro de poténcia possui a forma de 1f (onde f
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representa a frequéncia e a> 0). Essa particularidade
esta apresentada em diversos fendmenos fisicos e
ainda hoje é alvo de muitos estudos (Kaulakys (1999),
Osborne & Pastorello (1993), Theiler (1991) e
Osborne & Provenzalle (1989)).

Este trabalho tem a finalidade de apresentar
uma forma alternativa de caracterizacdo de sinais
de coagulacdo sanguinea/plasméatica coletados
pelo Método US proposto em Machado et at.
(1991) e Machado et al. (1997). Essa variante de
analise aplica diagramas tempo x frequéncia na
analise de sinais digitalizados, produzidos a partir
de sinais de espalhamento US de microesferas
de vidro em movimentacdo, imersas em amostras
de plasma padrdo normal.

No item Teoria sera feita uma breve revisao
dos métodos adotados para a estimativa do
expoente a nos diagramas tempo-frequéncia.
Também neste paragrafo serdo feitas algumas
suposicdes sobre os mecanismos de coagulacéo
presentes durante o processo.

Na Metodologia serd descrito o aparato
experimental usado e também os algoritmos para
0 processamento de sinais adotados ao longo
deste trabalho. No item Resultados séo
apresentados os graficos comparando para a
determinacdo do expoente a e gréaficos,
consolidando o resultado da analise de sete
plasmas normais e um plasma deficiente em Fator
V. Por ultimo, é feita uma discussdo e concluséo
dos resultados alcancados.

2 TEORIA

Series temporais com espectro de poténcia da
forma 1/ff tem sido observadas em muitos
resultados obtidos a partir de experimentos fisicos,
biolégicos, econdmicos, tecnoldgicos e sistemas
sociologicos. Exemplos deste tipo de serie incluem
dados geofisicos como medidas de indice
pluviométricos e temperaturas, numeros de manchas
solares, frequéncia de terremotos, variabilidade dos
batimentos cardiacos, estrutura do DNA, texturas,
imagens médicas e muitos outros.

O fato de que sinais da forma 1/ff sejam
encontrados em diversos sistemas da natureza,
nos conduz a especulacdo de que poderia existir
algum mecanisrno genérico associado a esses
processos. Uma abordagem para a caracterizacéo
desse mecanisrno genérico é tentar determinar
para uma dada serie numérica o valor do expoente
ex. Considerando que um processo geneérico
hipotético esteja ocorrendo durante a coagulacéao
para a geracdo do sinal 1/f% espera-se que a
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monitoracdo de a indique alteracdes deste
mecanismo e que a se altere ao longo do processo
de coagulacéo.

Uma forma natural de fazer a estimativa de a e
diretamente pelo espectro de poténcia. Essa
abordagem consiste em se obter o quadrado do
modulo da FFT (fast fourier transform) dos dados
e interpolar uma reta com os pontos dados por
In{S2(f)} por In{f}, onde In{.} representa a funcao
logaritmo. Considerando o espectro da forma
SZ(f) = C/f* produzird uma reta com equacgao

In{S?(f)}=Constante - o In{f}, eq. 2

0 expoente a sera a inclinacdo da reta estimada

por técnicas classicas de regresséo linear.

Posteriormente MaCoy et al. (1997)
propuseram o uso do método de estimativa
espectral multitaper (Thonsom, 1982) combinado
com regressao linear para a estimativa de a. Para
a estimativa espectral multitaper é adotado um
conjunto de sequéncias ortogonais para a
multiplicagdo com a série temporal inicial. Tem com
principal vantagem a estimativa espectral
resultante com menor variancia.

Ambos os métodos citados possuem
desvantagens quando usados diretamente:

1.0 espectro de potencia (s?(f)) possui frequéncias
espacadas em f mas ndo em In{f}, levando a
muitas estimativas em altas frequéncia e menos
em baixas frequéncia. Desta forma, desloca-se
a linha interpolada de forma a considerar mais os
padrées gerados pelas altas frequéncias.

2. A transforrnacao logaritmica nao preserva a estrutura
da variancia das estimativas em cada frequéncia.
Estimativas de frequéncia com grandes amplitudes
possuem varidncia menor que a variancia de
frequéncias com menor amplitude.

Outras técnicas podem ser utilizadas para a
estimativa do valor de a embora ndo seja objeto
deste trabalho. Pode-se citar Peng et al. (1995)
com o uso da DFA (detrended fluctuation analysis)

3 METODOLOGIA

A montagem experimental.

Os testes TP foram feitos empregando 7
aliguotas de uma mesma amostra de plasma
padrdo normal quanto aos fatores da coagulacéao.
Tanto o plasma padrdo quanto o plasma deficiente
de Fator V foram adquiridos da Sigma Aldrich®.
Esses plasmas quando adquiridos estdo na forma
liofilisada e antes do uso sao reconstituidos para
serem aplicados nos experimentos.
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Os transdutores transmissores de poténcia (TT)
utilizados para agitar as particulas ressonam em
2,72 MHz e foram excitados nesta frequéncia com
poténcia lspia de 8,43 W/cm?, e os transdutores de
monitoracdo do processo (par Tx / Rx), em 10,4
MHz. O sinal proveniente do transdutor Rx é
demodulado de forma a se obter apenas a sua
envoltoria. A frequéncia de amostragem (f,) dos
sinais de envoltéria é de 2,5 kS/s.

