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

para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias (D.Sc.)

BIOMICROSCOPIA ULTRA-SONICA PARA CARACTERIZACAO, IN VITRO, DA
COLITE POR ACIDO TRINITROBENZENO SULFONICO EM RATOS

Monica Soldan

Dezembro/2007

Orientador: Jodo Carlos Machado

Programa: Engenharia Biomédica

Ultra-som (47,3 MHz) foi usado na caracterizacdo, in vitro, da colite por acido
trinitrobenzeno sulfonico em ratos. Foram obtidos imagens e pardmetros relacionados a
propagacdo da onda no célon com colite, com (n=18) e sem (n=20) ulceras. Resultados
da média (1 desvio padrdo) para célon com e sem dulcera, sendo p>0,05, foram,
respectivamente: espessura (Um) de 1816,44(+467,58) e 1846,26(x£309,00); velocidade
(m/s) de 1621,99(£110,59) e 1627,52(£138,83); coeficiente de atenuagao (dB/mm) em
50 MHz de 4,52(+1,67) e 5,71(%1,99), e de 4,52(£1,65) e 5,66(£1,95), usando bandas de
-3dB e -6dB, respectivamente; coeficiente de retroespalhamento (1/sr-mm) em 50 MHz
de 1,93(£3,76)x107 ¢ 3.25(+4,07)x107, ¢ de 2,13(+4,53)x107 e 4,28(%7,62)x107,
usando bandas de -3dB e -6dB, respectivamente. O coeficiente de retroespalhamento
integrado (1/srrmm) foi medido ao longo da parede do colon (n=4) e permitiu a
quantificagdo do espalhamento do ultra-som pelas diferentes camadas da parede. As
imagens permitem a identificacdo de diferentes camadas histoldgicas no coélon normal e

das tlceras, quanto a profundidade, confirmada pela histologia.



Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the

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

IN VITRO ULTRASOUND BIOMICROSCOPY CHARACTERIZATION OF
TRINITROBENZENE SULFONIC ACID COLITIS ON RATS

Moénica Soldan
December/2007
Advisor: Jodo Carlos Machado
Department: Biomedical Engineering

Ultrasound (47,3 MHz) was used for in vitro characterization of trinitrobenzene
sulfonic acid-induced colitis on rats. Images and wave propagation parameters were
obtained for colitis, with (n=18) and without (n=20) ulcers. Mean (£1 std) results for
colon with and without ulcer, all with p>0.05, are, respectively: thickness (um) of
1816.44(+467.58) and 1846.26(+309.00); speed (m/s) of 1621.99(£110.59) and
1627.52(x£138.83); attenuation coefficient (dB/mm) at 50 MHz of 4.52(£1.67) and
5.71(%£1.99), and of 4.52(%£1.65) and 5.66(%£1.95), using -3dB and -6dB bandwidths,
respectively; backscattering coefficient (1/sr-mm) at 50 MHz of 1.93(+3.76)x10” and
3.25(4.07)x107, and of 2.13(+4.53)x10™ and 4.28(+7.62)x10™ using -3dB and -6dB
bandwidths, respectively. The integrated backscattering coefficient (1/sr-mm) was
measured (n=4) across the wall of the colon and allowed for the ultrasound scattering
quantification of the layers on the wall. The images allow identification of different
histological layers of the normal colon as well as of the ulcers, accounting for their

penetration depth, confirmed by histology.
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CAPITULO I

Introducio

A Doenga de Crohn (DC) ¢ doenga inflamatéria do intestino (DII), de evolucao
cronica e com complicagdes graves que com grande freqiiéncia requerem tratamento
cirtrgico [1]. A endoscopia € o padrdo ouro para o diagndstico inicial, mas o papel da
cicatrizacdo da mucosa na avaliagdo da resposta ao tratamento e em prognosticar o
curso da doenca ¢ controverso [2]. Atualmente s3o utilizados sistemas de classifica¢ao
clinicos para avaliacao de atividade da DC, j& que os indices endoscopicos de gravidade
ndo se correlacionam com as respostas aos tratamentos tradicionais como
corticosterdides e aminoslicilatos [2]. Alternativas a avaliagdo endoscopica para
medicdo da atividade na DC como ultra-som e ressonancia nuclear magnética sdo
relatadas [3,4] com a vantagem de oferecerem o exame da parede intestinal em sua
profundidade.

Modelos animais tém sido extremamente uteis ndo sO para estudar os
mecanismos da inflamacdo relacionados a DII, como também por proverem
informagdes sobre quais citocinas podem ser alvos potenciais ao bloqueio
medicamentoso. A colite induzida por TNBS (&cido trinitrobenzeno sulfonico) ¢ um
modelo experimental comumente usado, no qual a mucosa ¢ exposta a um agente de
contato sensibilizador, o TNBS, que ao se ligar a proteinas autdlogas estimula uma
resposta de hipersensibilidade tardia. Este modelo de inflamagdo crdnica intestinal tem
achados semelhantes aqueles da DC observada em humanos [5].

A biomicroscopia por ultra-som (BMU) permite a obtencdo de imagens de
tecido vivo de forma nao invasiva e com resolugdes microscopicas [6]. E uma técnica
que emprega ultra-som (US) em altas freqiiéncias (na faixa de 40-100 MHz) com esta
finalidade. Ela ¢ referida na literatura como wltrasound backscatter microscopy,
ultrasound biomicroscopy (UBM), high frequency ultrasound ou very high frequency
ultrasound.

Assim como ocorre com as técnicas convencionais de ultra-som em medicina,

BMU permite ainda que se obtenham parametros ultra-sonograficos quantitativos e



usados para a caracterizacdo de meios bioldgicos, tais como o coeficiente de atenuacao
e o coeficiente de retro-espalhamento em freqiiéncias elevadas, como também a
velocidade de propagacdo da onda. Nao foram encontrados relatos de utilizacdo da
BMU para coélon.

O presente trabalho teve como objetivo a utilizagdo da BMU para examinar o
colon de rato submetido ao modelo de colite medicamentosa com TNBS. A proposta
consistiu em obter imagens de ultra-som de alta resolucao, identificar anormalidades
estruturais da parede do colon e correlaciona-las com a histopatologia. Em paralelo a
obten¢do de imagens foram determinados os parametros quantitativos, mencionados
anteriormente, para a parede do intestino com anormalidades estruturais na tentativa de
se fazer a comparagdo destes parametros com as areas estruturalmente normais.

O Capitulo IT é composto de uma revisao bibliografica de doenca de Crohn e de
BMU. No Capitulo III descreve-se a metodologia usada para obten¢do de imagens e
parametros ultra-sonograficos quantitativos com a BMU. No Capitulo IV sdo descritos

os resultados. Nos Capitulos V e VI estdo a discussao e a conclusdo desta tese.



CAPITULO 11

Revisao da Literatura

II.1- Doenga de Crohn

II.1.1- Definigao

A doenga inflamatéria intestinal (DII) compreende todas as condigdes
caracterizadas pela tendéncia a ativacdo imune crdonica ou recidivante com inflamacgao
do trato gastrointestinal [1].

A Doenga de Crohn (DC) e a retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) sao as
duas formas principais de DII. Menos importantes, mas com reconhecimento cada vez
maior, sdo as colites linfocitica, colagénica primaria e a microscdpica atipica.

Outras condigdes inflamatorias cronicas do intestino compartilham aspectos de
apresentacao e patogénese, mas possuem causa identificavel. Estas incluem a colite por
derivagao, por irradiagdo, por by pass, ou induzida por drogas.

As duas maiores formas de DII se assemelham quanto aos seus aspectos clinicos
e epidemioldgicos, sugerindo um agente causal similar. Esporadicamente, ndo podem
ser distinguidas em bases clinicas, apesar de serem doencas com tratamento e
progndstico diferentes.

A DC ¢ uma doenga em que ocorre inflamagdo crénica envolvendo
potencialmente qualquer localiza¢do do trato alimentar, da boca ao anus, mas com
propensao para o delgado distal e colon proximal. A inflamag¢ao ¢ discontinua ao longo
do eixo longitudinal e envolve todas as camadas da mucosa até a serosa. As pessoas
afetadas geralmente se queixam de diarréia e dor abdominal, freqiientemente
acompanhada de perda de peso [1].

Alguns aspectos gerais da DII sdo descritos nesta revisdo, abordando-se com

maior profundidade a DC.

I1.1.2- Epidemiologia
A incidéncia e a prevaléncia da DII variam grandemente com a localizacdo

geografica [7]. A freqiiéncia por 100.000 habitantes varia de 35 a 100 para RCUI e de



10 a 100 para a DC. O ntmero de casos novos anuais por 100.000 habitantes
(incidéncia) varia de 0,5 a 13 para a RCUI e 0,08 a 7 para a DC. O mundo pode ser
dividido em regides de alta incidéncia (EUA, Inglaterra, Italia e Escandinavia),
incidéncia intermediaria (sul da Europa, Africa do Sul, Australia, Nova Zelandia) e
incidéncia baixa (Asia, América do Sul).

No Brasil, a real incidéncia da DII ndo ¢ conhecida, mas ela ¢ maior nas regides
Sul e Sudeste [7].

A incidéncia de DII tem aumentado em todo o mundo, especialmente por causa
do crescimento no niumero de pacientes com DC. Este fato pode ser atribuido a um
melhor conhecimento da doenga, mas parece refletir uma real elevagdo da incidéncia,
sugerindo a participacao de fatores ambientais ainda ndo identificados [7].

A DII pode acometer qualquer faixa etaria, porém incide mais entre os 20 e 40
anos. Alguns autores descrevem um segundo pico de incidéncia entre os 60 e 80 anos,
configurando a chamada apresentagdo bimodal. Existe um predominio entre brancos,
em detrimento de negros e amarelos e uma predilecao pelo sexo feminino. Do ponto de

vista étnico, € mais freqiiente em judeus, particularmente aqueles com origem européia

[7].

I1.1.3- Etiologia e patogénese

Alguns fatores de risco sdo identificados para o desenvolvimento de DII e
incluem fatores genéticos e ambientais. Os ambientais sdo o fumo, consumo de
anticoncepcionais e antiinflamatérios ndo esterdides (AINES), dieta, infecgdes,
amamentacdo, doengas na infancia e apendicectomia [1,8].

Vérios fatores genéticos estdo envolvidos na etiopatogenia da DII. Em
associacao com fatores luminais (presentes no lumen intestinal), fatores relacionados a
barreira intestinal e com as alteragdes na imuno-regulacdo da mucosa intestinal formam
o conjunto de aspectos causais relacionados a doenca [1,8].

A luz dos achados patologicos na DC e RCUI, esta claro que existe um estado de
resposta imune sustentada. Varios agentes infecciosos foram propostos como causa da
DII, incluindo bactérias e virus. Experimentos com modelos genéticos animais de DII

sugerem que em um hospedeiro geneticamente susceptivel ndo € necessaria a existéncia



de um patdégeno classico. Bastaria um comensal da flora entérica para induzir uma
resposta inflamatoria cronica [1,9].

A luz da diversidade de substincias e bactérias presentes na luz intestinal, ¢
notavel que o intestino ndo esteja cronicamente inflamado. A existéncia de um nivel
baixo de inflamacao fisioldgica na mucosa intestinal saudavel representa um estado de
predisposicdo para a convivéncia com agentes potencialmente danosos. Uma resposta
mais vigorosa ndo seria apropriada se dirigida contra a flora comensal inocua. A
inflamacao ¢ mantida sob controle através de um processo ativo denominado tolerancia
imunoldgica [10].

Quando ocorre um desafio antigénico, ou a tolerancia ¢ quebrada, surge a
resposta imunologica que pode ser direcionada para imunidade mediada por células ou
para a imunidade humoral. Ha entdo producdo de perfis de citocinas caracteristicos das
subpopulagdes de linfocitos CD4 T ativadas.

Genes especificos relacionados a DII foram identificados com o sequenciamento
do genoma humano, com dois grupos independentes identificados num locus do
cromossomo 16, denominados genes NOD2/CARDI15 [11,12]. De 20-30% dos
pacientes com DC tém anormalidades nos genes e em contrapartida um grande niimero
de individuos com variagdes genéticas nao t€ém DC, o que sugere a participagdo de

fatores ambientais na expressao fenotipica da doenga.

II.1.4- Patologia
Célon normal

No coélon normal sdo encontrados linfocitos, plasmdcitos, eosinofilos e
neutrdfilos distribuidos de forma esparsa pelo ter¢o superior da lamina propria, em geral
mais numerosos no ceco [13]. Células indiferenciadas proliferam-se a partir da metade
inferior das criptas, sofrem maturacdo enquanto migram a superficie, onde elas entram
em apoptose e se descamam. Secre¢do ocorre nas criptas e absor¢ao na superficie. Entre
as c¢lulas diferenciadas do epitélio visiveis aos cortes coloridos com hematoxilina e
eosina estdo as células caliciformes, as células absortivas, células endocrinas, células de
Paneth e células M recobrindo os foliculos linféides. As criptas normais sdo estreitas,

paralelas, uniformemente espacgadas e uniformes em didmetro. Suas bases sdo proximas



a muscular mucosa e, em adultos e criancas maiores que 9 anos, ramificagdes das

criptas indicam regeneragdo ap6s sua destruigdo [13].

Achados na DC

O achado patoldgico tipico da DC ¢ a inflamagao intestinal focal. Esta tendéncia
¢ evidente nas criptas, com areas focais de intensa inflamacdo, presenca de aftas e
ulceras em um fundo com ou sem inflamag¢dao cronica e alternancia de segmentos

acometidos e ndo acometidos no intestino [1].

Achados precoces

Macroscopicamente, a lesdo mais precoce € mais caracteristica ¢ a ulcera
aftoide. Sao tulceras rasas, pequenas (at¢ 3 mm), com halo de hiperemia. No delgado
elas surgem sobre agregados linfoides. No colon, as aftas podem ocorrer sem uma
erosdo central visivel e podem estar associadas a complexos linfoepiteliais [1].

A presenca de granulomas, apesar de caracteristica da DC, nao ¢ exclusiva e tao
pouco universalmente encontrada [1,14]. Estima-se que granulomas estejam presentes
em 15% dos casos nas séries endoscopicas e 70% nas séries cirurgicas. A variagdo
parece estar associada a uma questdo amostral. Os granulomas podem ser encontrados
fora do tubo digestivo (pele, olho e figado), mas sdo raridade. Eles sdo do tipo sarcdide,
consistindo de colegdes de histiocitos epitelidides e uma mistura de células
inflamatérias. A inflamacao granulomatosa na DC representa um processo particular
envolvendo tipos celulares caracteristicos e regulagdo por citocinas e moléculas de
adesdo especificas. O fator de necrose tumoral (TNF) ¢ a citocina chave na formacao de

granulomas [1].

Achados tardios

Espécimes ressecados de intestino podem mostrar focos de distor¢ao arquitetural
acompanhados de inflamacao crdnica, sugerindo que lesdes superficiais precoces, como
aftas, podem ser reversiveis.

A lesdo cronica caracteriza-se pela coalescéncia das lesdes aftdides em tUlceras
grandes e de formato estrelado. Ulceras lineares ou serpiginosas podem se formar

quando multiplas lesdes se fundem no sentido longitudinal. Com a coalescéncia



longitudinal e transversal das tlceras surge o aspecto classico de ‘seixo de rio’. Areas de
mucosa relativamente normal e edema submucoso, assim como ulceras estendendo-se
até a muscular propria também estao presentes.

O acometimento inflamatério é transmural na DC, em contraste com o
acometimento superficial na RCUI, o que ndo pode ser apreciado com as biopsias
endoscopicas superficiais. O acometimento transmural ¢ menos observado que o
mucoso € submucoso, mas quando encontrado ¢ altamente sugestivo de DC. Grandes
ulceras, fistulas ¢ estenoses sao achados tardios da DC. Perfuragdes livres sao raras.

Densos agregados linféides podem espessar a submucosa e estar presentes
externamente a muscular propria.

