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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.)

OBTENCAO DE IMAGENS BI E TRIDIMENSIONAIS DE BIOMICROSCOPIA
ULTRASSONICA ENDOLUMINAL DO COLON DE CAMUNDONGOS PARA
DETERMINACAO DE ESPESSAMENTO DE PAREDE E VOLUME TUMORAL

Rodrigo Pereira de Oliveira

Agosto/2021

Orientadores: Prof. Jodo Carlos Machado

Programa: Engenharia Biomédica

O cancer de intestino é o terceiro tipo de cancer mais frequente nos homens e o
segundo nas mulheres. Apesar da alta incidéncia e alta taxa de mortalidade, a maioria
dos casos pode ser prevenida através de técnicas para deteccdo precoce. Para isto, é
importante a realizacdo de trabalhos pré-clinicos, usando modelos animais de doencas
do céblon, o que requer a implementacdo de instrumentacdo de apoio as investigacoes.
Para tanto, a proposta de tese incluiu a implementacdo de uma técnica de geracdo de
imagens tridimensionais de biomicroscopia ultrassonica endoluminal (BMUe-3D),
operando em 40 MHz, a partir da segmentacdo semi-automatica da regido de interesse.
Para gerar imagens de BMUe-3D, foram adquiridas mdltiplas imagens de BMUe-2D
(bidimensionais), com os planos de imagem regularmente espacados. A técnica foi
testada com phantom mimetizador do colon de pequenos animais, na qual foi validada a
técnica, e posteriormente com 18 camundongos muscullus/129SVJ/Tac, in vivo e
submetidos ao protocolo AOM/DSS. As imagens de BMUe-2D foram processadas para
a medicdo do espessamento da parede do célon de camundongos. Foi obtido um
espessamento médio global (SD) de 0.230 (0.023) mm e 0.336 (0.086) mm para 0s
grupos de animais com os colons saudaveis e inflamados, respectivamente. O Sistema
de BMUe estimou volumes na faixa de 0.174 mm?® a 7.909 mm? para o phantoms de
validacdo e 0.066 mm?® a 6.082 mm?3 para os tumores identificados no célon.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
requirements for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

3D ENDOLUMINAL ULTRASOUND BIOMICROSCOPY OF MOUSE COLON
WITH TUMOR VOLUME ESTIMATION

Rodrigo Pereira de Oliveira

August/2021

Advisors: Prof. Jodo Carlos Machado

Department: Biomedical Engineering

Colon cancer is the third most common cancer for men and the second most
common in women. Despite the high incidence and high mortality rate, most of the
cases can be prevented by techniques for early detection. In this sense, it is important to
conduct preclinical studies using animal models of colon diseases, which requires the
implementation of instrumentation to support investigations. Therefore, the thesis
proposal consists in implementing a technique to generate three dimensional
endoluminal ultrasound biomicroscopic images (eUBM-3D), operating at 40 MHz, from
a semi-automated segmentation of region of interest. In order to generate eUBM-3D
images, were acquired a set of eUBM-2D images. The technique was tested, initially, in
a phantom mimicking the colon of small animals, in which it was validated and
thereafter with 18 mice, muscullus/129SVJ/Tac, in vivo and it was submitted under the
AOM/DSS protocol. BMUe-2D images was processed to measurement of the thickness
from mice colon. It was obtained a global mean (SD) of 0.230 (0.023) mm e 0.336
(0.086) for normal and inflamated colon, respectivaly The eUBM system estimated
volumes in the range of 0.174 mm? to 7.909 mm? for validation phantoms and 0.066

mm? to 6.082 mm? for mouse colon polypoid tumors.
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1 Introducao

O INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (2021) estimou o diagnéstico de
cancer coloretal (colorectal cancer - CRC) em 20.540 novos casos anuais em homens e
20.470 novos caso em mulheres, para o triénio 2019-2022 no Brasil. Enquanto que, 0
equivalente americano ao INCA, a Sociedade Americana de Cancer (American Cancer
Society — ACS) estimou para 2021 a deteccdo de 104.270 novos casos de cancer de
colén, com estimativa de 52.980 6bitos em decorréncia da doenca (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020). O cancer é a principal causa de morte no mundo
(PORATTI, 2019), com o cancer colorretal figurando entre o terceiro e quarto tipo mais
comum de cancer diagnosticado mundialmente, e o terceiro em ndmero de mortes
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

