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ABSTRACT

Focused ultrasound has gained relevance in the medical field for non-invasive neurological
applications. The aim of this work is to validate a preclinical system based on a large-diameter
ultrasonic transducer with a holographic lens for blood-brain barrier opening in the post-
commissural putamen of macaca mulatta primate. The holographic lens was designed using time-
reversal methods and numerical simulations. Its performance was empirically evaluated using an
ex-vivo macaque skull by direct measurements with a piezoelectric hydrophone and holographic
reconstructions of the experimental data. The results of the simulations, direct measurements and
holographic projections are very similar. A focus size (-3 dB) of 3 x 3 x 3 x 14 mm? in the simulation,
4.5 x 4.5 x 15.5 mm3 in direct measurements, and 4 x 4 x 4 x 14 mm? with holographic projection
techniques is observed. The maximum focal spot appeared in the desired location in all cases,
with 40% of the focal volume located within the left post-commissural putamen. These results
validate the robustness and accuracy of the preclinical system, which will be used for localised
drug delivery with real-time monitoring in primates.

RESUMEN

Los ultrasonidos focalizados han ganado relevancia en el campo de la medicina para
aplicaciones neurolégicas no invasivas. El objetivo de este trabajo es validar un sistema
preclinico basado en un transductor ultrasénico de gran diametro con lente hologréfica para la
apertura de la barrera hematoencefélica en el putamen post-comisural de primates macaca
mulatta. La lente hologréafica se disefi6 con métodos de inversién temporal y simulaciones
numeéricas. Su rendimiento se evalué empiricamente empleando un craneo ex-vivo de macaco
mediante medidas directas con un hidréfono piezoeléctrico y reconstrucciones holograficas de
los datos experimentales. Los resultados de las simulaciones, las medidas directas y las
proyecciones holograficas son muy similares. Se observa un tamafio de foco (-3 dB) de 3 x 3 x
14 mm? en la simulacién, 4,5 x 4,5 x 15,5 mm? en medidas directas, y de 4 x 4 x 14 mm? con
técnicas de proyeccion hologréfica. El punto focal maximo aparecié en la ubicacion deseada en
todos los casos, con el 40% del volumen focal situado en el interior del putamen post-comisural
izquierdo. Estos resultados validan la robustez y precision del sistema preclinico, que sera usado
para la administracion localizada de farmacos con monitorizacion en tiempo real en primates.
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1. INTRODUCCION

Los ultrasonidos focalizados estdn emergiendo como una alternativa a las actuales técnicas
médicas para el tratamiento de diversos trastornos neuroldgicos, principalmente por su
capacidad de ser aplicados de forma no invasiva. Ademas, el caracter no ionizante de las ondas
acusticas, incluso a altas intensidades, las distinguen de los tratamientos de radioterapia para
aplicaciones de ablacion térmica en el cerebro [1]. Una aplicacion muy prometedora de los
ultrasonidos terapéuticos es su uso para la administracion de farmacos en el sistema nervioso
central. Ello se logra mediante la apertura segura y reversible de la barrera hematoencefalica
empleando un haz de ultrasonidos focalizados en el interior del craneo en combinacién con
microburbujas inyectadas previamente junto al farmaco en el torrente sanguineo [2], [3]. A esto
se suman las multiples evidencias de estimulacion y supresién neuronal logradas al focalizar
ondas ultrasoénicas de baja intensidad en estructuras especificas del cerebro [4], [5].

A pesar de lo prometedor de esta tecnologia para terapia transcraneal, la dificultad recae en la
necesidad de una precisa focalizacion del haz acUstico en la diana terapéutica dentro del cerebro.
A esto se suma que los huesos del craneo presentan una compleja estructura interna y una gran
dureza que provoca que los ultrasonidos se propaguen de una manera no trivial, sufriendo
reflexion, refraccion y atenuacion, lo que afecta a la calidad del foco. Una solucién ampliamente
estudiada y con un buen resultado es el uso de sistemas multielemento (phased arrays) guiados
con imagen de resonancia magnética (MRI) [6]. Estos sistemas presentan la desventaja de
requerir un gran sistema de electrénica que aumenta considerablemente su complejidad y coste.
Una alternativa en auge son las lentes holograficas impresas en 3D [7], que, acopladas a
transductores monoelemento, son capaces de corregir las aberraciones introducidas por el
craneo, generando un foco acustico de calidad y adaptado a la diana terapéutica en el cerebro
[8]. Con la evolucién de las técnicas de impresion 3D y la gran variedad de materiales disponibles
[9], esta tecnologia permite un gran control de la terapia a un bajo coste y de forma personalizada
para cada paciente.