A fibrose ¢ outro evento transmural visto como espessamento irregular da parede
do intestino. Junto com a hipertrofia da muscular mucosa pode contribuir para a
formagdo de estenoses. O fator de crescimento tumoral beta 1 (TGF-B1) ¢ liberado
localmente na inflamacdo e ¢ a citocina critica para cicatrizagdo. Fibroblastos isolados
da lamina prépria produzem colageno tipo III em resposta a TGF-1 e, nos tecidos
inflamados da DC grandes quantidades de colageno tipo III sdo produzidos em resposta

a esta citocina [1].

I1.1.5- Aspectos clinicos
Localizacao da doenca

A DC tem predilecio pelo delgado distal e pelo colon proximal [1,9].
Aproximadamente metade dos pacientes tem doenga que afeta o ileo e o célon. Um
terco tem doenga confinada ao delgado, principalmente no ileo terminal. Envolvimento
isolado de esofago, estobmago, duodeno e jejuno ¢ raro. Normalmente, o acometimento
destes seguimentos ¢ acompanhado de lesdo do delgado distal e do colon. Vinte a 25%

dos pacientes tém doenga restrita ao colon.

Apresentagao clinica

As apresentacdes tipicas sdo a doenca ileal com acometimento cecal, a doenga
coldnica e a doenga perianal. Apresentacdes ndo usuais sdo a doenca gastroduodenal
com ulceras H pylori negativas, a doenga esofagiana, a jejunoileite e a forma

apendicular [1].



Comportamento da doenca

O comportamento da doenga pode ser dividido em duas categorias: uma forma
agressiva fistulizante e outra indolente cicatrizante caracterizada pela formacao de
estenoses. Um terceiro grupo nao desenvolve, ao longo de anos, nenhum dos

comportamentos anteriores.

Fistulas e abscessos

As fistulas sdo freqiientes e denotam a natureza transmural da DC. As mais
comuns sdo as perianais, que ocorrem em 15-35% dos pacientes. Fistulas de um
segmento intestinal para outro também ocorrem freqiientemente e sdo comumente
assintomaticas. Mais raramente ocorrem fistulas coloduodenais, cologastricas,
enterovesicais, colovesicais, retovaginais e enterocutaneas.

Um quarto dos pacientes com DC apresenta-se com abscesso intra-abdominal

em alguma época da vida. A maioria tem formas contidas de perfuracao.

Estenoses

A estenose ¢ outra complicagdo caracteristica da DC. Ela representa inflamacao
de longa duragdo e pode ocorrer em qualquer segmento do trato gastrointestinal no qual
a inflamagdo tenha permanecido ativa. Tende a recorrer principalmente em locais de
anastomoses, em pacientes submetidos a ressec¢oes intestinais por estenoses prévias. As
estenoses devem ser consideradas com suspeita e sempre submetidas a biopsia, pelo

risco de abrigar um cancer.

Classificacao da doenca

Uma questdo essencial na investigagao clinica da DC ¢ a habilidade para definir
subgrupos de pacientes com caracteristicas e progndsticos distintos. Esta habilidade
poderia adicionar grande poder na investigacdo de novas terapias e estudos genéticos.

A Classificagao de Viena da DC [15] propde um esquema que inclui a idade do
paciente no inicio da doenga, a localizagdo da doenca e o comportamento da mesma, em
um esquema de 24 subgrupos potenciais. Ainda podem ser usadas caracteristicas
subclinicas como marcadores soroldgicos e perfis genéticos para identificagdo de

subgrupos.



Sintomas e sinais comuns
A diarréia ¢ a queixa mais comum e pode ser atribuida a fatores multiplos.
Outros achados s3o anemia, febre, perda de peso e desnutricao, estas ultimas

agravadas por nauseas e vomitos[1,9].

Manifestagdes extra-intestinais

Somando-se as complicagdes cicatrizantes e fistulizantes, numerosas
complicagdes podem ocorrer distantes do intestino. Estima-se que um quarto dos
pacientes com DC tem manifestagdes extra-intestinais da doenca. Muitas delas sdo

comuns a DC e a RCUI, além de outras condi¢des inflamatdrias do intestino.

Manifestagdes musculoesqueléticas

Entre as manifestacdes mais comuns estdo as dos ossos e das articulagdes,
geralmente ndo deformantes. Comumente, podem ocorrer baqueteamento digital e
artropatia periférica pauci ou poliarticular, sem deformacdo significativa, além de
eritema nodoso e uveite.

Menos comumente podem ocorrer artropatias axiais como a espondilite
anquilosante. Entre as complicagdes reumatologicas mais raras estdo vasculite
granulomatosa, periostite e amiloidose. Também podem ocorrer complicagdes
relacionadas a extensdo da doenca, como artrite séptica e osteomielite, ou relacionadas
ao uso de corticoesteroides, como pseudoartrite, necrose asséptica da cabega do fémur e

doenca 6ssea metabolica (osteopenia).

Manifestagdes mucocutaneas

As lesoes de pele mais freqlientemente encontradas sao o pioderma gangrenoso €
o eritema nodoso. Na DC, o pioderma e o eritema sdo associados a recrudescéncia de
sintomas intestinais e tendem a melhorar com o tratamento. Ainda comumente
encontradas sdo as ulceras aftoides da boca e a queilite angular. Outras lesdes menos
comuns sao o acometimento da boca por inflamagcdo granulomatosa, o Crohn
metastatico, a vasculite leucocitoclastica, a dermatose neutrofilica, a poliarterite nodosa,

epirmolise bolhosa e psoriase.



Manifestagdes oculares
As manifestacdes oculares ocorrem em 6% dos casos de DC. A episclerite e a
esclerite sao associadas com a atividade da DC. Também ocorrem uveite, ceratopatia e

cegueira noturna resultantes da ma absor¢ao de vitamina A.

Manifestagdes renais e genitourinarias

Héa complicacdes diretas relacionadas a forma perfurante da DC com
acometimento da bexiga e outras estruturas genitourinarias. E também comum a
formacdo de calculos de oxalato e acido urico. Entre complicagdes mais raras estdo a

nefropatia membranosa, a glomerulopatia membranosa e a amiloidose renal.

II.1.6- Diagnéstico diferencial

Estabelecer o diagndstico de DC pode ser uma tarefa dificil, j4 que um grande
nimero de doengas pode ser confundido com ela, dada a variabilidade anatomica da
doenca, os diferentes graus de inflamacdo e a presenca de manifestagdes
extraintestinais. Entre as situagdes clinicas nas quais o diagnostico deve ser suspeitado
estdo: diarréia ou dor abdominal, especialmente quando localizada no quadrante inferior
direito; evidéncia de inflamag¢do em estudos endoscdpicos ou radioldgicos; evidéncia de
estenose ou fistula no intestino; presenca de inflamagao ou granulomas na histologia do
intestino.

Entre as situagdes clinicas que mais comumente se apresentam como diagnostico
diferencial estdo os distarbios funcionais do intestino, incluindo a sindrome do colon
irritavel, as doencas imunomediadas (principalmente a RCUI), medicacdes
(antiinflamatorios nao hormonais), doenca vascular (doenca isquémica do intestino),

neoplasias (carcinoma e linfoma) e diarréia infecciosa.

I1.1.7- Diagnéstico e avaliagdo da doenga
Nao ha sintoma, sinal ou teste diagnodstico que possa estabelecer, isoladamente, o
diagnostico de DC. O diagnostico ¢ estabelecido através da apresentacdo clinica e

confirmado por achados radiologicos, endoscopicos e patologicos.
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Laboratério

Achados laboratoriais ndo especificos incluem anemia, leucocitose, elevagdo da
proteina C reativa e da taxa de sedimentacao de eritrocitos.

Em ultima analise, o diagndstico serd confirmado por achados radioldgicos de

estudos contrastados, endoscopia e histopatologia.

Imagem
Estudo radiolégico contrastado

O estudo do transito de delgado ¢ a primeira op¢do quando a suspeita ¢ de
doenca de delgado. O exame ¢ especialmente util para o diagndstico de complicagdes
transmurais tardias da doenga, mas também podem ser vistos aspectos tipicos da doenga
inicial, quais sejam Tulceras aftosas, pregas espessadas e padriao de mucosa com
achatamento das vilosidades. O edema submucoso pode ser visto como achatamento e
espessamento das valvulas coniventes e o edema transmural se manifesta com
alargamento da separacdo entre as algas intestinais. Achados posteriores incluem
fistulas, estenoses e o aspecto de seixo de rio, resultante de ilhas de mucosa

relativamente preservada, separadas por ulceras longitudinais e transversais [1,16].

Tomografia computadorizada

A tomografia computadorizada (TC) ndao mostra detalhes da mucosa e ¢
freqiientemente normal no inicio da doenga. E util no discernimento de achados
extraluminais, podendo identificar linfoadenopatia mesentérica e espessamento
transmural. Permite a deteccdo de ar em pequenas quantidades na parede do intestino ou
estruturas adjacentes, diagnosticando doenga perfurante, assim como ¢ capaz de
identificar proliferagdo fibrogordurosa do mesentério. A TC ¢ essencial para o
diagnostico de complicagdes supurativas da DC como abcessos intraperitoneais e
retroperitoneais [1].

A estratificacdo da parede do intestino pode ser vista na TC através da técnica de
realce por contraste e ¢ uma expressdao da inflamagdo transmural. Ja o espessamento

sem realce ¢ resultado da evolucdo para fibrose submucosa ou transmural [16].
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Ressondncia magnética

A ressondncia magnética (RM) ¢ técnica ndo invasiva e ndo ionizante para
obtengdo de imagem do trato digestivo. Os melhoramentos recentes da técnica
permitiram obtengdo de imagens de estruturas luminais e extraluminais com alta
resolugdo espacial [16].

Entre as anormalidades vistas no ileo terminal por RM estdo o aumento da
espessura da parede, Ulceras, aumento do realce da parede apds contraste magnético e
estenoses [17].

Em estudo cujo objetivo era correlacionar o grau de realce da parede apds
inje¢do de contraste magnético (gadolinio) com o indice de atividade de doenga medido
pelo CDAI (Crohn's Disease Activity Index ), a RM mostrou alta especificidade nos
achados de imagens. O estudo conclui que a RM ¢ util em avaliar a atividade da doenca

na DC [3].

Cintigrafia com leucocitos marcados

A cintigrafia com leucdcitos marcados (CL) tem sido usada para investigacao de
DII na populagdo pediatrica por ser minimamente invasiva. A exposicdo a radiagdo
ionizante ¢ menor quando comparada ao estudo contrastado com bario (transito de
delgado) [18]. O procedimento ¢ baseado na habilidade de leucdcitos marcados se
acumularem nos tecidos inflamados. O Tc-99m tem sido o marcador de escolha. A
técnica tem boa especificidade e acuracia no diagnostico de DC ileo-cecal e boa
correlagao com os achados da TC helicoidal [18].

O uso conjunto da CL e do ultra-som transabdominal foi recomendado como
avaliacdo inicial dos pacientes com DC do delgado, como op¢dao ndo invasiva ao
diagnostico [18].

Ainda com relagdo ao uso da CL, sensibilidade e especificidade elevadas sdo
relatadas para deteccdo e localizagdo da inflamacdo col6nica em comparacdo com

colonoscopias e bidpsias [19].

Ultra-som transabdominal
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As primeiras tentativas de avaliar a DC por meio de ultra-som (US) sdo datadas
do final da década de 70. Desde entdo muitos estudos tém avaliado a habilidade desta
técnica em diagnosticar ¢ monitorar a doenca [1].

Os principais achados na DC sdo o espessamento ¢ a rigidez da parede do
intestino, modificacdes ou perda da sua ecoestratificacdo, reducdo da peristalse,
prolifera¢do fibro-gordurosa do mesentério, aumento dos linfonodos, estenoses, fistulas
e abscessos.

A acurécia diagnostica do US foi comparada ao achado macroscopico cirurgico,
a endoscopia e a radiologia para casos suspeitos de DC, com resultados para
sensibilidade variando entre 84-90% e especificidade variando entre 98-100%.

A aplicacao mais importante do US ¢ o seguimento dos pacientes com DC ja
diagnosticada, nos quais ele pode ser util para avaliar o local e a extensdo da doenga e
para garantir o diagndstico precoce de complicagdes, principalmente estenoses e
abscessos [4]. A capacidade de localizar a doenca foi comparada com a radiografia, a
endoscopia e a cirurgia, com sensibilidade de 93% e especificidade de 97% [16]. Para
deteccdo de estenoses e abscessos o US ¢ comparavel a cirurgia e as técnicas
radiologicas, mas tem resultados menos satisfatorios para diagnostico de fistulas
(sensibilidade de 50-87% , especificidade de 90-95%). Sob este aspecto, a melhora da
avalia¢do do fluxo intramural por meio de Power Doppler e uso de agentes de contraste
venosos pode ajudar na diferenciagdo entre estenoses inflamatorias e fibrdticas, além de
discriminar massas inflamatorias intra-abdominais ¢ abscessos. As informagdes sobre
esta aplicacdo sdo preliminares e necessitam de confirmagao [16].

O uso do US também ja foi proposto como ferramenta de medi¢ao de atividade
de doenga. No entanto, uma correlagdo fraca entre os achados ultra-sonograficos e a
severidade da doenca ¢ observada [4,16]. Os parametros avaliados na parede do
intestino doente foram a espessura méaxima, o padrdo ecogénico, 0 comprimento € a
vascularizagdo. Quase todos produziram correlagdes fracas, o que significa que o papel
do US intestinal em avaliar a atividade de doenca permanece controverso [4].

Exames ultra-sonograficos repetidos apds cirurgia de ressec¢ao intestinal
parecem ser Uteis para monitoracao de recorréncia. A persisténcia de parede espessada
ou o aumento do espessamento da parede foram identificados como indicadores de

reoperacao precoce [4].
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Endoscopia

Devido a habilidade de visualizar a mucosa diretamente e permitir biopsias para
estudo histopatoldgico, a endoscopia complementa as técnicas radiologicas. Muitos dos
aspectos vistos nos estudos com bario sao também vistos a endoscopia, como ulceras
aftéides, edema, aspecto de seixo de rio e estreitamento da luz. O aspecto salteado e o
reto poupado sdo aspectos tipicos da DC. Intubacdo do ileo e biopsias devem ser sempre

realizadas e aumentam a sensibilidade e a especificidade do exame endoscopico [1].

Cépsula endoscopica

Tem havido grande interesse na utilidade da cépsula endoscopica (CE) para
diagnosticar as lesdes do delgado associadas a DC. A presenga de estenose deve ser
excluida radiologicamente antes do exame com a céapsula pelo risco de impactacdo da
mesma. Um recente estudo encontrou sensibilidade de 93% e especificidade de 84%
para o método num grupo com suspeita clinica de DC, acompanhado por um periodo de

21 meses [16].

Enteroscopia com duplo baldo

A técnica da enteroscopia por duplo baldo (EDB) permite ndo s6 a avaliagdo
completa do intestino delgado, como também torna possivel bidpsias e intervengdes
terapéuticas. Quando comparada a CE, tem os inconvenientes de ser invasiva, necessitar
de sedacao, fluoroscopia e tempo prolongado para completar o exame. Nao existem

estudos comparativos com CE e EDB no diagnéstico da DC [16].

Ultra-som Endoscopico

O uso do US endoscopico na DC estd bem definido no caso das fistulas
perianais, onde ele se mostra de grande utilidade no diagndstico e acompanhamento
destas lesoes [20,21].

O US endoscopico também ja foi usado para distinguir a DC da RCU. Em
trabalho publicado na década de 90 [22] foram avaliados parametros como espessura da
parede, aspecto da mucosa, espessamento da submucosa, aumento do calibre de vasos
na submucosa e numero da linfonodos patologicos ao redor do reto e sigmdide, de

forma cega e prospectiva, em grupos com DC, RCU e normais. Na conclusao do

14



trabalho os parametros serviram para diferenciar DC da RCU nas suas formas agudas,

tendo sido tteis para predizer remissao da doenca.

Diagnéstico diferencial entre Crohn e Retocolite Ulcerativa

Para a DII confinada ao co6lon, a distingdo entre DC e RCUI deve ser feita. Isto ¢
importante quando se tem em vista a escolha entre terapias cirurgicas e
medicamentosas.

Aproximadamente 10% dos pacientes com DII terdo achados de ambas as

doengas e fardo parte do grupo com colite indeterminada.