Apesar da alta incidéncia e alta taxa de mortalidade, a maioria dos casos de
cancer de colon poderia ser prevenida através de técnicas para deteccdo precoce,
acompanhamento e incremento de testes de diagnésticos mais avancados (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020). Na década passada houve uma reducdo significativa na
incidéncia do cancer de cdlon e na mortalidade devido a essa doenca e essa diminuigdo
deveu-se a ampla prevencdo, ao diagnostico precoce através de testes de diagndstico e
ao aumento do acesso a utilizacdo das técnicas de diagnostico de tumores malignos de
célon (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

O cancer de colon esporadico representa 80% dos casos e desenvolve-se
lentamente, levando cerca de 10 a 15 anos. Tipicamente, 0 tumor comega como um
polipo (crescimento de um tecido na luz do célon ou do reto), ndo cancerigeno, que
pode tornar-se maligno. Certos tipos de pélipos, chamados de pdlipos de adenoma, sdo
comuns, principalmente em pacientes idosos, e acometem de um terco a metade da
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populacdo. Contudo, menos de 10% dos adenomas progridem para 0 cancer
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). A sequéncia adenoma-carcinoma no cancer
de colon esporadico compartilha algumas alteracdes genéticas com o cancer de colon
associado a inflamacdo, no qual a presenca de inflamacdo crénica pode predispor a
malignizacdo (BEAUGERIE, 2015).

Individuos com doencas inflamatorias no intestino, (inflammatory bowel disease
- IBD), como a doenca de Crohn (Crohn's disease - CD), ou colite ulcerativa tem alto
risco de desenvolver CRC, sendo maior do que em individuos saudaveis. Esta doenca
pode se desenvolver espontaneamente, ou como complicacfes tardias de inflamacbes
cronicas. Acima de 20% dos casos de cancer sdo associados com alguma forma de
inflamacédo crénica, 30% sdo associados ao fumo e inalacdo de poluentes e 30% sao
atribuidos a habitos alimentares, considerando que 20% dos casos sdo relacionados a
obesidade, assim o risco de desenvolvimento de tumores cancerigenos esta diretamente
relacionado a extensdo e duracdo dos fatores de risco citados (DE ROBERTIS, 2011).
Uma inflamacdo crénica que procede o desenvolvimento do tumor gera uma
desregulacdo do sistema imunolégico e a IBD representa um exemplo da condicédo que
aumenta drasticamente o risco de CRC (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

Segundo a Sociedade Americana de Cancer, exames de fezes, sigmoscopia e
tomografia computadorizada sdo exames do c6lon complementares a colonoscopia, a
qual é apontada como o exame padrdo ouro, devido a alta sensibilidade e possiblidade
de resseccdo endoscOpica das lesdes, simultaneamente ao exame (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020). Apesar de ser o exame padrdo ouro para o diagndstico de
lesbes e tumores no colon, esta técnica nem sempre é capaz de identificar pequenas
lesBes, especialmente lesdes polipoides e outras localizadas na parede do célon. E

estimado que a colonoscopia previne cerca 65% dos casos de cancer de colon



(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020), com cerca de 34% de falha na deteccéo de
casos para adenomas achatados, 27% para polipos serrilhados e 14% para adenomas
avancados, com falhas na deteccdo mais frequentes do que se supunha previamente
(ZHAO, 2019).

Contudo, com a relevante taxa de falhas na deteccdo de lesbes do exame
endoscopico, principalmente as ndo-polipdides e outras localizadas no interior da parede
do célon, considerando-se que a inspecdo € apenas na superficie, existem alguns
trabalhos realizados provando a eficacia do uso do ultrassom endoscépico na avaliacéo
de lesGes do colon em estudos pré-clinicos (OLIVEIRA, 2019; ALVES, 2013; DE
BRITTO, 2013; SOLETTI, 2013), com a aplicacao de ondas de alta frequéncia, capazes
de avaliar a profundidade de invasdo da lesdo nas camadas intestinais. Esses estudos
pré-clinicos reforcam a capacidade da utilizacdo do colonoscépio, conjugado com o
ultrassom, como uma ferramenta diagndstica nas lesbes do célon. Esta ferramenta tem
alta sensibilidade, com resolucdo de 30 um (axial) e 72 um (lateral) em frequéncias de
40 MHz, adequado para trabalhos com pequenos animais, ratos e camundongos, que em
muitos casos € um caminho utilizado para testar instrumentacdo com algumas
adaptagdes (OLIVEIRA, 2019, ALVES, 2013; DE BRITTO, 2013; SOLETTI, 2013).

FREELING (2016) testaram o uso da biomicroscopia ultrassénica (BMU) para
realizacdo de imagens 3D de tumores de colon em modelos animais para CRC,
empregando um método de imagem transabdominal e ndo invasivo. Neste estudo foi
relatado a capacidade do sistema em quantificar a dindmica do crescimento tumoral e
rastrear sua resposta a um tratamento (FREELING, 2016).