Mudltiples estudios sobre el desempefio de las lentes holograficas se han hecho a nivel de
simulacién numérica y se ha estudiado el campo generado por los mismos en agua e incluso a
través de tejido de crdneo ex-vivo [10]-[14]. Las medidas experimentales mostradas en la
literatura evallan el campo acustico generado por el sistema transductor-lente en planos o cortes
determinados. Sin embargo, de forma directa no se evalldan el volumen y la forma total del foco
debido a la gran cantidad de datos y coste temporal que ello implica.

En este trabajo se estudia el disefio y desempefio de lentes holograficas acopladas a un
transductor focalizado de gran apertura y radio de curvatura para tratar pequefas estructuras del
sistema nervioso central de un primate de la especie macaca mulatta. El objetivo es focalizar en
el putamen post-comisural izquierdo para lograr la apertura de la barrera hematoencefalica en
esta pequefia estructura. A través de simulaciones numéricas se ha hecho el disefio y posterior
evaluacion de la lente hologréfica. Para la validacion experimental del sistema se dispone de un
craneo exvivo cortado y vaciado de macaco. No solo se han tomado medidas directas del campo
acustico, sino que ademas se propone el empleo de proyecciones hologréficas para poder
recuperar todo el volumen del foco acustico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la lente holografica

En este estudio se ha empleado un transductor focalizado de gran apertura (OD = 100 mm de
diametro y R = 140 mm de radio de curvatura) cuya frecuencia central es de f = 500 kHz, con
una apertura central de ID = 20 mm. Esta apertura central permitiria el emplazamiento de un
detector de cavitacidn pasivo para la localizacién y monitorizacién de la apertura de la barrera

hematoencefalica.

Para la generacion del holograma acustico 6ptimo en el interior del crAdneo es necesario conocer
la morfologia y las propiedades acusticas del hueso. Asi mismo, el holograma estara posicionado
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de acuerdo con la segmentacion de la diana terapéutica correspondiente, el putamen post-
comisural izquierdo en este caso. La forma y las propiedades del hueso se extraen de las
imagenes CT del craneo de macaco exvivo, cortado y vaciado. Los valores de densidad y
velocidad del sonido medias en el craneo del macaco son de p,, = 1563 kg/m3y c,,, = 2191 m/s,
obtenidos al convertir los valores de atenuacion de rayos-X (unidades Hounsfield) a impedancia
acustica [15], [16]. De acuerdo a valores reportados previamente en la literatura [17], la
atenuacion del craneo se fija constante con valor «,,, = 9.6 dB/(cm-MHZzY), cony = 1,1. La posiciéon
y la segmentacién de la diana terapéutica se ha obtenido a partir de imagenes de resonancia
magnética. Tanto el craneo exvivo como las imagenes CT y MRI empleadas para la
caracterizacién, y la segmentacion de la diana terapéutica, han sido proporcionadas por el
personal del hospital HM CINAC.

Para la creacién del holograma acustico, se han empleado métodos de inversién temporal y
realizado simulaciones acusticas empleando un método pseudoespectral en el dominio temporal
implementado en el software k-Wave [18]. Siguiendo el procedimiento descrito en la Ref. [8], se
posiciona una fuente virtual en el objetivo, en este caso en el putamen post-comisural izquierdo,
y se captura la informacion de fase en una superficie semiesférica frente al transductor (superficie
hologréfica) de las sefiales acusticas producidas por dicha fuente virtual a la frecuencia de trabajo
del transductor. La lente hologréfica introducira el cambio de fase del campo capturado complejo-
conjugado, que ird entre 0 y 2m, a través de la altura de cada pixel y las propiedades intrinsecas
del material de la lente. Esta altura se calcula en coordenadas esféricas para ajustarse a la
curvatura del transductor, siendo cada pixel perpendicular a la superficie vibrante (como se
describe en el material suplementario de la Ref. [19]). Este disefio permite su posterior impresion
3D con técnicas de estereolitografia para la validaciéon ex-vivo del prototipo. Los valores de
densidad, velocidad del sonido y atenuacién del polimero empleado (Clear, Formlabs, USA) son
de p; = 1186 kg/m?3, ¢; = 2599 m/s y a; = 3.4 dB/(cm-MHzY), medidos de forma experimental en
nuestro laboratorio.