Avaliacao de atividade de doenga

Na pratica clinica o questionamento a respeito dos sintomas e sinais ¢ suficiente
para a avalia¢do de resposta terapéutica. A repeti¢ao de estudos s6 ¢ necessaria perante
o aumento ou mudanca de sintomas, fazendo suspeitar de outras causas de inflamagao
ou da existéncia de complicacdes.

No contexto da pesquisa clinica a avaliagdo quantitativa ¢ necessaria, motivando
a criacdo de escores compostos. O mais utilizado ¢ o CDAI [23], criado para integrar o
maior nimero possivel de achados da doenga. Este e outros escores tém tido pouca
aplicacdo na pratica clinica.

Outra abordagem com mérito sdo marcadores biologicos de inflamagdo. A
velocidade de hemosedimentacao (VHS) e as proteinas séricas de fase aguda de resposta
como a proteina C e os orosomucoéides sdo uteis em rastrear a atividade de doenga, mas
tém baixa sensibilidade e especificidade. A medida sérica de citocinas, receptores de
citocinas e moléculas de adesdo também tém baixa sensibilidade e especicificidade [1].

A quantificagdao destes elementos na mucosa intestinal seria uma medida direta
da ativagdo imune, com aumento da acuricia, mas tem a desvantagem de ser uma

técnica invasiva e ndo ter metodologia padronizada.

Atividade microscopica da doenga
A histologia como ferramenta de medi¢ao de atividade de doenca foi primeiro
usada para RCUI [14]. Todos os escores sdo baseados na analise de coloragdes de rotina

com hematoxilina e eosina e alguns deles foram desenhados especialmente para DC
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como o de D 'Haens et al [14]. Estes escores sao classificados em dois grupos: sistemas
gradativos e sistemas numéricos (quantitativos) [14]. Nos sistemas gradativos a
atividade ou severidade da doenca ¢ dividida em diferentes graus ou fases para os quais
diferentes nomes sdo atribuidos. Nos sistemas numéricos, diferentes lesdes ou variaveis
sdo pontuadas e para cada uma ¢ atribuido um valor numérico. A pontuagdo final ¢ o
resultado da soma dos pontos atribuidos a cada uma das variaveis.

A correlagdo entre os indices clinicos de atividade, a endoscopia e a histologia
sao variaveis [14]. Uma questdo importante ¢ se a histologia fornece informacgao
adicional na avaliacdo de atividade, uma vez que os indices clinicos e laboratoriais ndo

tém acuracia para acessar a atividade de doenga em termos teciduais e este pode ser um

guia importante na terapia para avaliar remissao [2,14].

I1.1.8- Tratamento
Os objetivos primdrios do tratamento sdo induzir e manter a remissao da doenga,
uma vez que nenhuma terapia médica ou cirurgica prove a cura. Com estes objetivos em

mente, a intengdo ¢ melhorar os sintomas e a qualidade de vida.

Medicamentoso

A terapia médica se baseia em 5 grupos de medicamentos: 5-aminosalicilatos,
antibioticos, glucocorticdides, imunomoduladores € modificadores da resposta biologica
ou drogas biologicas. Uma discussdo mais aprofundada sobre as estratégias de
tratamento medicamentoso da DC estd fora do escopo desta revisdo e pode ser

encontrada com facilidade na literatura especifica [1,9,24].

Cirargico

A cirurgia tem papel no controle de sintomas e no tratamento das complicagdes
da doenga. A taxa de cirurgias nos primeiros 3 anos de diagnéstico varia de 25-45%. De
25-38% dos pacientes requer uma segunda cirurgia nos 5 anos subseqiientes.
Aproximadamente 1/3 dos pacientes que requereram uma segunda cirurgia serdo
submetidos a uma terceira [1]. Devido a alta taxa de reoperagdes, existe um principio de

que a cirurgia na DC deve preservar o maximo em extensdo e manuten¢ao da fungdo
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intestinal. As cirurgias podem ser ressec¢des com ou sem anastomoses, by pass interno
ou externo (ostomias), ressec¢des ou reparos de fistulas e estricturoplastias.

Indicagdes cirtrgicas de complicacdes incluem abscessos, megacolon toxico,
sangramento e cancer. Sintomas refratarios a terapia médica sdo indicacao de

colectomia total.

I1.1.8- Prognostico

Morbidade

A historia natural da DC estd continuamente mudando em fung¢do dos
melhoramentos nas estratégias terapéuticas.

Estudos populacionais da Escandinavia fornecem as melhores informagdes sobre
o curso da doenga [1]. Num periodo de 4 anos, 22% dos pacientes ficam em remissao,
25% tem sintomas cronicamente ativos € 53% tem curso que flutua entre atividade e

inatividade. Aproximadamente 10% dos pacientes sdo desabilitados pela doenca.

Cancer

E estimada uma taxa de cancer 26,6 vezes maior em comparagdo a populagio
geral [1]. Quando o acometimento € colonico, o risco de cancer colorretal ¢ similar ao
da RCUI e o seguimento com colonoscopias ¢ recomendado, com o intuito de
diagnosticar precocemente as neoplasias. A predisposi¢do ao desenvolvimento de
tumores malignos de delgado ¢ controversa e, apesar de ter sido descrito um risco

relativo de 12 vezes, estes tumores permanecem raros devido a baixa incidéncia da DC

na populacao geral.

I1.1.10- Modelos animais com DII
Morfologia normal e tipos de modelos

O colon do rato normal tem aproximadamente 15 cm e ¢ dividido em trés partes:
ceco, colon e reto. A parede tem estrutura de camadas semelhante a do c6lon humano,
com camadas mucosa e submucosa com pregas proeminentes no reto [25].0 tecido
linfoide ¢ distribuido por todo o 6rgdo como focos de tamanhos variados. Existe uma

variabilidade com relagdo a espessura da mucosa e da muscularis.
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Embora nenhum dos atuais modelos reproduza a DII completamente, os
modelos animais de inflamacao intestinal tém fornecido informagdes tteis a respeito da
patogénese da resposta inflamatéria intestinal. Os modelos animais de DII sdo
espontaneos ou induzidos [9]. Os modelos induzidos incluem: animais tratados com
agentes para promover a inflama¢do intestinal; roedores geneticamente manipulados;
animais imunodeficientes nos quais populagdes de células que mediam a inflamagdo

intestinal estdo ausentes.

Modelos de ocorréncia espontanea
Existem cepas de camundongos desenvolvidos em laboratério como a CSH/HeJ
e a (SAM)P1/Yit que desenvolvem inflamagdo intestinal espontanea, mesmo criados em

condigdes livres de patdogenos [9].

Indugdo de DII com reagentes exdgenos

Agentes luminais capazes de produzir resposta inflamatéria crénica em
hospedeiros geneticamente susceptiveis podem mimetizar aspectos da DII dos humanos.
Entre os agentes relatados estdo o acido acético, a formalina, a indometacina, o
poligeenan, o dextran sulfato de s6dio (DDS), polimeros PG-OS, o linfogranuloma
venéreo, a ciclosporina A e o 4cido trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) [26]. O DDS ¢
também capaz de reproduzir modelo de carcinogénese a partir de colite em

camundongos [27].

Colite por TNBS

A colite pode ser induzida por administragdo de enema contendo o alergeno
sensibilizador que ¢ o TNBS diluido em etanol. O ultimo ¢ dado para quebrar a barreira
mucosa e permitir a penetragdo do TNBS ao longo da parede intestinal. Tanto a
dosagem do TNBS como a concentragdo do etanol t€ém variado em diferentes estudos e
deve ser otimizada por cada pesquisador [26]. Este modelo tem sido usado em ratos,
camundongos e coelhos. Existe um claro padrao de susceptibilidade vs. resisténcia entre
diferentes cepas de camundongos, além de variabilidade no curso clinico entre

diferentes espécies [26].
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A administracdo de um s6 enema em algumas cepas de ratos pode resultar em
uma colite cronica equanto que multiplos enemas sdo necessarios para gerar cronicidade
em camundongos. A lesdo aguda, usualmente a necrose transmural, ¢ seguida de
processo de cicatrizagao continuo € ndo ha recaidas.

Em poucos dias ap6s o enema, a histopatologia ¢ marcada por focos discretos de
necrose ¢ inflamac¢ao agudas.

Esta ¢ seguida por inflamacdo cronica com infiltrado mononuclear que persiste
por tempo variavel. Nos ratos sdo encontradas ulceras gosseiras, particularmente no
local da inje¢do do enema. Granulomas podem ocorrer mas ndo sdo proeminentes,
exceto quando administrados por via géstrica [26].

A colite induzida por TNBS no camundongo envolve resposta do tipo classico
de hipersensibilidade tardia devido a um alergeno de contato. A resposta imunologica
deste tipo ¢ mediada por linfécitos T respondendo a antigenos proprios modificados por
haptenos. Estes sdo formados pela ligagdo covalente do hapteno, trinitrofenil, a
proteinas proprias. A avaliacdo imunologica na fase inicial sugere uma resposta Thl
[26,28]. O mecanismo no rato € desconhecido, mas presumivelmente imunologico.

Os animais com o modelo de colite induzida por TNBS tém respondido as
drogas uteis ao tratamento da DII [26,29]. A existéncia de classificagdes quantitativas
para histopatologia torna o modelo 1til para a avaliagdo de novos agentes terapéuticos.

Pereira [30] utilizou o 4cido trinitro-benzeno-sulfonico (TNBS) para induzir
colite em ratos, com achados semelhantes ao da DII. O acido resultou em uma necrose
aguda transmural. A cicatrizacdo ocorreu 8 semanas apo6s a indu¢do de colite e ndo
houve recidiva. As alteragdes mais importantes ocorreram 1-2 semanas ap6s a inducdo
de colite e foram normalmente transmurais. O mesmo autor [30] descreveu infiltrado
inflamatoério, ulceracdes e infiltrado de criptas. Granulomas foram achados em cerca de

metade dos casos.

I1.2- Biomicroscopia por ultra-som
I1.2.1- Aplicagoes

O wuso do ultra-som (US) com a finalidade de obtengdo de imagem
microestrutural dos tecidos data da década de 1930 [6], com o primeiro microscopio

acustico. Somente na década de 1980, com o desenvolvimento da eletronica, da
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tecnologia de transdutores e da informatica, surgiram as aplicagdes clinicas de sistemas
de US pulso eco operando com freqiiéncias de uma ordem de magnitude acima dos
sistemas convencionais. A utilizacdo da ultra-sonografia de alta resolugao em medicina
se estende de freqiiéncias inferiores, da ordem de 20 MHz, como ¢ o caso da
caracterizacdo da pele e da parede arterial, at¢ 60 MHz para as aplicacdes em
oftalmologia. Para a freqiiéncia de 30 MHz e usando um transdutor com foco natural e
abertura de 0,5 mm, operando na agua, consegue-se profundidade de campo com 2,5
mm e resolugdes lateral e axial de 250 um e 62 um, respectivamente. Essas resolugdes
sd0 comparaveis com as obtidas pela microscopia por ressonancia magnética onde se
conseguem resolucdes da ordem de 75um. Para um transdutor operando em 100 MHz,
focalizado, estes valores se reduzem para 1,6 mm, 60 um e 19 um, respectivamente [6].
Portanto, para freqiiéncias mais elevadas a resolugao do ultra-som se aproxima daquela
oferecida por microscopia Optica. Dai denominar-se a ultra-sonografia de alta
freqiiéncia, aplicada na visualizagdo de tecidos vivos por: biomicroscopia ultra-sdnica
(BMU), microscopia ultra-sonica por retroespalhamento, ultra-som de alta freqiiéncia
ou entdo ultra-som de freqiiéncia muito elevada.

O desenvolvimento inicial se deu nas areas de oftalmologia, dermatologia e
intravascular, ndo havendo relatos de experimentos na area de gastroenterologia.
Atualmente, a maioria esmagadora dos trabalhos é publicada na area de oftalmologia,
com publicagdes em numero pequeno nas areas de dermatologia e vascular. Segundo
levantamento bibliografico realizado na ISI Web of Science [31], 73% dos trabalhos
publicados s3o da area de oftalmologia e os 10 periddicos com maior numero de
publicagdes sdo da area de oftalmologia.

O olho ¢ um alvo ideal para o uso de imagens de US de alta freqiiéncia, uma vez
que estruturas de grande importancia caem na faixa dos sistemas comercialmente
disponiveis. Varias aplicagdes relacionadas ao segmento anterior do olho como tumores,
glaucoma, doencas da esclera e da cornea, mapeamento paquimétrico da cornea,
avaliagdo de lentes e trauma sdo descritas [6]. A BMU ¢ usada por exemplo no
acompanhamento dos pacientes submetidos a iridotomia a laser para tratamento do
glaucoma de angulo fechado. A medigao do angulo da cadmara anterior e da espessura da
iris sdo importantes para o diagnostico de complicagcdes pds-operatérias [32]. A

avaliagdo pos-operatoria da cornea e de lentes da camara anterior do olho ¢ feita
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também com sucesso pela BMU [33]. No contexto das doengas congénitas do olho, ha
uma descricdo recente de microcornea, anormalidade em que a cornea e a camara
anterior do olho s3o menores que o normal, diagnosticada por paquimetria [34]. Uma
série de 42 tumores pequenos do corpo ciliar foi avaliada por BMU. Ela se mostrou
ferramenta util para lesdes até 4 mm, sendo que a maior parte das lesdes ndo exibiu
crescimento ou extensdo. Apesar de fornecer informagdes sobre microestrutura das
mesmas, uma inferéncia ao diagndstico histoldgico ndo € possivel [35].

A Figura II.1 exibe imagem de tumor do olho (melanoma da iris e corpo ciliar),
reconhecida como massa distorcendo a arquitetura normal do olho. Devido a alta
atenuacdo do sinal de alta freqiiéncia, a BMU s6 pode ser usada para examinar
estruturas na profundidade de 3-6 mm, com limitacdo no exame de grandes tumores a

sua margem proximal.

Figura I.1- Biomicroscopia de tumor ocular (a) melanoma da iris (T) com extensao
para o corpo ciliar (CB); (b) melanoma da iris (T) e cisto ciliar (Cy); (¢)
melanoma ciliar heterogéneo; (d) plano transverso através da linha

tracejada em (c) (Adaptado de Foster et al [6], com autorizagao).

Na area dermatoldgica, a BMU oferece meio para examinar lesdes cutidneas de

forma ndo invasiva com alta resolucdo. Medidas da espessura das camadas da pele e
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acesso as margens, assim como a profundidade de tumores cutaneos, sdo exemplos de
aplicagdes nesta area. Estas sdo informagdes uteis na avaliagdo pré-operatoria dos
tumores e no monitoramento do tratamento de algumas doencas inflamatorias [6].

A avaliagdo da inflamag¢do da pele foi feita por meio de US na freqiiéncia de 33
MHz. O método se mostrou capaz de produzir imagem da pele e demonstrou
espessamento da derme no caso de paciente com alergia de contato [36]. O US na
freqiiéncia de 20 MHz também foi capaz de identificar areas de cicatriz de pele com
imagens mostrando limites bem demarcados em relagdo ao tecido adjacente normal
[37]. Ainda com relacdo as lesdes cutaneas, o US de 20 MHz associado ao Doppler
revelou-se como ferramenta 1til na avaliagdo de lesdes pigmentadas da pele, com
especificidade alta para presenca de fluxo na lesdo e o diagndstico de melanoma [38],
além de boa correlagdo entre as medidas ultrassonografica e histologica da lesao.

A aparéncia de tumores de pele estd exemplificada na Figura I1.2. Sao
melanomas malignos cujas imagens foram feitas a 40-50 MHz. O primeiro (a) ¢ um
melanoma com disseminagdo superficial e o segundo (b) ¢ um melanoma nodular. A
correlagdo com a histologia ¢ feita ao lado.