Nesse contexto, uma estratégia para aumentar a eficiéncia da técnica de
Ultrassom (US), verificando todo o tecido, é a geracdo de imagens de Biomicroscopia

Ultrssonica endoluminal (BMUe) em 3 dimensdes (BMUe-3D). Em particular, a



quantificacdo volumétrica de tumores como importante ferramenta de acompanhamento
da eficacia de terapias e rastreamento da resposta de tumores a terapias anti-cancer, com
imagens 3D minimizando erros, comuns em imagens 2D, como: falhas na deteccao de
lesBes ndo polipoides, ou lesdes dentro da parede do colon, e falhas na classificacdo de
estagio tumoral. Exemplos de quantificacGes volumétricas de tumores foram reportadas
por SCHRAMM (2013) baseados em imagens de tomografia computadorizada (CT —
Computed Tomography) do trato gastrointestinal, por NOUGARET (2012) e por
LAMBREGTS (2015) baseado em imagens de ressonancia magnética do CRC.

Nesse contexto, a BMUe é uma tecnologia de imagem com capacidade de
aumentar o indice de deteccdo de tumores, que sdo dificeis ou impossiveis de serem
detectadas por técnicas atuais. Providenciando anélises histoldgicas virtuais e em tempo
real, com deteccdo de lesbes (OLIVEIRA, 2019; SOLETTI, 2013; ALVES, 2013;
SOLETTI, 2012). Assim, a obtencdo de imagem de US em trés dimensdes (US-3D)
pode ser vantajosa, permitindo a visualizacdo do 6rgdo em qualquer direcdo e a sua
estimativa de volume (FREELING, 2016; MARTINS, 2015), a quantificacdo da
variacdo do volume de tumor (SCHRAMM 2013), e a diminui¢do do fator operador-

dependente (SOLETTI, 2013; ALVES, 2013; SOLETTI, 2012).



2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver e testar um sistema de imagens de Biomicroscopia Ultrassonica
Endoluminal bidimensional (BMUe-2D), com pos renderizagdo de imagens de BMUe-
3D, para obtencdo de imagens de phantom mimetizador de colon de camundongo e de
célon de camundongos com tumores para a determinacdo de espessamento de parede e

volume tumoral.

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e testar instrumentacdo para obtencdo automatizada e
simultanea das imagens de endoscopia e de BMUe-2D (bidimensional)
em planos de imagem regularmente igualmente espacados entre si, para a
renderizacdo de imagens de BMUe-3D;

- Confeccdo de Phantoms mimetizadores de colon de camundongo
Obtencéo de imagens de BMUe-2D do co6lon de camundongos sadios e
com tumor;

- Segmentacdo da parede do colon e determinacdo de espessamento;

- Desenvolvimento e teste de um método semiautomatico de segmentagéo

de uma sequéncia de imagens de BMUe-2D;



Renderizacdo de imagens de BMUe-3D a partir de uma sequéncia de
imagens de BMUe-2D dos phantoms, do c6lon de camundongos sadios e
do cblon de camundongos com tumor;

Estimativa do volume tumoral a partir das imagens de BMUe-3D.



3 Reviséo de Literatura e Fundamentacao Teorica

3.1 Modalidade de Imagens Clinicas

No contexto de imagens clinicas e diagndstico precoce para humanos, 0s testes
por imagem mais utilizados para deteccdo de pdlipos sdo: sigmoidoscopia, tomografia
computadorizada e colonoscopia. (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020;
SCHRAMM, 2013).

A sigmoidoscopia consiste de um tubo flexivel, delgado, oco e iluminado que é
inserido, por um examinador treinado, no cdlon sigmoide através do reto. Permite
visualizagdes do reto e do colon sigmoide, sendo necessaria uma simples limpeza do
célon na preparacao desse exame, que é realizado sob sedacdo. Se houver um po6lipo ou
um tumor presente é recomendado ao paciente uma colonoscopia (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020).

A tomografia computadorizada do cdlon é uma colonoscopia virtual, sendo que
este procedimento de imagem resulta em visualizaces 3D e 2D detalhadas do célon e
do reto, baseando-se no uso de uma maquina de raios-X especial, interligada a um
computador. No entanto, € necessaria a limpeza completa do intestino para o sucesso do
exame e 0 procedimento ndo requer sedacdo. No inicio do exame, um cateter € inserido
no reto para permitir a entrada do gas dioxido de carbono que expande o célon e logo
apos, o paciente passa pelo scanner, que gera multiplas imagens do interior do colon.
Este procedimento € menos invasivo que outros, ndo necessita de tempo de recuperacao
do paciente e leva cerca de 15 minutos para ser concluido. Pacientes com pdlipos de
tamanho significantes, maiores que 5 mm, ou outros resultados anormais sao

encaminhados para a colonoscopia. Estudos demostram que o desempenho do



tomografo € similar ao da colonoscopia Optica para a deteccdo de cancer invasivo ou
polipos de aproximadamente 1 cm (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020; SIEGEL,
2019; SCHRAMM, 2013).