O processamento de sinais.

Os diagramas tempo-frequéncia foram obtidos
a partir da analise de espectrograma usando
janelas com 512 amostras. Quando se divide uma
série temporal longa em segmentos menores
implicitamente esta se ajustando a menor
frequéncia que se pode considerar em cada
segmento. Caso se deseje considerar a frequéncia
inferior (fi) nas analises a duracao total de cada
trecho devera ser de 1/fi segundos ou fa/fi

amostras. A maior frequéncia segue a
determinacdo do Teorema de Nyquist (fs fa/2).
Em cada janela dos diagramas tempo-
frequéncia a estimativa espectral foi implementada
com o uso de duas 2 técnicas diferentes. A primeira
implementacdo foi com o uso da Transformada
Rapida de Fourier (FFT) e a segunda foi com a
estimativa espectral usando multitaper. Em ambas
as técnicas, o sinal total foi dividido em 512
amostras (fi 4,5 Hz) com frequéncia superior de
1250 Hz, aproximadamente 9 oitavas de sinal.

O tempo TP para a coagulagdo normal estd na
faixa de 11-13 segundos. A taxa de amostragem
de 2,5 KS/s equivale a 27.500 amostras. O
sistemas de coleta (osciloscopio Tektronics TDS
420) permite armazenar 60.000 amostras
(aproximadamente 24 segundos de experimento).
Na Figura 2 é apresentado um sinal tipico de
espalhamento de uttra-som durante o processo de
coagulacdo do plasma normal.
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Figura 2 — Sinal retroespalhado tipico por plasma sanglineo normal.

Antes de se calcular o espectro de poténcia
usando a FFT dos trechos do sinal, cada segmento
€ multiplicado por uma janela para melhorar a sua
estimativa. Ao longo deste trabalho foi adotado a
janela de Hanning (Therrien, 1992).
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4 RESULTADOS

Na Figura 3 superior esta apresentado o
diagrama do espectro de poténcia ao longo do
tempo. Observa-se que no inicio do processo de

Semina: Ci. Exatas/Tecnol., Londrina, v. 21, n. 4, p. 35-45, dez. 2000



coagulacdo o sinal espalhado possui um contetdo diagrama tempo x espectro de poténcia. Essas linhas

harmdnico muito diferente do sinal apo6s a sdo interferéncias causadas pela rede elétrica e

coagulacdo (proximo a 13 segundos). combinagbes das frequéncias usadas para excitar
Podem ser observadas linhas horizontais no os transdutores de agitagédo e de monitoragéo.
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Figura 3 — Diagrama Tempo-frequéncia usando FFT do sinal apresentado na Figura 2.

Na Figura 4 sdo apresentados dois exemplos Ajanelatemporal da Figura superior esta em 1,94
de retas interpoladas no logaritmo de espectro de segundos e a inferior em 16,28 segundos.
poténcia em duas posi¢cdes temporais diferentes.
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Figura 4  Retas interpoladas no espectro de poténcia calculado com FFT em duas posic¢des lemporais diferentes.
Superior em 1,94 segundos e a inferior em 16,28 segundos.
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Os coeficientes angulares para cada janela
temporal ao longo de todo processo de coagulacéo
sanguinea usando FFT esta mostrado na Figura
6. Na Figura 8 é o mesmo grafico embora usando
estimativa espectral multitaper. Observa-se dois
estados distintos: o primeiro quando as microesferas

estdo no meios viscoso e posteriormente quando
presas pela rede de fibrina. Observa-se também,
antes da transi¢cdo, uma alteracdo do coeficiente
angular indicando que o meio ficou menos,
viscoso. Sua interpretacdo sera feita no item
Discussdo e Concluséo.
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Figura 5 — Coeficientes angulares para cada janela temporal calculado ao longo de lodo processo de coagulacéo
sanguinea e usando eslimativa espectral FFT.

Observam-se nas Figuras 6 e 8 uma
representacdo alternativa (Diagrama de Pontos)
para os coeficientes angulares apresentados nas
Figuras 5 e 7. Cada par de pontos consecutivos (i,
i+1) nas Figuras 5 e 7 séo representados como

um ponto dos diagramas mostrados nas Figuras
6 e 8. Observam-se dois cluster distintos,
associados com os estados do plasma. Quanto
mais agrupados se apresentarem 0s pontos, menos
variacdo do coeficiente angular estara presente.
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Figura 6 — Diagrama de Pontos usando a estimativa espectral FFT.
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Figura 7 — Coeficientes angulares para cada janela temporal calculados ao longo de todo processo de coagulacao
sanglinea e usando multitaper.
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Na Figura 9 é apresentado o resultado da apresentado um grafico de histograma com 40