A obtencdo de imagem intravascular de BMU experimentou grande
desenvolvimento na década de 90, com a proliferacdo de novas abordagens
intervencionistas [6] como a angioplastia com baldo e a colocagdo de proteses para
tratamento da doenca coronariana arterial. O principio € a introdu¢do de um cateter com
um unico elemento em rotacdo (ou transdutor com multiplos elementos focalizado) na
sua extremidade, com o objetivo de visualizar e medir a parede da artéria e qualquer
placa lipidica em formagdo. O US intravascular (IVUS, do inglés intravascular
ultrasound) estd contribuindo cada vez mais para o cuidado com o doente coronariano,
uma vez que ¢ mais sensivel, em relacdo a coronariografia, para avaliar o contetido de
calcio, o volume residual de placa, o trauma tissular e as dimensdes do lumen final. A
habilidade do IVUS de demonstrar mudangas nas paredes dos vasos e complicagdes que
se seguem as intervencoes angiograficas tem levado ao uso deste tipo de equipamento
no seguimento dos pacientes a curto e longo prazo, com sucesso em predizer a
reestenose poOs angioplastia com base em dados morfoldgicos obtidos do IVUS. Outra
aplicacdo importante ¢ a avaliacdo de vasculopatia associada ao transplante cardiaco,

onde a angiografia falhou no diagnostico.
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Figura I1.2- Biomicroscopia de tumor cutaneo. Exemplos de imagens por BMU a 40
MHz (esquerda) e histologia correspondente (direita) de melanomas. Em
(a) melanoma com disseminagdo superficial e em (b) melanoma com
invasao linfocitica (L) e formacao de nodulo (N) (Adaptado de Foster et al

[6], com autorizagdo).

Exemplos de imagens in vitro de amostras de artéria coronariana estdo na Figura
I1.3, realizadas com freqiiéncias de 30 e 50 MHz. Em (a), vé-se a imagem de uma placa
assimétrica moderadamente avangada, feita com transdutor de IVUS de 30 MHz. Em
(b) vé-se a histologia e em (c) a mesma lesdo com freqiiéncia de 50 MHz, com melhor
resolucao.

Com o objetivo de avaliar a evolugdo que ocorre nas artérias periféricas com a
idade, o US na faixa de 55 MHz foi usado para obter imagens e medir a espessura da
camada intima ¢ intima-média na artérias radial ¢ tibial [39]. O estudo mostrou aumento
das espessuras da intima e intima-média com o aumento da idade

Ainda no ambito da doenga aterosclerotica, o US na freqiiéncia de 20 MHz foi
usado em camundongos para identificar doenga da aorta com o objetivo de acompanhar
a evolucao da placa ateromatosa [40]. Ainda outro estudo com camundongos avaliou a

administracdo de um inibidor da 5 lipoxigenase (5 LO) no desenvolvimento da placa de
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ateroma. O US na freqiiéncia de 40 MHz identificou a reducdo da espessura da intima

média na aorta ascendente dos camundongos que receberam 5 LO, o que foi

comprovado pela histopatologia [41].

Figura I1.3- Biomicroscopia de artéria coronaria em diferentes frequéncias. Imagens
obtidas com IVUS a (a) 30 MHz e (c¢) 50 MHz. Histologia correspondente
em (b) de uma artéria femoral estenosada ex vivo. A imagem a 30 MHz
ndo permite visualizagdo adequada da placa. A 50 MHz, a visdo da placa e
da estrutura vascular sdo significantemente melhoradas (Adaptado de

Foster et al [6], com autorizagao).

Com o sucesso do US intravascular de alta freqiiéncia interrogou-se o uso de
sondas com aplicagdes ndo vasculares. Sdo exemplos de potenciais aplicagdes o trato
urindrio, a arvore bronquica, o canal cervical, a via biliar, o cdlon e o es6fago.

O US na freqiiéncia de 20 MHz foi capaz de detectar célculos encravados na
pelve renal, além um de tumor e outras lesdes ureterais [42]. Na arvore bronquica o uso
de transdutores miniaturizados intrumentados através do canal de bidpsias do
broncoscopio ¢ util na orientagdo de bidpsias transmurais de lesdes pulmonares [43]. O
ultra-som (US) na frequéncia de 20MHz tem sido utilizado para avaliagdo de pequenas
lesdes coldnicas e, quando comparados a magnificacdo, seus resultados se mostram
superiores quando o objetivo ¢ a determinacdo da profundidade da invasdo, sugerindo
uma complementaridade entre as informacdes fornecidas pelos dois métodos com

respeito a decisdo entre resseccao local e tratamento cirurgico [44].
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Uma grande area de aplicagdo da BMU ¢ a anélise em utero de embrides de ratos
normais e geneticamente modificados [45]. Entre alguns trabalhos na area podemos
citar a avaliacdo do desenvolvimento neurologico[46], das mudancas hemodinamicas
ocorridas no utero, placenta e saco vitelino ao longo da gestacao [46] e do
desenvolvimento cardiaco do embrido [47].

Ainda na 4rea experimental com modelos animais, podemos citar o uso do BMU
na avaliacdao de enxertos cardiacos em ratos [48] € na obtencdo de imagens de prostata
em modelo de cancer da glandula em ratos geneticamente modificados [49].

Com o sucesso do US intravascular de alta freqiiéncia interroga-se o uso de
sondas com aplicacdes ndo vasculares, com potencial aplicagdo no trato urindrio, a via
biliar, o canal cervical, os intestinos delgado e grosso, a arvore bronquica e o esdfago.

No caso do trato urinario, imagens da pelve renal e bexiga do porco na faixa de
40-60 MHz podem ser vistas na Figura I1.4. Em (a) a estrutura interna do rim pode ser
vista com penetracdo de 4 mm. Uma pirdmide renal ¢ bem vista. Uma segunda imagem
(b), no formato linear, mostra a bexiga com mucosa, submucosa e muscular bem
delimitadas. Uma aplicagdao seria a deteccdo e quantificagdo da invasdo de tumores
precoces, através de cateteres endo-sonograficos usados durante procedimentos

uroldgicos endoscopicos (cistoscopia e nefroscopia) [42].

Figura I1.4- BMU endoluminal de pelve renal e bexiga. (a) imagem de rim de porco
via ureter obtida com IVUS intraoperatorio a 50 MHz. O célice renal ¢
visualizado, assim como as colunas (C) e piramides (P). Escala: 0,5 mm
/divisdo. (b), BMU intraoperatorio de 60 MHz da bexiga de porco
mostrando mucosa (M), lamina prépria (LP), camadas musculares (ML).

Escala 100um/divisao (Adaptado de Foster et al [6], com autorizagdo).
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I1.2.2- Biomicroscépio

Assim como para obtencdo de imagens por US na faixa de freqiiéncia
diagnostica, a escolha das especificagdes para o desenvolvimento do biomicroscopio
ultra-sonico depende da aplicagdo e, conseqiientemente, das caracteristicas dos tecidos a
serem examinados. A qualidade da imagem de um sistema de US estara relacionada a
freqliéncia e geometria do transdutor e as propriedades tissulares, obedecendo as leis de

difragao [6].

I1.2.2.1- Principios fisicos

A qualidade da imagem gerada por US estd relacionada as resolucdes axial e
lateral. A resolugdo axial ¢ a habilidade de separar imagens de refletores dispostos ao
longo da direcdo do feixe de US e ¢ determinada pela largura de banda do pulso de
ultra-som emitido. A resolugdo lateral ¢ a capacidade de separar imagens de refletores
situados perpendicularmente ao feixe, sendo ditada por sua largura [50].

O perfil lateral tipico de um feixe de ultra-som, ilustrado na Figura ILI.5 [51], ¢
obtido através da amplitude maxima de um pulso de amplo espectro retroespalhado por
um alvo pontual em funcdo da direcdo transversal ao feixe. Dois pardmetros sdo
comumente usados para descrever o perfil lateral do feixe de US: a largura plena (“full
width”) em —-6dB (FW —-6dB) e a largura plena em —40dB (FW —-40dB). A

FW —6dB esta relacionada a resolucdo lateral do transdutor, R, ¢ é dada pela

at >

equagdo [51]:

FW —6dB=R,, =cL/fd =M\, .00 » (1)

onde: ¢ ¢ a velocidade da onda, L ¢ a distancia focal do transdutor, f ¢ a frequéncia

do transdutor, d ¢ o didmetro do transdutor focalizado, 4 é o comprimento de onda e

Joumero € @ razdo entre a distancia focal e o didmetro do transdutor. Vale lembrar que

(1) so6 ¢ valida para a regido focal do transdutor [51].
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Figura II.5- Curva tipica do perfil lateral do feixe de ultra-som. A resolu¢ao da
imagem ¢ proporcional a largura plena em -6 dB enquanto o contraste ¢

proporcional a largura plena em -40 dB (Adaptado de Foster et al [51]).

O contraste de uma imagem gerada por US ¢ determinado pela extensao do feixe
na regido dos lobulos laterais. Por isto a largura de 40dB ( FW —40dB ) do feixe pode
ser relacionada ao contraste. A resolugdo pode ser melhorada aumentando-se a

freqiiéncia ou diminuindo 0 f,,,,., do transdutor. Como exemplo, a Figura II1.6 mostra
as freqiiéncias e as resolucdes para diferentes valores de f,,,,0/0 -

A resolucdo axial, R, , € proporcional ao inverso da largura de banda do pulso,
sendo dada pela equagao [51]:

c
R, = , 2
Y )

onde BW ¢ alargura de banda do pulso emitido pelo transdutor.
A penalidade paga pelo aumento da resolucgao axial ¢ a perda de penetragdao, uma

vez que todos os tecidos humanos exibem aumento do coeficiente de atenua¢do com o

aumento da freqiiéncia [51].
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Figura I1.6- Resolugdo versus freqiiéncia para transdutores com diferentes f,,,,00

(Adaptado de Foster et al [6]).

A profundidade do campo, DOF , ¢ dada por [51]:
DOF =TMfrs) - (3)

Outros parametros que influenciam na qualidade da imagem sdo os coeficientes
de atenuacdo e retroespalhamento dos tecidos humanos. Resultados tipicos para estes

coeficientes foram extraidos de Foster et al [6] e estdo resumidos nas Figuras I1.7 e 11.8.
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Figura I1.7- Coeficientes de atenuacao em altas frequéncias (Adaptado de Foster et al

[6]).
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Figura I1.8- Coeficientes de retroespalhamento em altas frequéncias (Adaptado de

Foster et al [6]).

I1.3- Parametros quantitativos obtidos com ultra-som

I1.3.1- Defini¢ao de atenuacgao

Atenuacdo ¢ a redugdo da intensidade do US durante a sua passagem por um
meio [52]. A absor¢do e o espalhamento sdo os dois mecanismos de interacdo entre o
US e os tecidos, relacionados a atenuagdo, especificos para cada tipo de tecido. Na
absor¢do, a energia absorvida ¢ transformada em térmica e outras formas de energia que
aparecem no sitio de interagdo [52]. J4 no espalhamento, a energia da onda que se
propaga pelo meio ¢ desviada da direcao de propagacao.

A equacdo que descreve a propagacao de uma onda plana actstica harmoénica na

direcdo z e propagando-se em um meio com perdas € descrita a seguir [53]:
) 4)

onde p,¢ a amplitude da onda de pressdo em z=0, « ¢ o coeficiente de atenuagdo da

p(Z,t): poefot ze[(x{t—z/c)

amplitude da onda, =27/, sendo f a freqiiéncia da onda, ¢ ¢ o tempo e z a distancia.
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I1.3.2- Definicao de espalhamento

No espalhamento, a energia da onda incidente em um sitio de interacdo € re-
irradiada em diversas diregdes com propriedades variando daquelas da onda incidente.
Estas variagdes abrangem a amplitude, fase e direcdo da frente de onda incidente e,
possivelmente, variam com a freqiiéncia [52].

Formalmente, o processo de espalhamento pode ser visto como contribuindo
para a atenua¢do imposta na onda de US que se propaga através de um meio, como 0s
tecidos bioldgicos. Assim, pode-se analisar o coeficiente de atenuagdo, para a

intensidade da onda, como [52]:

H= tap + My ®)
onde u,, e u, representam os coeficientes de absorcdo e de espalhamento, para a
intensidade da onda, respectivamente. A unidade geralmente usada para x# é Npcm'™.

Hé uma relagdo entre @ e u dada por [53]:

11.3.3- Definicdo de retroespalhamento

O retroespalhamento ¢ o caso particular para o espalhamento no sentido oposto
ao da onda incidente. A quantificacdo da poténcia da onda retroespalhada, por unidade
de intensidade incidente, de angulo s6lido e de volume de espalhadores, ¢ dada em

termos do coeficiente de retroespalhamento, 1.

I1.3.4- Caracterizagdo de tecido com coeficientes de atenuagao e retroespalhamento

Os coeficientes de retroespalhamento e atenuacgdo estdo relacionados a estrutura
dos tecidos, podendo oferecer indices para identificagdao de varios tipos de lesdo. Varios
autores demonstraram que a dependéncia da atenuacao e do espalhamento em relagdo a
freqiiéncia podem ser usados como indices quantitativos da condi¢do do meio
investigado [54]. Estimativas locais de caracteristicas ultra-sonicas do meio (atenuacgao,
coeficiente de retroesplhamento) ou parametros descrevendo a microestrutura tecidual
(tamanho efetivo do espalhador), podem ser dispostos na forma de imagem (imagem

paramétrica) [38].
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Bridal et al [54] descreveram, em 1997, o uso de US de alta freqiiéncia (25-56
MHz) para identificacdo de aorta aterosclerotica in vitro. Eles usaram um método para a
medi¢do local de pardmetros quantitativos de ultra-som a partir do sinal de radio
freqiiéncia (RF) retroespalhado. Os parametros foram: coeficientes de atenuagdo e de
retroespalhamento integrado aparente. Construiram imagens de artéria aorta
aterosclerotica humana in vitro a partir destes parametros € compararam com imagens
histologicas. As medidas foram apresentadas no formato de imagens, sendo
selecionadas regides de interesse para as quais o valor médio de cada parametro foi
calculado e mostrado. A atenuacdo medida na camada média da aorta humana normal e
na aterosclerdtica foi a mesma.

Machado et al [55] mostraram, em 2001, medidas de coeficiente de atenuagao,
velocidade de propaga¢do da onda e coeficiente de retroespalhamento integrado (IBC)
em artérias coronarianas in vitro. Usaram transdutor focalizado com largura de banda
em —6dB de (36-67MHz). Encontraram valores diferentes de IBC para situagdes de
espessamento da intima, intima fibrotica e placa ateromatosa.

Dent et al [56] usaram altas frequéncias (40 MHz) para caracterizacao de edema
em miocardio de ratos in vitro. Esta condigdao (edema) pode estar associada a rejei¢ao
no transplante cardiaco, & miocardite, a reperfusdo que se segue a injuria isquémica ou a
estados edematosos sistémicos. Foram usados miocardios frescos e outros previamente
congelados em nitrogénio liquido, imersos em salina por 4 horas. Para quantificar a
evolugcdo do edema foram medidas a espessura do miocardio e a quantidade de agua
expressa em percentual. Os pardmetros analisados foram os coeficientes de
espalhamento integrado, o coeficiente de atenuagdo (por substitui¢ao) e a velocidade da
onda. As medidas realizadas em tempo zero a cada hora at¢ 4 horas de imersao
mostraram um aumento do retroespalhamento integrado. O coeficiente de atenuacao
diminuiu com o edema ¢ a velocidade manteve-se praticamente constante.

A caracterizacdo de metastases hepdticas in vivo foi investigada por Huisman et
al [57]. Eles descreveram a dificuldade em se caracterizar as metastases devido ao fato
delas ndo terem um unico modelo homogéneo de tecido. Elas podem variar de acordo
com a histologia do sitio primério, estagio de desenvolvimento ou tratamento prévio.
Tipicamente, elas possuem um halo hiperecogénico ao redor de um centro hipo-

ecogénico. Para fazer a distingdo do halo os autores usaram um modelo de segmentagao
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automatica baseado em técnica de erosdo binaria. O retroespalhamento e a atenuagdo
relativos da metastase foram calculados em relacdo ao retro-espalhamento e atenuagdo
médios do tecido hepatico ao redor da lesdo. O método foi aplicavel em baixas
freqliéncias (3 MHz), ja que com o aumento da freqiiéncia o contraste diminui e o halo
tende a desaparecer.