A colonoscopia, assim como a sigmoidoscopia, permite um exame visual direto
do colon e do reto. Um colonoscopio, similar a um sigmoidoscépio, é mais alongado e
mais complexo, capaz de permitir a visualizacdo do célon inteiro e a remocdo de
polipos, se presentes. Antes da realizacdo da colonoscopia, € realizada uma limpeza
completa do colon, através da utilizacdo de agentes laxantes, e 0 paciente é sedado
durante o exame para diminuir o desconforto. Se um pdlipo for encontrado, 0 mesmo
pode ser removido passando-se um instrumento através do canal de trabalho do
colonoscépio, para remocdo o polipo da parede do cdlon por resseccdo elétrica. Estudos
mostram que, atualmente, o colonoscépio € o método mais sensivel para a detec¢do do
cancer de colon e de pélipos adenomatosos. A triagem por colonoscopia tem uma série
de vantagens: grande sensibilidade, exame do cdlon inteiro, o diagnostico e a retirada de
polipos em um mesmo exame (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020; ZHAO,

2019).

3.2 Modelos animais de doencas em estudos pré-clinicos

Modelos animais de doengas humanas em estudos pré-clinicos tem vital
importancia para o desenvolvimento de instrumentacdo usada no acompanhamento do
desenvolvimento e elucidagdo de doencas (CHORILLI, 2007; FREELING, 2016).
Vérios avancos foram obtidos com estudos pré-clinicos, como descoberta da insulina,
desenvolvimento de vacinas, uso terapéutico de antibidticos e desenvolvimento de
técnicas de transplante de 6rgdos. No entanto, deve ser observada a impossibilidade, ou
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ja esgotamento, de outros métodos de estudo como ex Vvivo e in vitro, sendo os modelos
animais in vivo vantajosos, pois fornecem informacdes sobre o organismo, no
desenvolvimento de uma doenca, ou resposta a um farmaco. Os camundongos sdo 0s
mais utilizados para estudos pré-clinicos e dentre suas principais vantagens estdo: o
tamanho reduzido, o curto periodo de gestacdo, e a facilidade de proliferacao,
manutencdo e domesticacdo (CHORILLI, 2007).

Estudo envolvendo animais ndo substituem os estudos clinicos, no entanto
estudos pré-clinicos devem ser usados oportunamente para a formulacdo de novas
técnicas de diagndsticos e terapias orientadas, de forma a se tornarem mais focadas,
com forte incremento na possibilidade de sucesso. De fato, modelos animais nao séo os
unicos instrumentos para estudos de descoberta de novos mecanismos da fisiopatologia
da CRC, mas sdo também ferramentas promissoras para o0 avango e entendimento das
respostas tumorais para a inovacao de estratégias quimiopreventivas e terapéuticas (DE

ROBERTIS, 2011).

3.3 Modalidade de Imagens para Pesquisa com Pequenos

Animais

Testes pré-clinicos, baseados em modelos animais para CRC, podem ser
empregados para determinar o potencial de diagnosticos da técnica de BMUe-3D
proposta. Cada vez mais, exames com imagens sdo indispensaveis nas praticas clinicas,
e como consequéncia, houve um aumento significativo na obtencdo de imagens de
pequenos animais, in vivo, para estudos pré-clinicos. Em geral, as imagens de pequenos

animais sdo baseadas em métodos ndo invasivos para a observacdo de estruturas



anatdmicas e funcdes biologicas, in vivo, produzindo informacGes sobre os tecidos
sadios e nao sadios, tais como tumores (OLIVEIRA, 2019; FREELING, 2016;
SOLETTI, 2013; ZANZONICO, 2011).

A natureza ndo invasiva do imageamento permite uma serie de estudos
longitudinais com modelos animais para doencas humanas, como: cancer, doencas
cardiovasculares, doencas neuroldgicas, entre outras. Estes estudos podem ser
direcionados para o diagnostico da doenca, o monitoramento do efeito de um
tratamento, ou outro tipo de intervencdo. Como exemplo, pode ser citado o
acompanhamento do processo de tumorigénese ou metastase (FREELING, 2016;
ZANZONICO, 2011; KLESSILING, 2011).