estimativa do coeficiente angular a para os 7 casos classes modais. Observa-se que durante o estado
de teste normais. Observa-se de forma qualitativa livre as microesferas geram uma dispersdo maior
gue existem dois cluster, indicando os dois estados de a e que durante a fase de coagulo essa
gue se encontram o plasma sanguineo. Na é dispersao é menor.
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Figura 9 — Resultado da estimativa do coeficiente angular o para os 7 casos de teste normais usados para avaliar
o processo. Os valores de o foram calculados pela estimaliva espectral multitaper.
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Figura 10 — Histograma com os valores de o separados em 40 classes modais. Observam-se os dois estados que
se encontram os plasmas ao longo da coagulacao.
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A Figura 11 representa o sinal retroespalhado
pelas microesferas imersas em um plasma
deficiente em Fator V cuja representacdo tempo-
frequéncia é mostrado na Figura 12. Esse plasma
€ do tipo hemofilico e o processo de coagulacédo é
mais lento. O gréafico da Figura 11 esta com a
escala de tempo deslocada e, desta forma, sé&o

apresentados apenas os ultimos 24 segundos de
coleta do sinal.

20

amplitude ¢e espalhamentn

Na Figura 12 se apresenta o diagrama tempo-
frequéncia, observa-se que préximo da coagulacao
as frequéncias mais altas sdo atenuadas mais
rapidamente que as demais. Na Figura 13 esta o
valor de a ao longo do processo de coagulacao.
Observa-se que momentos antes da coagulacéo
ocorre uma depressdo com duracado muito maior
gue nos casos de plasma normal (Figura 7).
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Figura 12 — Diagrama Tempo-freqiéncia usando FFT para o plasma deficiente de Fator V.
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Figura 13 — Coeficientes angulares para cada janela temporal calculados ao longo de todo processo de
coagulacdo sanglinea deficiente de Fator V usando a estimativa multitaper.

5 DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os testes feitos durante o desenvolvimento desta
analise apresentou que a estimativa espectral
multitaper levou a resultados com menor varidncia
de a. A estimativa do valor de a para urn plasma
padrdo normal antes da coagulacdo foi em torno
de -2,3 e ap0s a coagulacao era préximo de -1,2.

A maior ou a menor facilidade que as
microesferas encontram para navegar no plasma
irradiado pelo US estd relacionada ao tipo de
obstaculo que essas particulas enfrentam em sua
trajetéria. Durante o periodo em que o plasma,
enquanto coloide, sofre as primeiras reagfes do
processo de coagulacdo, as macromoléculas que
compdem sua fase dispersa vdo sendo recrutadas
e saem da suspensdo, tornando o meio menos
viscoso. Nessafase, o valor de a experimenta uma
gueda no seu valor, visto que ha uma facilidade
maior de locomocdo das microesferas, podendo
registrar um pico na proximidade do instante em
gque héa a coagulacdo. Todavia, a medida em que
as primeiras tramas da rede de fibrina vao
surgindo, o meio comeca a oferecer uma certa
resisténcia ao transitodas particulas, blogueando-
Ihes completamente o caminho no instante em que
ha a polimerizacdo dos mondmeros de fibrinae o
coagulo se consolida. Desta feita, o sinal sofre a
gueda em etapas registrada na Figura 2.
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Os diagramas tempo x frequéncia revelam
ainda que as frequéncias mais altas caem primeiro,
0 que poderia estar indicando que as microesferas
estariam sendo agrupadas em classes, de acordo
com sua capacidade de manter sua movimentacéao
diante do meio que esta se tornando mais viscoso.
Talvez ndo se possa dizer que essa capacidade
esteja relacionada ao tamanho da particula, uma
vez que sdo essas mesmas frequéncias que caem
primeiro e as Ultimas que desaparecem. Por outro
lado, talvez sejam as particulas de menor diametro
gque, por serem menores, sofram com mais
intensidade os possiveis choques com as tramas
de fibrina que estdo se formando e se
polimerizando, enquanto as de maior didametro, ou
nédo sentem tanto esses choques, ou sdo capazes
de romper tais tramas, enquanto ainda instaveis,
liberando o caminho daquelas de menor diametro e
permitindo-lhes que se movimentem por mais tempo.

Tendo em vista que os resultados obtidos
coadunam com os esperados e lhes acrescentam
informacdes, conclui-se que a aplicacdo deste
recurso na analise dos sinais de coagulacao
sanguinea / plasmatica humana possui grande
valor, uma vez que possibilita um estudo mais
profundo dos eventos que tomam parte nesse
processo, contribuindo para uma maior
compreensdo dos mesrnos.
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ABSTRACT: This work introduces a new perspective of analyzing the signal obtained by means of the
Ultrasonic Method (US) in the study of blood plasma alterations during coagulation. The emphasis is based
on time versus the frequency of digitalized signals generated by US particles scattering in random motion.

For this purpose, seven PT (protombin time) tests were produced with normal coagulation plasma samples

and a deficient one in Factor V.

KEY WORDS: ultrasound; hemostasis; coagulation;
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