Em dermatologia, apesar de ainda ndo ser rotina, a ultra-sonografia estd sendo
cada vez mais usada [58]. As indicagdes clinicas mais comuns sdo: avaliacdo de
tamanho de tumores, evolucdo da psoriase, efeito de medicamentos na espessura da
pele. O problema principal em dermatologia reside no fato das camadas serem muito
finas, necessitando-se de freqiiéncias ultra-sonicas elevadas para caracterizagao das
mesmas [58]. Em meados da década de 90, apds o desenvolvimento de transdutores de
alta resolugdo, trabalhos para discriminacdo de detalhes relevantes da pele puderam
entdo ser realizados.

Guittet et al [59] descreveram um método para estimar o coeficiente de
atenuagdo a partir de sinais retroespalhados obtidos in vivo a 40 MHz em pele humana
de 138 voluntarios. A populagdo foi avaliada quanto ao sexo ¢ idade e a correlagio (2°
ordem) feita com o coeficiente de atenuag¢dao. Usaram o algoritmo do centroide, que
consiste em se dividir o sinal retroespalhado em vérias janelas temporais com 50% de
superposi¢do e avaliar o centrdide espectral em cada janela. Encontraram uma
descontinuidade dos centroides, em relacao a profundidade, que foi atribuida a interface
derme/gordura subcutanea. Nao houve diferencas em relagdo ao sexo. O coeficiente de
atenuagdo médio para o grupo de 15-30 anos foi cerca de 1,1 dB acima do grupo de 60-
85 anos. A reducdo da atenuagdo com a idade foi atribuida a mudangas na pele pelo
processo de envelhecimento, mas a comparagao com a histologia nao foi feita.

Os coeficientes de retroespalhamento e a atenuagdo de derme e subcutianeo
humanos foram medidos, in vivo, para faixas de freqiiéncia de 14-50 MHz e 14-34 MHz
por Raju et al [58]. Os dados foram coletados a partir de 3 transdutores com freqiiéncias
centrais de 28, 30 e 44 MHz, com o objetivo de comparar as medi¢des a partir de 3
sistemas independentes. O coeficiente de atenuacdo foi obtido computacionalmente
pelas curvas espectrais (espectro de poténcia) em relacao a profundidade no tecido. O
coeficiente de retroespalhamento foi estimado a partir da poténcia média do espectro

registrado para cada regido de interesse em relagao a poténcia do sinal refletido em um
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refletor perfeito localizado no foco do transdutor. Nao houve diferenga significativa
entre o coeficiente de atenuagdao da derme e da gordura subcutanea. Na faixa de 14-34
MHz, o coeficiente de retroespalhamento integrado foi maior para a derme do que para
gordura subcutanea.

A medida do coeficiente de retroespalhamento integrado ou ‘integrated
backscatter coeficient’ (IBC), assim como o coeficiente de retroespalhamento
dependente da frequéncia, tém sido usados para caracterizacdo ultra-sonografica
quantitativa dos tecidos [59]. As duas medidas possuem vantagens e desvantagens
inerentes. O coeficiente de retroespalhamento em funcdo da freqiiéncia possibilita a
caracteriza¢do do tecido em fun¢do dos componentes de freqiiéncia contidos no espectro
do pulso de US incidente. O IBC permite a caracterizagdo continua do tecido em fungao
da profundidade e a informag¢do no dominio da freqiiéncia, embora contida no sinal
retroespalhado, ndo ¢ usada. Em ambos os casos a medida ¢ restrita a uma regido de
interesse (ROI), que corresponde a por¢do do sinal janelada no tempo [60].

Machado et al [60] apresentaram medidas de corondria normal e anormal,
usando transdutor focalizado na freqiiéncia de 50 MHz. Encontraram um IBC maior na
intima espessada em comparagao a adventicia normal, o que pode refletir o processo de
aterosclerose.

A identificagcdo de manifestagdes isquémicas em cardiologia ¢ feita também com
US. Parametros como espessura do miocardio e mobilidade ja sdo incorporadas a rotina
de avaliagdo com este método de imagem. Informacdes quantitativas tém sido
investigadas nas trés Ultimas décadas, mas com aplicagdo ainda restrita na rotina de
investiga¢do dos pacientes.

Madaras et al, em 1982 [61] quantificaram a variacdo sistematica de
retroespalhamento integrado do US no musculo cardiaco ao longo do ciclo. Para isto
utilizaram um transdutor de 5 MHz com banda larga, focalizado, acoplado ao epicardio
de cdes. As medidas foram obtidas uniformemente ao longo do ciclo durante 7
intervalos de tempo (34 ms), sincronizados pelo ECG (onda R). O numero médio de
ciclos cardiacos neste modelo ¢ de 130 por minuto. O valor maximo de
retroespalhamento integrado ocorreu no final da diastole € o minimo no final da sistole
(variacdo aproximada de 3,yu7ugtgfrwdtrev 5 dB), para varias localiza¢des cardiacas.

Apesar de ndo conseguirem explicar os mecanismos responsaveis pela mudanga de
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valores durante o ciclo, eles concluem que o padrdo observado caracteriza o musculo
cardiaco sob condic¢des fisiologicas e que alteragdes deste padrdo podem auxiliar no
diagnostico de miocardio anormal.

Em 1986, Thomas et al [62] descreveram um sistema para quantificar o
retroespalhamento integrado em tempo real. Registraram a variagdo do
retroespalhamento integrado ao longo do ciclo, mas com anélise off-line dos dados. Para
determinar a energia retroespalhada pelo tecido em tempo real, eles usaram o efeito
acusto-elétrico em material piezoelétrico semicondutor (cristal de sulfeto de cadmio). O
coeficiente de retroespalhamento € expresso como razao entre a energia retroespalhada
pelo volume de tecido em estudo e a energia refletida por um refletor padrao. Os
resultados sdo expressos em decibéis para o retroespalhamento médio no tempo,
dispostos em monitor em sincronia com a curva de pressao no ventriculo e a imagem do
miocéardio em modo-M.

Naito et al [63] investigaram o coeficiente integrado de retroespalhamento (IBC)
como meio de estimar a viabilidade miocardica, comparando-os a investigagao
convencional com cintilografia miocéardica e ecocardiograma. Dois pardmetros foram
utilizados: o IBC e a magnitude da variagdo do IBC durante o ciclo cardiaco. O IBC foi
maior ¢ a magnitude da variacao durante o ciclo cardiaco foi menor no infarto antero-
septal comparado aos individuos normais. Os parametros (IBC e variacdo do IBC
durante o ciclo) tiveram correlacdo com o espessamento percentual do septo visto a
ecocardiografia, sendo mais forte a correlagdo com a magnitude da variacdo durante o
ciclo. A correlagdo foi significativa para o percentual de captacdo do talio-201 e o IBC.
Baseados nos achados eles concluem que o IBC esta relacionado ao grau de fibrose e
que a magnitude da variacdo do IBC estd relacionada a performance do miocardio,
sendo assim, bons pardmetros para avaliar a sua viabilidade.

Posteriormente, Naito et al [64] usaram os mesmos parametros (coeficiente de
retroespalhamento integrado (IBC) e variagdo ciclica do IBC) em infarto transmural
(com onda Q) e sem onda Q. A diferenca entre as metades direita e esquerda do septo
foi encontrada somente entre os pacientes sem Q, refletindo a inomogeneidade da
fibrose miocardica ou talvez sua viabilidade neste grupo.

O mesmo grupo [65] avaliou a influéncia da pré-carga (infusao de volume), pos-

carga (constriccdo da aorta) e contratilidade (infusdo de propranolol e dobutamina)
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miocardicas usando os mesmos parametros. Os parametros se mantiveram constantes
em fun¢do da mudanca de precarga e poscarga. A variagdo ciclica do IBC foi
influenciada pelo uso de dobutamina (aumento da variagdo ciclica) e propranolol
(reducao da variagdo ciclica), demonstrando relacdo entre este pardmetro ¢ a

contratilidade miocardica.
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CAPITULO III

Metodologia

II1.1.- Modelo animal de colite por TNBS

II1.1.1- Local dos experimentos e aprovacio do Comité de Etica
Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cirurgia Experimental do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da UFRJ. O modelo foi aprovado

pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Laboratério em fevereiro de 2006.

I11.1.2- Populagao

Foram utilizados 20 ratos - Rattus norvegicus (Berkenhout, 1769), adultos e com
peso minimo de 250 g. Os animais eram do tipo SPF (do inglés specific pathogen free).
Eles foram submetidos ao procedimento ao longo de dez semanas divididos em pares.
Cada animal recebeu a denominagdo segundo a ordem a que foi submetido ao clister
para indu¢do de colite. Desta forma os ratos foram denominados por R1, R2, R3...R20.
Para medicao dos pardmetros quantitativos foi gerada uma subdivisdo neste grupo. De
cada rato foi retirado fragmento na regido da tulcera e outro fora dela para exame, mas
proximo a ela. Assim, foram gerados Rlc (com ulcera) e R1s (sem ulcera) e assim por
diante. Nao foi usado grupo controle, sendo apenas 1 animal normal (RO) sacrificado e
examinado pela técnica de BMU para se obter a referéncia da histologia do c6lon do
rato normal. Os animais foram mantidos em biotério em temperatura ambiente, com

ragdo apropriada e mantendo ciclo circadiano normal.

II1.1.3- Técnica para inducao de colite

Para geragdo de colite foi usado o modelo segundo técnica descrita por Pereira
[30]. Usou-se o TNBS (acido 2,4,6 trinitrobenzeno sulfonico), comprado em solucao
padrdo a 5% (P2297; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Foram usados 0,4 ml da
solugdo padrao de TNBS acrescidos de 0,4 ml de etanol a 30%, perfazendo um volume

total de 0,8 ml. A solucao foi infundida no coélon dos ratos por meio de clister com
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sonda de nelaton de 6 cm de comprimento deixando-se o rato em posicdo de
Tremdelemburg por 1 minuto. Para realizagao do clister os animais foram sedados com
éter etilico. Apds foram deixados no biotério com alimentacdo normal. Os animais

foram sacrificados entre 4 ¢ 10 dias ap0s o clister de TNBS.

I11.1.4- Exame colonoscopico

O exame para confirmagdo da colite foi feito com equipamento de endoscopia
respiratoria (broncofibroscopio modelo FB 120-P; Fujinon, Téquio, Japao) com o
animal anestesiado e apenas estendendo-se a anestesia para dose letal no caso da
presenca de lesdes. Foram consideradas como lesdes indicativas de inducdo de colite as
ulceras, de quaisquer tamanho e localizagao. O exame foi realizado sem preparo, sendo
realizada lavagem com 4agua no caso da presenca de fezes que impediam o exame. O

registro fotografico de um exame endoscopico esta na Figura I11.1.

Figura III.1- Imagem endoscoOpica da ulcera gerada pela infusdo de TNBS no cdlon do

rato
Os animais examinados e com confirmagdo da obtencdo de colite foram

sacrificados com éter etilico e tiveram o colon esquerdo ressecado. Apos retirada do

colon foi feita abertura longitudinal da pega e, ap6s limpas em solugdo salina a 0,9 %,
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foram submetidas a analise macroscopica das lesdes e registro fotografico. Foram
consideradas na andlise macroscopica a presenca de perfuragdes, aderéncias,
acometimento transmural ¢ tamanho das ulceras. O tamanho consistiu na medi¢ao da
extensdo das ulceras no seu maior eixo na superficie mucosa. Foi considerada colite
acentuada quando presentes tlceras com mais de 1 cm de extensdo (ulceras grandes).
Nas Figuras II1.2 e III1.3 véem-se exemplos de tlcera pequena e grande (com

necrose transmural), respectivamente.

Figura I11.2- Macroscopia do colon aberto mostrando ulcera longitudinal rasa. A tlcera

esta na regido apontada pela pinga.
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Figura III.3- Macroscopia do coélon aberto mostrando ulcera circunferencial com

acometimento transmural. A parte ulcerada estd na regido enegrecida.

II1.1.5- Exame histomorfométrico

Os espécimes foram fixados em formol a 10% e desidratados com alcool etilico
em concentragdes crescentes, comeg¢ando com alcool a 70% e terminando com alcool
absoluto. Foram entdo submetidos a clareamento com benzol, com objetivo de embeber
a peca com substancia miscivel com a parafina. A seguir foram impregnados com
parafina fundida a 60° Celsius em estufa. A peca foi colocada em molde retangular
contendo a parafina fundida, obtendo-se um bloco de formato regular para ser cortado
no microtomo [70]. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. Apds
coloracao, foi feita a correlagdo entre a histologia e as imagens obtidas com a BMU.

Na microscopia foi identificado e descrito o acometimento em profundidade
gerado pelas ulceracdes especificando as camadas histologicas lesadas. As camadas
histoldgicas descritas para o colon do rato sdo as mesmas que para os humanos, quais
sejam: mucosa, muscular mucosa, submucosa, muscular propria e serosa.

O patologista responsavel pela andlise histologica era cego quanto a analise das

imagens obtidas pela BMU.
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I11.2- Biomicroscopio

II1.2.1- Descricao basica do sistema

O diagrama de blocos do BMU estéd na Figura II1.4. Os componentes essenciais

sdo idénticos aos do sistema convencional para geragdo de imagens em modo B, exceto

por operar em freqliéncias elevadas (aproximadamente uma ordem de magnitude

acima).
Ambiente do microcomputador Front end: transmissdo e recepcao
< .|
Placa de entrada e Gera?gsde Alsmp ll_fcgdor
saida digital (I/O) pu ogaritmico
v 4
Placa de Expz}nsor Pré-amplificador|
conversido A/D de diodos de RF
Ls JEHQ&O T L
CPU i <
L,
. v
Placa de video Transdutor de
ultra-som
Memoria RAM Deslocamento setorial do transdutor
Disco rigido @ A
* * .
Cod}ig;:izc;cgr de < Motor dc
Monitor Gravador de . -
CD ROM Acionamento de varredura do feixe
Figura I11.4- Diagrama em blocos do sistema de BMU contendo as unidades tipicas do

ambiente de um microcomputador e seus periféricos, assim como 0s
componentes do front end e do sistema de varredura do transdutor. A
juncdo T € onde se conectam a entrada e a saida do front end com o

transdutor através de cabos co-axiais com comprimentos L,, L, € L,,

respectivamente.

O gerador ¢ de alta voltagem com pulso monociclo de 50-100 MHz, que ¢ usado

para excitar o transdutor. O pulso de US gerado ¢ transmitido pelo tecido e o US

retroespalhado ¢ detectado pelo mesmo transdutor. O sinal de radio freqiiéncia (RF) ¢

recebido, passa por um pré-amplificador e depois por um amplificador logaritmico para
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acentuar os sinais de baixa amplitude e seu envelope ¢ em seguida detectado e

armazenado no microcomputador ap6s digitalizacao.

II1.2.2- Transdutor

Em todo o trabalho de tese foram usados transdutores de BMU construidos no
proprio laboratério de ultra-som (LUS) e com unico elemento piezoelétrico de
difluoreto de polivinilideno (PVDF), com espessura de 9 um (Piezotech AS, St Louis,
Franca). Trata-se de polimero com estrutura flexivel, o que facilita a montagem quando
se trabalha em pequenas dimensdes. Além disso, o material tem bom casamento de
impedancia com a agua. O polimero ¢ montado sobre conector tipo SMA com superficie

ativa de 3 mm de didmetro, com uma curvatura (concava) que permite focalizar o feixe

(Figura IILS).

—> Conector SMA

Epoxi condutora

Pino central
DA

PVDF Eletrodo de ouro

(2) (b)

Figura III.5- Transdutor de ultra-som para o sistema de BMU. a) foto; b)

representacdo esquematica da montagem utilizada

A distancia focal dos transdutores situou-se entre 3.9 ¢ 5.8 mm (determinados
experimentalmente considerando a velocidade da onda na solugdo salina a 37 °C igual a
1531,74 m/s), o que confere valores de f,,,,,.r, €0tre 1.3 € 1.9. A camada de retaguarda,
"backing", foi constituida de epoxi condutora (CW2500, Chemtronics, Kennesaw,
USA). Uma resolugdo lateral de 50 um ¢ estimada para freqiiéncia de 60 MHz com um

transdutor /2 [50].
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Uma resposta tipica do sistema de BMU operando com um dos transdutores
usados neste trabalho ¢ mostrada na Figura II1.6 através do sinal de eco, e a magnitude
de seu respectivo espectro, proveniente da superficie de um disco de safira posicionada

perpendicularmente ao feixe e no foco do transdutor, estando ambos imersos em salina

0.20 4
| Eco do pulso emitido

0.154

0.104

0.05 4

0.00

(volts)

-0.05

-0.10

-0.15 4

-0.20 —
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5

Tempo (us)
@

1.2
Espectro do eco do pulso emitido
1.0
0.8

0.6

0.4 4

Magnitute (normalizado pelo pico)

0.2 4

0.0

T L T T TT T T 717 T T 77 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Freqiiéncia (MHz)
(b)
Figura II1.6- (a) Sinal de eco e (b) magnitude de seu espectro, proveniente da
superficie de um disco de safira posicionada no foco de um transdutor de

PVDF com area ativa de 3 mm e usado no presente trabalho.