2.2. Proyeccién hologréfica

Para validar el sistema, se realizan medidas experimentales directas del campo acustico y se
emplean técnicas holograficas a partir de las medidas realizadas en un plano para reconstruir
todo el campo acustico del holograma. De esta manera, a partir de una medida 2D del campo se
puede reconstruir todo el volumen 3D de una manera rapida, sin necesidad de medir el campo
punto a punto. Para realizar la proyeccion holografica, se emplea la técnica de inversion temporal
con las sefiales grabadas en el plano de medida 2D, considerando propagacién homogénea en
agua, sin pérdidas acusticas, para que se cumpla la simetria temporal de las ecuaciones de onda.
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Figura 1: Esquema del proceso de reconstruccion del campo acustico en el foco a partir de una medida en un plano
hologrdfico.
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Las sefales se miden en un plano situado 8 mm encima del foco del holograma (mas alejado del
transductor). Las dimensiones del plano deben ser suficientemente grandes para capturar en él
la informacion de todas las ondas acusticas que conforman el foco, y con una resolucién de al
menos A2 (en nuestro caso A/6) para poder representar totalmente el campo en ausencia de
ondas evanescentes, como es este caso, al encontrarnos a una distancia de la fuente mucho
mayor que una longitud de onda (A = 3 mm). Estas sefiales se enventanan segin el tiempo de
llegada y longitud del pulso generado para evitar la propagacion de reflexiones de las ondas con
la superficie del agua y con el craneo, se invierten temporalmente y se propagan para reconstruir
todo el campo acustico que conforma el holograma. Un esquematico del proceso de proyeccién
holografica se muestra en la Figura 1. La duracion de la ventana temporal es de 0.085 ms,
obtenido del tiempo que tarda la sefial en llegar al hidr6fono (65 mm en agua — 0.045 ms) y el
tiempo que tarda en propagarse el paquete de ondas (20 ciclos a 500 kHz — 0.04 ms).

2.3. Montaje experimental

Las medidas experimentales se han realizado en un tanque con agua degasificada a temperatura
ambiente de dimensiones 40 x 80 x 60 cm3 (alto x largo x ancho). El transductor empleado esta
compuesto por una ceramica piezoeléctrica, con las dimensiones fisicas descritas en la Seccién
2. Materiales y métodos, montada en una carcasa personalizada de acero inoxidable. Para
localizar y fijar el craneo respecto de la lente, de forma que el experimento sea repetible y en las
mismas condiciones que la simulacion, se disefié un soporte en 3D que se adapta a la anatomia
del hueso. La lente se acopla al transductor con gel de acoplo de altas temperaturas (Sonotech
Sono 600) para evitar su disolucion en agua y asegurar un acople continuo de la lente al
transductor durante todo el experimento. Un esquema del sistema experimental se presenta en
la Figura 2. El transductor se excité con un tren de pulsos sinusoidales de 20 ciclos, a 500 kHz,
con un generador de sefiales (14 bits, 100 MS/s, modelo PXI-5412, National Instruments, USA)
y amplificado con un amplificador lineal RF (ENI 1040L, 400 W, 55 dB, ENI, Rochester, NY, USA).
El campo acustico se midié con un hidréfono piezoeléctrico (-225.5 dB re 1 V/uPa at 1 MHz,
modelo Y-104, Sonic Concepts, USA), calibrado de 40 kHz a 2 MHz, unido a un sistema de ejes
3D (5 um precision, Pl Micos GmbH, Germany).
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Figura 2. Montaje experimental para la validacion ex-vivo del sistema transductor-lente.
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3. RESULTADOS

En primer lugar, se obtuvo el campo acustico resultante del empleo de la lente hologréfica en
simulacién. El tamafio del foco considerando una presidn superior a la mitad de la presion
maxima es de 3 x 3 x 14 mm3, con un total del 55% del volumen del foco cayendo en la regién a
tratar. Numéricamente se obtuvo que se sonificaba un total del 14% del volumen del putamen
post-comisural izquierdo (349 mm?). Los planos XY e YZ localizados en el maximo de presién se
muestran en las Figuras 3. a) y b), respectivamente.