Para o conjunto de transdutores usados na tese, as médias (1 desvio padrao) da
freqliencia central e da largura de banda (-3dB) do espectro do pulso de ultra-som

emitido foram 47,3 (2,94) MHz e 21,9 (4,2) MHz, respectivamente.
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I11.2.3- Acionamento de varredura do feixe

Basicamente, a obtencdo de imagens de ultra-som comeca com o transdutor de
ultra-som movimentando-se em forma pendular no plano de imagem (1,5 por 10 mm).
Para isto, o transdutor foi montado em um sistema eletromecanico de varredura setorial
constituido por um motor cc com eixo acoplado a um redutor de 14:1 (A-
MAX26+GP26B; Maxon, Suica) e um codificador optico (BHK 06.24K1024-16-5;
Baumer, Sui¢a), o qual permite a obtencao de imagem em tempo real numa taxa de 2
quadros/segundo (Figura III.7). Tipicamente, sdo geradas 512 linhas por cada quadro de
imagem. Isto corresponde a um pulso de sincronismo emitido pelo codificador a cada
passo de 0,35 graus do eixo do motor. Os sinais de pulso emitidos pelo codificador sdao
usados como sinal de sincronismo. Eles sdo responsaveis pelo disparo do pulsador. Uma
vez excitado, o transdutor emite um pulso de US no meio e o sinal retroespalhado ¢
coletado no mesmo transdutor, cujo sinal de saida passa por um amplificador de RF
(AU-1054; Miteq, Hauppauge, Canada), por um filtro passa-banda (25 a 70 MHz)
constituido de um filtro passa-alta com freqiiéncia de corte em 25 MHz (modelo BHP-
25; Mini-circuits, Brooklyn, NY, EUA) em série com um filtro passa-baixa com
freqiiéncia de corte em 70 MHz (modelo BLP-70; Mini-circuits, Brooklyn, NY, EUA) e

depois por um amplificador logaritmico (ver item II1.2.7, a seguir), construido no LUS.

codificador -
optico ,L;L-:'

transduto \ fico

Figura II1.7- Representacdo esquematica do sistema de acionamento da varredura

setorial do feixe de ultra-som.
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I11.2.4- Gerador de pulsos

O gerador de pulsos (AVB2-TB-C, Avtech Eletrosystem, Otawa, Canada) usado
para excitar o transdutor € do tipo monociclo e possui duas caracteristicas fundamentais.
A primeira ¢ sua alta tensao (maximo de 400V), necessdria para transmitir energia
suficiente ao transdutor. A segunda ¢ sua curta duragdo, ja que o pulso gerado consiste
de um tnico ciclo de sendide (com freqiiéncia tedrica variando entre 50 e 100 MHz).

Foi usado na tensao de saida maxima e na freqiiéncia de 50 MHz.

II1.2.5- Protecao do circuito

O expansor de diodos de alta frequéncia utilizado (DEX-3, Matec,
Northborough, EUA) ¢ composto por dois conjuntos de diodos conectados com
polaridades invertidas e posicionados em série entre a entrada e a saida do dispositivo.
O mesmo tem como fungdo atuar como circuito aberto entre o gerador de pulsos e o
transdutor, quando se passa do estado de emissdo ao de recepcao.

O limitador de tensdo esta na entrada do pré-amplificador, ambos conectados em
paralelo. Sua funcdo ¢ evitar que o pulso de alta tensdo transmitido pelo gerador de
pulsos possa ocasionar danos nos outros componentes do sistema. Quando um pulso de
alta tensdo ¢ apresentado na entrada do limitador, este limita o nivel de sinal do pré-
amplificador, evitando danos ao mesmo. Se o sinal ¢ de baixa tensdo, o limitador se
porta como circuito aberto (recep¢ao), fazendo com que o limitador ndo interfira no

sinal de US, transmitido ao pré-amplificador.

II1.2.6- Pré-amplificador

O amplificador de RF (AU-1054, Miteq, Hauppauge, Canadd) esta localizado na
saida do transdutor para aumentar o nivel de sinal de US proveniente da amostra. O
ganho proporcionado ¢ de 30 dB (+ 0,5 dB), mantendo-se constante dentro de sua banda
que vai de 1 a 500 MHz. As impedancias, tanto na entrada como na saida sao de 50 Q ,

permitindo casamento das mesmas com os cabos co-axiais que interligam o sistema.
II1.2.7- Amplificador logaritmico (AL)

A montagem do AL foi parte do trabalho de tese desenvolvido por Petrella [66].

Suas funcdes sdo enfatizar os sinais de baixa amplitude e detectar a envoltoria do sinal
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de RF retroespalhado. A constru¢do do AL envolve o uso de um circuito integrado
(AD640N; Analog Devices Inc., Norwood, EUA) junto com um amplificador
diferencial (AD844; Analog Devices Inc., Norwood, EUA) e uma série de elementos
passivos (resistores, capacitores e indutor). Com a configuragdo proposta ¢ obtida uma
faixa de 40 dB e uma largura de banda de 50 a 150 MHz, adequadas para o sinal

estudado.

II1.2.8- Conversor analogico/digital (CAD)

A digitalizag@o dos sinais obtidos na saida do AL (envoltoria dos sinais de RF) ¢
feita por uma placa de CAD (modelo NI PCI-5114; National Instruments, Austin TX,
EUA) e transferida para um processador digital de sinal (microcomputador) para a
conversao de varredura e exibicdo da imagem na tela do monitor. Esta placa, com dois
canais de entrada e 8 MB de memoria RAM por canal, funciona com freqiiéncia de
amostragem de 250 MS/s. Esta freqiiéncia de amostragem atende a digitalizacdo das
envoltorias do sinal retroespalhado para a freqiiéncia central de RF até¢ 50 MHz.

O software usado para a captagdo de sinais e geracao de imagens, desenvolvido
em LabVIEW™ (versdao 7.2; National Instruments, Austin, TX, EUA), ¢ denominado

“Interface BMU 10.vi”. As rotinas de digitalizagdo podem ser consultadas em [66].

I11.2.9- Microcomputador e estante movel

A instalagdo da placa do CAD, o desenvolvimento de software para
configuragdo da placa, sincronizacao de varredura e apresentacao dos resultados e
armazenamento de dados foram realizados utilizando-se um computador Pentium III.
Este computador foi equipado com um processador de 2,4 GHz, monitor de video de 17
polegadas, teclado, mouse, driver de CD ROM com gravador e interfaces padroes para
impressora RS-232. O conjunto foi instalado em estante movel para facilitar a

movimentagdo do sistema (Figura I11-8).
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Figura II1.8- (a) Estante movel com computador e detalhes do BMU e (b) detalhe do

front end e recipiente para a amostra de tecido.

I11.2.10- Plataforma XYZ para posicionamento da amostra

A metodologia empregada para obtencao de imagens de ultra-som (US) se faz
movimentando o transdutor no plano de imagem com a amostra de tecido colocada
imovel sobre uma coluna contendo um disco de safira submerso em solugdo salina com
a temperatura controlada.O conjunto transdutor e disco de safira possui deslocamento
relativo por meio de uma plataforma XYZ.

Essa plataforma compde-se de quatro partes (Figura I11.9). Uma delas consiste
em uma base com manipuladores lineares micrométricos com precisao de 10 pm (M-
436A, Newport, Irvine, EUA), que permitem o movimento da amostra no plano
horizontal XY. Sobre esta base esta colocado o recipiente para a amostra de tecido
biologico.

A inclinagdo da base ¢ controlada por outro sistema de ajuste (M-39, Newport,
Irvine, EUA), que tem dois manipuladores que permitem orientar a superficie da safira

perpendicularmente a dire¢ao de propagacao do feixe.
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Uma terceira parte da plataforma consiste de um manipulador linear
micrométrico (360-90, Newport, Irvine, EUA), que permite um ajuste fino do
deslocamento do transdutor ao longo do eixo vertical Z. Esta plataforma esta acoplada
também a outro manipulador (281, Newport, Irvine, EUA), que permite ajuste grosso do

transdutor, também ao longo do eixo vertical Z.

Ajuste Fine
.

em 7 \

Ajuste Grosso
em 7

Ajustes de Inglinagiio

— Ajusics TTorizontais

Figura II1.9- Sistema para posicionamento da amostra, mostrando o0s

micromanipuladores horizontais e vertical (Cedido por Petrella [66]).

II1.2.11- Recipiente para amostra de tecido bioldgico e controle de temperatura

O recipiente onde ¢ colocada a amostra de tecido foi usado durante a obtencao,
in vitro, das imagens e a coleta de sinais de eco para a caracterizacao ultra-sonica de
pecas de colon. O recipiente ¢ formado por duas cdmaras de acrilico incomunicéaveis
(Figura II1.10). A camara externa ¢ selada e contém duas aberturas num dos lados para
entrada e saida de fluido (dgua), que circula pela acdo de uma bomba hidraulica. Este
fluido € conectado a um regulador térmico (aquecedor) com controle PID (proporcional
integral diferencial), que eleva o nivel de temperatura ao valor desejado, que ¢
estabelecido por um controle associado [66].

A camara interna, envolta pela cdmara externa, ¢ aberta na parte superior por
onde ¢ inserida uma coluna de acrilico com altura regulével, para colocagdo da amostra.
Esta camara ¢ preenchida com solucdo salina a 0,9% que atua como meio de

acoplamento entre o transdutor e a amostra de tecido, servindo também para a condugdo
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de calor. Assim, o fluido que circula dentro da camara externa transmite o calor, por
condugdo térmica através das paredes, para o fluido da camara interna.

Sobre a coluna de acrilico, inserida na cimara interna, ¢ montado um disco de
safira (diametro = 25,4 mm, altura = 8,09 mm) que atua como um substrato. A amostra

de tecido bioldgico € colocada em cima da safira e coberta por um filme de PVC.

Caoluna

Figura III.10- Recipiente com temperatura controlada para colocagdo da amostra de

tecido (Cedido por Petrella [66]).

II1.3- Obtengdo dos parametros quantitativos

Os parametros usados para a caracterizacdo ultra-sonica da parede de colon
compreendem a espessura da amostra, a velocidade de propagacdo da onda e os
coeficientes de atenuacdo e de retroespalhamento em funcdo da freqiiéncia e de
retroespalhamento integrado. Para a obten¢do destes pardmetros ¢ necessario
determinar, antes, a espessura da parede. A coleta dos sinais, descrita a seguir,
necessarios para a determinacao dos parametros mencionados, foi realizada utilizando-
se o programa computacional “AQ sinais vl.vi”. Uma vez coletados os sinais, os
mesmos foram processados usando o programa computacional “CTUS.vi” para o
calculo dos parametros citados. Ambos os programas computacionais, desenvolvidos

em LabVIEW™ (versdo 7,2; National Instruments, Austin, TX, EUA), sdo parte
integrante da instrumentacdo de BMU do LUS.
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II1.3.1- Preparacdo da amostra

As imagens e os parametros quantitativos relacionados ao US sdo obtidos com
tecido colocado sobre o disco de safira, que esta repousado sobre uma coluna de acrilico
posicionada no centro do recipiente com temperatura controlada. A amostra de tecido ¢
recoberta por uma membrana de PVC de 9 um de espessura para evitar que a mesma se

desloque ao ser imersa no banho, conforme ilustrado na Figura I11.11.

Figura I1I.11- Recipiente contendo a amostra de tecido ja colocada sobre o disco de

safira e recoberta pela membrana.

A amostra do colon usada para exame € obtida a partir do recorte de uma porgao
retangular da peca original (c6lon esquerdo do rato), medindo cerca de 5x5 mm. Antes
de ser recoberta pela membrana de PVC, a mostra ¢ gotejada com formaldeido a 10%
por 2 minutos e enxaguada a seguir com solug¢do salina a 0,9%. O gotejamento,
introduzido j4 na metade dos experimentos, foi proposto pelo patologista ao constatar
que havia autdlise no material examinado. A autolise ¢ atribuida ao tempo prolongado

(= 3 horas) de imersao da peca em salina a 37 °C para a coleta de sinais.

49



II1.3.2- Coleta dos sinais de RF usados no célculo dos pardmetros quantitativos

A escolha da regido de interesse para a coleta dos sinais de RF baseou-se na
imagem de BMU da parede da amostra. Procurou-se uma regido onde houvesse uma
distribuicao continua de tecido entre a membrana de PVC e a superficie do disco de
safira. Uma vez definida a regido de interesse, foi realizada uma varredura do tipo raster
do feixe sobre a mesma, coletando-se sinais de eco numa regido contendo os pontos de
amostragem distribuidos na forma de uma matriz de 8x8 perfazendo 64 pontos,
separados por uma distancia de 50 um, conforme ilustra a Figura I11.12.

Para medir a velocidade, a espessura e os coeficientes de atenuagdo e
retroespalhamento, foram coletadas 6 seqiiéncias de sinais, cada uma delas contendo 64
aquisi¢des de sinal RF seguindo a varredura raster mencionada. A Figura III.13 ilustra
cada seqiiéncia de sinais adquirida. Para a aquisi¢@o dos sinais, o transdutor permaneceu
fixo com seu feixe orientado perpendicularmente a superficie do disco de safira, sendo a
varredura realizada pelo deslocamento da amostra em relagdo ao feixe e usando os
micromanipuladores para os eixos X e Y. Os sinais de RF foram adquiridos diretamente
da saida do pré-amplificador de RF usando-se o conversor analdgico/digital. Cada sinal
adquirido correspondeu a uma média coerente de 100 amostras, melhorando-se com isto
a relagdo sinal/ruido dos sinais coletados.

Para a primeira seqiiéncia de aquisi¢do de sinais foi escolhida uma regido de
interesse fora da amostra. Cada aquisicdo compreendeu o sinal de eco da safira, com o
pulso transmitido atravessando a membrana e uma camada de salina entre a membrana e
a superficie do disco de safira. Na segunda seqiiéncia foi coletado o sinal de eco da
safira, mas com a onda transmitida atravessando a membrana e¢ a amostra de tecido na
regido de interesse. Os sinais destas duas seqiiéncias sdo usados na obtencdo do
coeficiente de atenuagao.

Para a proxima seqiiéncia foram coletados sinais de retroespalhamento
provenientes de toda a parede da amostra, usados para calcular os coeficientes de
retroespalhamento em fungdo da freqiiéncia e integrado (IBC). Durante a coleta, os
sinais adquiridos foram janelados de forma a eliminar os ecos da membrana e da
superficie do disco de safira.

As proximas seqiiéncias compreenderam os sinais de eco provenientes da

membrana e da superficie do disco de safira. Neste ultimo caso levaram-se em conta
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duas situagdes: uma com a onda transmitida atravessando a membrana ¢ a amostra de
tecido e outra com a onda transmitida propagando-se apenas pela solugdo salina. Com
as trés seqiiéncias de sinal de eco adquiridas foi possivel determinar, de forma

independente, a espessura e a velocidade de propagacao da onda na amostra de tecido.

Ao Sistema de
Aquisicio de Sinais

)-—3 mm—"
|

Transdutor Focalizado
(50 MHz)

Amostra L. |
Varredwra Matiicial

Distancia

Disco de Safira Foeal

Figura II1.12- M¢étodo de varredura para obtencao dos sinais. Adaptado de Ye et al [67]

-~ Membrana
-een Tecudo
1 B 1 "

! Disco de Safira

B

oo
Sieg,

Figura III.13- Esquema com os sinais usados para calculo da espessura, velocidade,

atenuacdo e retroespalhamento. a) sinal de referéncia; b) sinal de eco
atenuado ¢ eco da membrana; c) sinal janelado para calculo do

retroespalhamento. Adaptado de Ye et al [67].
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Durante a coleta dos sinais de RF a temperatura da solu¢do salina na regido

contendo a amostra de tecido foi controlada em 37 (£1) °C.

II1.2.3- Medicao da espessura e da velocidade da onda na amostra de tecido

A espessura e a velocidade de propagagdao da onda na amostra de tecido sao
calculadas de forma independente a partir dos tempos de voo dos sinais de eco coletados
nas trés ultimas seqiiéncias mencionadas anteriormente. O método de calculo usado esté
descrito por Ye et al [66].

As equacdes utilizadas para a determinacdo da espessura da amostra, d, e

velocidade da onda na amostra, v (ver figura II1.13), sdo:

e(t,(x ) =4 (5 y)
. .

-1
v(x,y):d(x,y{m_d_m+t2;t3j ’ ®)

d(x,y)= (7)

C \4

m

onde xe y representam as coordenadas do ponto de incidéncia do feixe de ultra-som na
regido de interesse sobre a superficie da amostra, ¢ ¢ a velocidade do som na solucdo

salina a 37°C (1531,27 m/s), t, € o tempo de voo do pulso de ultra-som que se propaga
pela solugdo salina e reflete na safira, # ¢ o tempo de voo para o sinal de eco refletido
na interface PVC/tecido, d, ¢ a espessura da membrana PVC (9 pm), v, ¢ a
velocidade de som na membrana de PVC (1890 m/s, [68]) e ¢, € o tempo de vdo para o
sinal de eco passando através do tecido e, posteriormente, refletido na placa de safira.

Os tempos de voo ¢,, ¢, e t, estdo esquematizados na Figura II11.10.

Os valores médios de d e v sdo determinados como segue:

8

d=2 > dlx.y) ©)

llj

v= 3 S (x, ). (10)

64 i=l j=1
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I11.3.4- Medicao do coeficiente de atenuagao

E usada técnica de inser¢do descrita por Ye et al [67], aplicada a tecidos solidos
e adequada a freqiiéncia do transdutor. A média do coeficiente de atenuagdo da
amplitude, « , ¢ determinada de acordo com a seguinte equagao:

__ 13 [A(x,.9,./)
a(f)=- 4;z2d IOW’ (11)

onde f ¢ a freqliéncia da onda, d ¢ a espessura da amostra,

A| e |A0| sdo as
amplitudes dos espectros do pulso de onda transmitida através da amostra de tecido e do
pulso de referéncia refletidos na safira, respectivamente. O meio de propagacdo entre a
membrana e a safira para o pulso de referéncia ¢ somente a solugdo salina.
Normalmente, para a maioria dos tecidos moles e liquidos biologicos «

depende da freqiliéncia [67] como segue:
a=ao,f7, (12)
onde ¢, tem o0 mesmo valor do coeficiente de atenuagio em 1 MHz dado em Np-m™'-ou

dB-m™, sendo f a freqiiéncia em MHz.

A equacgdo (12) pode ser reescrita em termos do coeficiente de atenuagdo em 50
MHz como segue:

4 13
STRZde (9

onde a, é o coeficiente de atenuagdo em Np-m™ ou dB-m” em 50 MHz sendo f,, a

freqiiéncia em 50 MHz.
Comparando-se (12) e (13) tem-se que:
aSO

= 14
=) (9

I11.3.5- Medicao do coeficiente de retroespalhamento

Para medir o coeficiente de retroespalhamento a regido focal do transdutor foi
posicionada no meio da amostra, a meio caminho entre a membrana de PVC e a
superficie do disco de safira. Como os transdutores utilizados possuiam uma DOF
variando entre 500 e 1000 pum, foi usada uma janela de 130 ns (= 100 pum e

correspondendo a 20% da DOF minima) para isolar o sinal de RF retroespalhado e
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garantir que todo o sinal janelado ficasse dentro da DOF de cada transdutor e ndo
apresentasse uma modulacdo em amplitude causada pela difracdo do feixe. Foi usada
uma janela retangular afilada em 10% pela fungdo co-seno (10% cosine tapered
window). O sinal janelado foi compensado dos efeitos da atenuagdo usando-se o método

descrito por Dastous et al [68].

O coeficiente de retroespalhamento, y, , ¢ calculado em fun¢do da razdo entre a

energia do sinal espalhado, corrigido da atenuagdo, e a energia do sinal de referéncia
apos reflexdo na safira. Segundo Ye et al [67], seu valor médio ¢ determinado usando a

seguinte equacao:

(15)

onde R;= 0,631 ¢ o coeficiente de reflexdo de intensidade na interface salina-safira;

S|

¢ a magnitude do espectro do sinal retroespalhado;

A0| ¢ a magnitude do espectro do

sinal de referéncia, @ ¢ a metade do dngulo de abertura do feixe do transdutor na regido
focal, D ¢ a profundidade em mm, que corresponde a duracdo da janela no sinal
retroespalhado. O coeficiente de retroespalhamento é medido em sr™-m™.

Analogamente ao coeficiente de atenuacgdo, para a maioria dos tecidos moles e

liquidos biolodgicos, ,, depende da freqiiéncia [67] como segue:

tyy = o f7, (16)
onde 4, tem o mesmo valor do coeficiente de retroespalhamento em 1 MHz dado por
st’-m™, sendo 1 a freqiiéncia em MHz.

A equacdo (15) pode ser reescrita em termos do coeficiente de

retroespalhamento em 50 MHz como segue:

Hsg
=" S (17)
a (fso)yf

onde i, é o coeficiente de retroespalhamento em sr'-m” em 50 MHz sendo f;, a

freqliéncia em 50 MHz.

Comparando-se (16) e (17) tem-se que:
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M

II1.3.6- Medicao do coeficiente de retroespalhamento integrado

A medic¢do do coeficiente de retroespalhamento integrado, u,, ¢ feita segundo
técnica descrita por Machado et al [60]. Esta medi¢do se baseia em um sinal
retroespalhado da amostra ao longo da extensdo de sua parede e de outro obtido pela
reflexdo do pulso emitido pelo transdutor em um alvo plano, posicionado
perpendicularmente ao feixe de US, sendo a solugdo salina o tinico meio de propagacao.
A média de u,, como fun¢do da profundidade z na amostra, ¢ determinada através da

seguinte equacao:

2
ﬂI(Z):Lii 20'R(] ‘Sj(xi’yj’z] : (19)

onde o ¢ um coeficiente de correcdo, devido a difracdo, de um feixe focalizado e

refletido em um alvo plano localizado no ponto focal z, (Chen et al [69], Machado et al
[70]). |s S| ¢ a envoltdria do sinal retroespalhado ao longo da profundidade da amostra,

£ ¢ o angulo solido de recep¢do do transdutor, D, ¢ uma funcdo de corre¢do da
difragao, Chen et al [69], do feixe ao longo de z e determinado na freqiiéncia central
f, do pulso emitido pelo transdutor, @, =27xf,. |s0| ¢ a envoltoria do pulso de
referéncia refletido na safira, para o qual o meio de propagacdo entre a membrana e a
safira ¢ somente solugdo salina.

O coeficiente de retroespalhamento integrado é dado em sr'-m™.

II1.3.7- Testes estatisticos

Para comparacao das médias dos parametros quantitativos entre os grupos com
ulcera e sem ulcera foi usado usado o teste # de Student. Levou-se em consideragdo um
nivel de significincia estatistica de 0,05. Os resultados sdo expressos em termos de

média (1 desvio padrio).
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CAPITULO IV

Resultados

IV.1- Resultados quantitativos
IV.1.1- Comparagdes entre 0s grupos

Os resultados dos parametros quantitativos relacionados a propagacao do US no
colon dos ratos submetidos a colite por TNBS estao apresentados a seguir. A velocidade
de propagacdo da onda e a espessura da parede para os dois grupos estdo apresentadas
na Tabela IV.1. Os resultados sdo expressos em termos de média (1 desvio padrao).

A freqiiéncia central do pulso de ultra-som incidente nas amostras teve um valor
médio de 47,3 MHz (£1 desvio padrao = 2,9 MHz). Os coeficientes de atenuacao e de
retroespalhamento foram calculados para as bandas de freqiiéncia de -3dB (média de

29.1 MHz) e -6dB (média de 31,4 MHz) do pulso de onda incidente nas amostras.

Tabela IV.1- Média (=1 desvio padrao) da velocidade e da espessura para os grupos

com € sem ulcera.

n Velocidade da onda Espessura do colon

(nvs) (wm)
Grupo com tulcera 18 1621,99 (£110,59) 1816,44 (£467,58)
Grupo sem tlcera 20 1627,52 (£138,83) 1846.26 (£309,00)

Nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos com e sem
ulcera para os parametros velocidade e espessura.

Os coeficientes de atenuacdo em 50 MHz (o, ) e de retroespalhamento em 50 MHz
(s, ), assim como os valores dos expoentes da freqiiéncia (y) relacionados a ambos os

coeficientes, expressos em termos da média (£1 desvio padrdo) podem ser vistos nas

Tabelas IV.2 e IV.3 para as bandas de -3dB e -6dB, respectivamente.
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Tabela 1V.2- Média (1 desvio padrao) dos coeficientes de atenuagdo e de

retroespalhamento para a banda de -3dB.

Atenuacao Retroespalhamento
n Ols, Y (10%) s, v
(dB/mm) (1/sr-mm)
Grupo com tulcera 18 4,52(%£1,67) 1,74(%£1,04) 1,93(£3,67) 1,22(%1,61)
Grupo sem Ulcera 20 571(%£1,99) 1,55(£0,48) 3,25(%4,07) 1,28(%1,55)

Tabela IV.3- Média (£l desvio padrdo) dos coeficientes de atenuacdo e de

retroespalhamento para a banda de -6dB.

Atenuacao Retroespalhamento
n Olso v (10%) s, v
(dB/mm) (1/sr-mm)

Grupo com ulcera 18 4,52 (£1,65) 1,63 (+0,78) 2,13 (4,53) 0,49 (+0,94)
Grupo sem Uulcera 20 5,67 (x1,95) 1,63 (x0,41) 4,28 (%7,62) 0,87 (x1,21)

Nao houve diferenca significativa entre as médias dos coeficientes de atenuagdo e
retroespalhamento nos grupos com e sem ulcera, considerando ambas as larguras de

banda de -3dB e -6dB.

IV.1.2- Exemplos de comportamento dos coeficientes de atenuacgdo e de retroespalha-
mento em funcdo da freqiiéncia

Exemplos de comportamento dos resultados dos coeficientes de atenuagdo e
retroespalhamento em fungao da freqiiéncia estdo colocados a seguir. Sao mostrados os
resultados para as amostras R0, R5s e R6c na faixa de -6dB (Figuras IV.1 a IV.6). Os
resultados para outros 7 ratos estdio no Anexo I. Nos graficos sdo mostrados os
resultados em termos de média, do dobro do erro padrao e da interpolacdo da média,
para os coeficientes de atenuacdo e retroespalhamento. O comportamento ¢ similar para
os resultados nos trés exemplos exceto pelo fato da atenuagdo ter sido

significativamente maior no rato normal.
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Figura IV.2- Comportamento do coeficiente de retroespalhamento em fungdo da

freqiiéncia para o RO.
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freqiiéncia para o R5s.
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Figura IV.6- Comportamento do coeficiente de retroespalhamento em funcao da

freqiiéncia para o Réc.

IV.2- Resultados qualitativos

IV.2.1- Descri¢ao do material

A colite pelo TNBS desenvolvida nos ratos pdde ser considerada grave (com

ulceras maiores do que 1 cm) em 11 dos 20 ratos (55%). Ja a colite leve ( ulceras
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menores que 1 cm) estavam presentes em 8 casos (40%). Um dos animais (R1) ndo
apresentou ulceras no momento do sacrificio e a histologia mostrou ulcera em
epitelizacao.

Na tabela IV .4 estao listados os animais com colite leve ou intensa.

Tabela IV.4- Animais com colite leve ou intensa.

Ratos
Colite leve R2, R4, R10, R14, R16, R18, R19, R20
Colite acentuada R3,R5,R6,R7, R8, R9, R11, R12, R13, R15, R17

IV.2.2- Comparagao entre imagens de BMU e da histologia

Todo o material apresentou autdlise em maior ou menor grau, que foi reduzida a
partir dos experimentos com o R12, quando foi introduzido o gotejamento de
formaldeido na superficie do tecido recortado antes da montagem para aquisicao de
sinais como descrito no item I11.3.1.

A histologia normal pode ser comparada a imagem da BMU com identificagao
de até 4 camadas: mucosa, correspondendo a primeira camada hiperecogénica; muscular
mucosa, correspondendo a segunda camada hipoecogéncia; submucosa, correspondendo
a terceira camada hiperecogéncia; e muscular propria, correspondendo a quarta camada
hipoecogéncia. A correlagdo entre as camadas vistas pela BMU e pela histologia no rato
RO (sem clister de TNBS) ¢ mostrada na Figura IV.7. A imagem de BMU foi obtida
sem membrana recobrindo o tecido e a faixa branca na parte inferior da imagem
corresponde a superficie do disco de safira. Notam-se o pregueado e as camadas de

aspecto normal.
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Figura IV.7- (a) Imagem de BMU de célon de rato normal, RO. (b) histologia com

identificacdo das camadas histoldgicas normais.

Imagens de BMU e de histologia do colon de ratos submetidos ao clister de
TNBS, mas obtidas a partir de fragmentos fora da regido ulcerada podem ser vistos nas
Figuras IV.§, IV.9 e IV.10. A Figura IV.8 corresponde a imagem obtida do célon do
R4s. As camadas estdo integras e ha hiperplasia do epitélio na histopatologia, além de
peritonite e infiltrado inflamatorio do meso. As faixas brancas nas partes superior e
inferior da imagem de BMU correspondem a membrana de PVC e a superficie do disco
de safira, respectivamente.

A Figura IV.9 contém as imagens de colon do R19s. Nela, o epitélio
hiperplasico estd representado por um espessamento da primeira camada
hiperecogénica. O pregueamento normal estd mantido, assim como as demais camadas
histologicas. As faixas brancas geradas pela membrana e pela superficie do disco de
safira também estdo presentes.

Na Figura IV.10 observa-se imagem de BMU com estrutura de camadas
preservada no colon do R10s. Esta imagem foi obtida sem membrana recobrindo a
amostra de colon. Ha intensa autolise no exame histologico e vaso grande na

submucosa.
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Figura IV.8- (a) Imagem de BMU do c6lon do rato R4s. (b) hlstologla.

mucosa

muscular submucosa

(a) (b)
Figura IV.9- (a) Imagem de BMU do c6élon do R19s. (b) histologia.
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Figura IV.10- (a) Imagem de BMU do R10s. (b) Histologia.

A confirmagdo da presenca de tulceras pelo patologista foi feita em todos os
casos. Alguns outros achados histopatologicos considerados relevantes para o modelo
de colite por sua similaridade com achados da doenga de Crohn e outros por sua

presenca de forma repetida no material examinado estao listados na Tabela IV.5.

Tabela IV.5- Achados histopatologicos nos ratos submetidos a clister com TNBS.

Ratos
Hiperplasia do epitélio R1,R3,R4,R5,R11,R12, R14,R15, R16, R17, R18
Agregados linfoides R1, RS, R7
Pseudopdlipos R3,R17
Fistula R7,R12
Ulcera histologica R1,R4,R9, R14, R17

O agregado linfoide foi identificado pela BMU em 1 rato e a sua correlagdo com

a histologia pode ser vista na Figura IV.11.
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Figura IV.11- (a) Imagem de BMU do R5s. (b) Histologia com agregado linféide na

submucosa.

As tulceras menores que 1 cm puderam ser avaliadas em termos de acometimento
em profundidade através da BMU, com delimitagdo das camadas histologicas
envolvidas. As Figuras IV.12 e IV.13 sdo de célon de rato com ulceras menores que 1
cm e mostram o acometimento em profundidade. Ambas as figuras mostram imagens de
BMU com ulceras superficiais (restritas & mucosa), com preservacdo da muscular
mucosa (segunda camada hipoecogénica) e submucosa (terceira camada
hiperecogénica). Ha infiltrado inflamatorio e espessamento da submucosa a histologia
em ambos os casos. As faixas brancas nas partes superior e inferior da imagem de BMU

correspondem a membrana de PVC e a superficie do disco de safira, respectivamente.
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Figura IV.12- (a) Imagem de BMU do R14c. (b) Histologia.
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Figura IV.13- (a) Imagem de BMU do R16c¢. (b)Histologia.