Las medidas experimentales directas constan de tres planos (XY, XZ e YZ) de dimensiones
14 x 14 mm?, 14 x 27 mm? y 14 x 27 mm?, respectivamente, con una resolucion espacial de 0.5
mm en todas las direcciones, centradas en el maximo de presién experimental (Figuras 3. d), €)).
El tamafio del foco localizado en la diana terapéutica es 4.5 x 4.5 x 15.5 mmg, algo mayor que el
resultado esperado de acuerdo con las simulaciones. El campo acustico obtenido a partir de la
proyeccién holografica de las medidas realizadas en el plano XY holografico, localizado a 8 mm
del foco experimental y de dimensiones 37 x 32 mm?2 con resolucién de 0.5 mm, muestra un
tamafio del foco de 4 x 4 x 14 mm3. Con la proyeccién holografica del campo se obtiene que el
40% del volumen del foco cae en la region a tratar. El volumen del putamen post-comisural
izquierdo sonificado es de un 38%. Si comparamos estos valores con los obtenidos directamente
en simulacion, el volumen de la diana terapéutica tratado es mayor (un 38% experimental frente
al 14% obtenido numéricamente), pero también es mayor el tamafio del foco. Los resultados de
la proyeccion hologréfica en los mismos planos XY e YZ que las medidas directas se muestran
en las Figuras 3. g) y h), respectivamente.
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Figura 3. a,d,g) Planos XY en el mdximo focal para a) simulacion, d) medida directa y g) proyeccion hologrdfica. b,e,h)
Planos ZY en el mdximo focal para b) simulacidn, e) medida directa y h) proyeccion hologrdfica. c,f,i) Cortes lineales
en el maximo focal para los resultados de simulacion, medida directa y proyeccion hologrdfica.

Gracias al uso de la proyeccion holografica como método para reconstruir todo el volumen focal
solo ha sido necesaria la medida de un plano 2D (4736 medidas), cuyo tiempo experimental con
nuestro sistema ha sido de cuatro horas (tiempo por medida medio de 3 segundos para realizar
el promediado de 15 adquisiciones y el movimiento de ejes). La hipotética medida directa de todo
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el volumen con las mismas dimensiones (14 x 14 x 27 mm?3) y resolucion espacial (0.5 mm),
consistiria en 42336 medidas, lo que equivaldria a un tiempo de medida de 35.3 horas. Es
importante tener en cuenta que, si se pretende ampliar este volumen mediante medida directa,
ello requiere de la realizacion de experimentos adicionales, mientras empleando el método de la
proyeccién holografica se puede ampliar solo con un nuevo postprocesado de los datos originales.

Las medidas directas en el maximo focal se realizaron en un amplio rango de potencias acusticas,
llegando a obtener valores de presion superiores a 0.5 MPa en agua a 500 kHz, demostrando
asi que el sistema transductor-lente tiene suficiente potencia para abrir la barrera
hematoencefélica en combinacion con algun agente de contraste [20].

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha demostrado que el uso de lentes holograficas permite, por una parte, la
correccion de las aberraciones introducidas por el craneo en el camino de propagacion de los
ultrasonidos, y por otra, la adaptacion del foco de un transductor de gran apertura y radio de
curvatura a pequefias estructuras de interés en el cerebro de un macaco de la especie macaca
mulatta. Las medidas experimentales realizadas verifican la forma y localizaciéon de los focos
acusticos obtenidos con las simulaciones.

Ademas, la proyeccion holografica reconstruye correctamente el foco, con resultados muy
similares a la medida experimental directa en un mismo plano. Se ha demostrado que esta
técnica permite reconstruir todo el campo acustico en las inmediaciones del foco y asi poder
cuantificar su volumen con una sola medida experimental a la vez que se evitan artefactos que
pueden aparecer por la cercania del hidréfono al craneo y, ademas, reduciendo en gran medida
el tiempo y los recursos necesarios para realizar la caracterizacion.
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