As tulceras grandes tiveram como caracteristica o acometimento transmural,
levando geralmente ao espessamento da parede, intenso infiltrado inflamatério ao longo
da parede e perda do pregueamento usual. As Figuras IV.14, IV. 15 e IV.16 sdo
exemplos de imagens de BMU de ulceras grandes.

Na imagem de BMU da Figura IV.14 identifica-se a borda da ulcera do colon do
R11c. Nota-se transi¢ao do epitélio hiperplasico para tlcera, onde perde-se a distingdo

das camadas. A histologia mostra necrose de epitélio e submucosa, além de infiltrado
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inflamatorio intenso. Nas Figuras IV.15 e IV.16 ndo se vé transi¢do ou borda, pois as
imagens de BMU foram feitas no centro da tulcera. Ha perda da estrutura de camadas
nas imagens de BMU. A histologia do R9c (Figura IV.15) revela espessamento da
submucosa, com fibrose e infiltrado inflamatério. Ja no Réc (Figura IV.16), ha necrose

extensa da mucosa e da submucosa, além de espessamento da muscular.

borda da tlcera borda da ulcera

muscular  submucosa
(a) (b)
Figura IV.14- (a) Imagem de BMU do R11c. (b) Histologia.
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FiguralV.16- (a) Imagem de BMU do Réc. (b) Histologia.

IV.3- Coeficiente de retroespalhamento integrado ou IBC (Integrated Backscatter
Coefficient)

As imagens de BMU e o perfil do IBC de quatro amostras de célon dos ratos
R5s, Ré6c, R14c e R16¢ sdao apresentados nas Figuras IV.17 a IV.25. Nestas imagens
estdo indicados o local da coleta de sinais de RF, a safira, a membrana de PVC e as

camadas histoldgicas correlacionadas no IBC.
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Nos graficos observa-se a distingdo entre as caracteristicas do retroespalhamento
para as diferentes camadas identificadas. A média e o dobro do erro padrdo do IBC sdo
plotadas em fun¢ao da espessura da parede.

As histologias podem ser consultadas no item IV.2 em comparacdo da BMU
com exame histopatolédgico.

Na Figura IV.17, a imagem de BMU apresenta um aumento da espessura da
camada submucosa as custas do agregado linféide. No grafico do IBC (Figura IV.18) o
segmento plotado corresponde as camadas mucosa, submucosa espessada, muscular
propria e o artefato junto a safira. A localizagdo e o tamanho de cada segmento foram
determinados considerando as dimensdes relativas de cada camada na imagem de BMU
e na histologia.

As Figuras IV.19 e IV.20 correspondem a imagem de BMU e IBC do Ré6c. A
imagem de BMU mostra mucosa com necrose, a submucosa de espessura normal e a
muscular propria espessada. O grafico do IBC mostra segmento correspondente a
muscular propria espessada.

A imagem de BMU e o grafico do IBC do R14c estao representadas nas Figuras
IV.21 e IV.22. A coleta dos sinais para constru¢do do IBC foi feita na adjacéncia da
ulcera, onde est4 preservada a estrutura de camadas - indicado pela seta RF na imagem
de BMU (Figura IV.21). O grafico do IBC revela espessuras e padrio de
retroespalhamento relativamente preservado e leve espessamento da submucosa (Figura
1V.22).

A coleta de sinais para o R16c, da mesma forma que o caso anterior, foi feita nas
adjacéncias da ulcera. Também se nota na imagem de BMU a preservagdo da estrutura
de camadas no local da coleta dos sinais (Figura IV.23). O grafico do IBC mostra

espessamento da camada mucosa (Figura IV.24).
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Escala: 0,1 mm/divisao

Figura IV.17- Imagem de BMU do RS5s para coleta de sinais de RF e constru¢do do
IBC. MU-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular; RF-indica a regiao de

interesse para a coleta de sinais; SA- safira; ME-membrana; AR- artefato.

—e— Média
—4— Dobro do erro padrdo

IBC (1/sr mm)
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Profundidade da amostra (um)

Figura IV.18- Grafico do IBC do R5s. UM-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular

propria; AR-artefato.
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Escala: 0,1 mm/divisao

Figura IV.19- Imagem de BMU do R6c para coleta de sinais de RF e construcao do

IBC. MU-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular; RF-indica a regido de

interesse para coleta de sinais; SA- safira; ME-membrana.
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Figura IV.20- Grafico do IBC do R6c. UM-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular

propria.
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Escala:0,1 mm/divisao

Figura IV.21- Imagem de BMU do R14c para coleta de sinais de RF e constru¢do do
IBC. MU-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular; RF-indica a regido de

interesse para a coleta de sinais; SA- safira; ME-membrana; AR- artefato.
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Figura IV.22- Grafico do IBC do 14c. MU-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular

propria; AR-artefato; SA-safira.
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Escala: 0,1 mm/divisao

Figura IV.23- Imagem de BMU do R16¢ para coleta de sinais de RF e constru¢do do
IBC. MU-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular; RF-indica indica a

regido de interesse para coleta de sinais; SA- safira; ME-membrana.
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Figura IV.24- Grafico do IBC do 16c. MU-mucosa; SM-submucosa; MS-muscular

propria.
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IV.4- Reconstru¢ao em trés dimensdes de uma imagem de BMU

Uma imagem 3D de BMU correspondente ao rato R16¢ foi montada a partir da
obtencdo de 11 planos de imagem 2D de BMU espagados de 100 um e varrendo a
regido da ulcera. As imagens correspondentes aos 11 planos estdo agrupadas e
apresentadas na Figura IV.25, onde se observa uma vista topografica de uma ulcera de

formato geografico assinalada na cor laranja.

T Y
{ e T
e R

100 m

Figura IV.25- Reconstrucao 3D da imagem de BMU obtida para o R16c, mostrando a

‘ ‘

imagem topografica da ulcera assinalada em laranja.
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CAPITULO V

Discussao

A proposta do presente trabalho foi a utilizagdo da BMU como ferramenta
diagnédstica em colite no modelo animal, simulando a Doenca de Crohn. Neste caso, o
modelo foi adequado em termos de espessura da parede para avaliacdo da doenca
desenvolvida (colite por TNBS), levando-se em conta a capacidade de resolucao para o
ultra-som de alta frequéncia (50 MHz).

Em uma fase que precedeu a aplicagdo da BMU ao modelo de colite, foi tentado
um modelo de carcinogénese em es6fago. Do ponto de vista médico, havia um interesse
maior nesse tipo de modelo de doenca, uma vez que a técnica de BMU estaria no grupo
de metodologias aplicaveis ao diagnostico precoce de cancer devido a alta resolugdo das
imagens produzidas. O modelo era cirurgico (gastroenteroanastomose) e pressupunha
que a exposicdo do esdfago ao contetido biliar da alga intestinal anastomosada no
estdmago proximal do rato aumentava o risco de desenvolvimento de esdfago de Barrett
(EB), displasia e adenocarcinoma [72]. Seria administrado um carcindgeno para
aumentar a taxa de desnvolvimento de displasia e cancer. Por problemas operacionais o
carcindgeno nao pdde ser administrado. Além disso houve uma grande mortalidade (em
torno de 75%) dos ratos submetidos a gastroenteroanastomose. Entre os ratos
sobreviventes acompanhados pelo tempo necessario ao desenvolvimento de EB ndo foi
observado, por endoscopia, nenhum caso dessa doenca.

O modelo de carcinogénese continua a ser pesquisado para colon de rato, dado o
interesse médico, sendo motivo de pesquisa de tese de doutorado, em andamento, que
prevé o uso da BMU (Laboratério de US do Programa de Engenharia Biomédica-
COPPE/ UFR)).

Um problema relacionado a metodologia que ocorreu na primeira parte dos
experimentos foi a autdlise do tecido colocado em solug¢dao para coleta de sinais. A
média para realizagdo dos experimentos foi de 3 horas, o que levava a degradacdo por
vezes visivel do material. Este tempo prolongado deve-se, em parte, ao sistema de
varredura do tipo raster ser manual. Por sugestdo do patologista adicionou-se

formaldeido sob a forma de gotejamento na superficie mucosa do fragmento antes que
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ele fosse imerso em salina. Isso foi feito na segunda parte dos experimentos (n=16) com
melhora consistente da qualidade do exame histopatoldgico. Considerou-se que, apesar
da autolise na primeira parte dos casos (n=22), o exame histopatoldgico no menor
aumento para comparagao com a imagem de BMU foi satisfatorio. Ainda, para avaliar o
efeito causado pela adicdo de formol a superficie mucosa nos parametros quantitativos,
foram comparadas as médias dos pardmetros acusticos medidos antes e depois da
mudanca da técnica, usando-se o teste ¢ de Student. Como resultado, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as médias. Estes resultados sao
consistentes com os da literatura [73] referentes a tecidos bioldgicos fixados com
formaldeido.

Entre os parametros quantitativos relacionados a propagacdo do ultra-som no
colon, estd a velocidade de propagacao da onda. Ela foi praticamente a mesma para os
grupos com e sem ulcera. Comparando com outros tecidos bioldgicos (figado, bago e
cérebro), foram encontrados valores semelhantes [53].

Do ponto de vista dos parametros quantitativos, a grande utilidade da BMU foi
detectar o espessamento (medida da espessura da parede e IBC). O US com faixas de
freqiiéncia menores (US transabdominal) ¢ usado para medir a espessura da parede em
humanos e isso ¢ interpretado como medida da inflamagdo da parede [4]. Devido a
limitagdo na profundidade de penetracdo, a BMU s6 fornece a informagdo sobre a
espessura total da parede em animais cujo célon tem espessura comparavel a do rato,
sendo neste caso, ferramenta de utilidade na avalia¢dao da inflamagao em trabalhos com
modelo experimental de colite em pequenos roedores. Por outro lado, a informacdo
sobre a espessura da parede do colon do rato normal ndo pdde ser encontrada na
literatura.

A semelhanca entre os espessamentos nos grupos com e sem ulcera pode ser
explicado pela proximidade dos recortes usados para as medi¢des (junto a borda da
ulcera e nela).

O espessamento individualizado das diversas camadas histoldgicas pdde ser
avaliado em parte do material estudado. Os exemplos mostrados no Capitulo IV sao
bem ilustrativos e considera-se bastante razoavel a correlagdo com a histologia. Apesar
disso, foi dificil identificar os limites entre as camadas histologicas do célon do rato,

principalmente quando muito inflamado. Isso gerou também dificuldade em identificar
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os limites entre as camadas nos graficos do IBC. Uma explicacdo para este fato do
ponto de vista da histologia ¢ a similaridade entre os constituintes das camadas, de
forma que a transicdo entre elas ndo fica bem demarcada pela presenca de algum
material que gere reflexdes de US na interface entre as camadas. Em trabalhos
publicados por Machado et al [55, 60], com artéria corondria, verifica-se o limite entre
as camadas com maior facilidade, o que ¢ atribuido a presenca das laminas elasticas
interna e externa, limitando as camadas intima, média e adventicia.

Um atributo do IBC ¢ poder gerar informacao sobre as medidas das diversas
camadas, o que ndo foi feito no nosso trabalho de forma sistematica, mas que
eventualmente poderia ser util para caracterizar o processo inflamatorio na parede do
colon.

Os resultados encontrados para os coeficientes de atenuagado e retroespalhamento
dos ratos com colite estdo na mesma faixa que os encontrados para outros tecidos
bioldgicos como a iris e a cornea e até mesmo o sangue [6].

Nao houve diferenca significativa para os coeficientes de retroespalhamento e
atenuacao, medidos em 50 MHz, entre os grupos com e sem ulcera. Os resultados sao
condizentes com o que se esperava encontrar, dada a proximidade dos recortes dos
fragmentos de tecido com ulcera e sem ulcera, com inflamagdo intensa nas adjacéncias
da ulcera vista na avaliacdo histoldgica.

A principal anormalidade estrutural estudada na parede do colon do rato foi a
ulcera. Na verdade, a existéncia das ulceras no exame endoscopico foi um viés de
selecdo ja que ela foi pré-requisito ao diagndstico da colite induzida pelo TNBS. Optou-
se por este critério uma vez que anormalidades menores como enantema, friabilidade,
mudanga de brilho ou padrao vascular eram de dificil visualizagdo no célon com fezes.

As tlceras eram grandes em sua maioria (55%), o que € compativel com a
descri¢ao da colite experimental pelo TNBS [26], que geralmente resulta em lesdes
extensas e com necrose transmural, principalmente quando o modelo animal usado ¢ o
rato e nao o camundogo.

A tendéncia para cura das lesdes pdde ser constatada através do exame
histopatologico, que em alguns casos ainda mostrava ulceras microscopicas (Ulceras
histologicas) ou em fase de epitelizacdo, que ndo podiam mais ser vistas a olho nu.

Alteragdes relacionadas a cronicidade como fibrose quase nao foram encontradas e isto
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provavelmente deve-se ao fato do prazo para sacrificio apos o clister de TNBS ter sido
curto (de 1 semana).

As ulceras puderam ser identificadas pela BMU e o seu acometimento em
profundidade em uma parte dos casos. O acometimento em profundidade das camadas
histologicas ¢ mais facil nos casos das ulceras menores, acometendo as camadas
superficiais. O acometimento transmural leva a uma indistingdo destas camadas, o que
deve estar relacionado ao fato de terem maior necrose e infiltrado inflamatorio, com
ruptura da estrutura das camadas histolédgicas.

Um fato interessante relacionado a identificagdo do acometimento em
profundidade das ulceras ¢ a curva de aprendizado. Houve uma grande diferenca entre a
avaliacdo da imagem feita nos experimentos iniciais em relacdo aos finais, com uma
facilidade progressiva para identificar a camada histoldgica que limitava o fundo da
ulcera. A importancia do treinamento para qualquer técnica diagndstica ¢ conhecida, e
em se tratando de ultra-som ela aumenta, por ser uma técnica altamente operador
dependente.

Nao foram encontrados granulomas nas amostras de tecido submetido ao modelo
de colite. Elson et al [26] relacionam o desenvolvimento dos granulomas a
administragdo do TNBS por via géstrica. Pereira et al [30] encontraram granulomas em
metade do material estudado. Entre os achados histopatoldgicos descritos na presente
casuistica estdo o pseudopodlipo (2 ratos) e a fistula transmural (2 casos). Nao foi
encontrado relato destas lesdes histoldgicas para o modelo de colite por TNBS. Apesar
de serem interessantes do ponto de vista da correlagdo do modelo com a doenga de
Crohn, tais achados ndo puderam ser identificados pelo BMU. O achado histologico do

agregado linfoide, presente em alguns dos nossos ratos, ¢ descrito como normal [25]
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CAPITULO VI

Conclusao

Com os resultados deste trabalho pode-se concluir que:

Do ponto de vista qualitativo (imagem), a BMU ¢ técnica aplicavel ao
estudo do colon do rato. Foi capaz de identificar as tlceras provocadas
pelo modelo de colite causado pelo TNBS. A BMU pode também
identificar o acometimento em profundidade nas camadas histologicas da

parede do colon gerado pelas ulceras.

Do ponto de vista quantitativo, a BMU foi capaz de determinar a
espessura da parede do coélon doente, ndo havendo diferenga entre os

grupos com e sem ulcera.

O coeficiente de atenuacao, medido em 50 MHz, foi semelhante entre os

grupos de ratos com e sem ulcera.

O coeficiente de retroespalhamento, medido em 50 MHz, foi igual nos

grupos com e sem ulcera.
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ANEXO1

Graficos com resultados dos coeficientes de atenuacao e retroespalhamento
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Figura 1- Comportamento do coeficiente de atenuacdo em funcdo da freqiiéncia

para o ROc.
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Figura .2- Comportamento do coeficiente de retroespalhamento em funcao da
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Figura .7- Comportamento do coeficiente de atenuacdo em fung¢ao da freqiiéncia

para o Rl14c.
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