Vérias modalidades de imagem séo usadas clinicamente, como:

- Imagem por Ressonancia Magnética (MR — Magnetic Resonance Imaging)

(NOUGARET, 2012; LAMBREGTS, 2015; ZANZONICO, 2011);

- Imagem de Ressonancia Magnética por Espectroscopia (MRSI - Magnetic

Resonance Spectroscopic Imaging) (ZANZONICO, 2011);

- Tomografia por Emissdo de Pdsitrons (PET — Positron Emission Tomography)

(SCHRAMM 2013; ZANZONICO, 2011);

- Tomografia Computadorizada por Emissdo de Foton Unico (SPECT — Single-

Photon Emission Computed Tomography) (ZANZONICO, 2011);

- Tomografia Computadorizada (CT —Computed Tomography) (AMERICAN

CANCER SOCIETY, 2020; SIEGEL, 2019; SCHRAMM, 2013),

- Ultrassom (SCHRAMM, 2013).

A instrumentacdo clinica para imageamento de pequenos animais é inadequada,
devido baixa resolucédo espacial, para adquirir imagem de tecidos, e devido dimensdes

do equipamento, projetado para humanos. Assim, € necessario projetar e construir
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equipamentos com maior resolucdo espacial e dedicados para a aquisi¢do de imagens,
com resolucéo e dimens@es adequadas ao uso em pequenos animais (FREELING, 2016;
ZANZONICO, 2011).

A aplicacdo dessas modalidades de imagem clinica em pesquisas pré-clinicas
envolvendo pequenos animais encontra espaco na pesquisa translacional reversa
(ZANZONICO, 2011), o que requer um incremento em performance, especialmente em
resolucdo espacial. Na Tabela 1 é mostrada uma comparacdo entre as diferentes
modalidades de imagem, assim como as necessidades para uma adaptacdo do

equipamento clinico para pré-clinico.

Tabela 3.1.1: Resolucéo espacial comparativa entre exames de imagem clinico e pré-
clinico (ZANZONICO, 2011)

Modalidade Resolucdo Espacial Refinamento
Ciinica Brécimica Clinica para pré-clinica
MRI 1 mm <100 um Campos magnético mais intensos e
bobinas melhores
MRSI lcm 2 mm Campos magnético mais intensos e
bobinas melhores
PET 5mm 1-2 mm Reducdo do sensor e anéis detectores
menores
SPECT lcm 0,5-2 mm Camera com maior ampliagdo
CT 1-2mm <200 um  Aumento no fluxo de raios X, diminuicao
do ponto focal e maior ampliagéo
us 1-2 mm <100 pm Maior frequéncia
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Na Tabela 3.1.2 sdo apresentadas as caracteristicas das diferentes modalidades

de imageamento para pequenos animais.

Tabela 3.1.2: Caracteristicas das diferentes modalidades de imagens em pequenos
animais (ZANZONICO, 2011)

Modalidade Resolucéo Imagem Dose de Custo do
espacial dinamica Radiagéo equipamento
(cGy) (aproximado)
MRI <100 pm Sim 0 $1 milhdo
MRSI 2mm Nao 0 $800 mil
PET 1-2 mm SIM 10-100 $800 mil
SPECT 0,5-2 mm Né&o 10-100 $800 mil
CT <200 pm Néo 10-20 $400 mil
us <100 um Sim 0 $400 mil

Na Tabela 3.1.2 se observa que a dose de radiacdo absorvida (cGy) € zero nas
modalidades MRI, MRSI e US. Nas modalidades PET e SPECT ha uma dose de
radiacdo absorvida consideravel. Esta radiacdo é uma variavel que pode influenciar nas
lesbes ou tumores, com alteracBes genéticas nas células, que podem ser replicadas
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). As modalidades MRI, CT E US s&o
consideradas modalidades de imagem estrutural, devido a alta resolucéo na visualizagéo
da anatomia. MRSI, PET e SPECT sdo modalidades, geralmente, consideradas como
“funcional” ou “molecular” (ZANZONICO, 2011).

US, CT e MRI sdo consideradas as modalidades mais adequadas para
determinacdo de lesdes (KLESSILING, 2011). Dentre as modalidades comparadas, a
guem tem um menor custo relativo é a modalidade de US, que também tem alta

resolucdo. No entanto, o0 US é uma modalidade de imagem operador-dependente, a
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menos que um método de escaneamento automatizado seja implementado para a
aquisicdo de multiplas imagens capazes de permitir a reconstrucdo anatémica da regido
investigada (FREELING, 2016; KLESSILING, 2011).

Trabalhos realizados por ALVES (2013) e SOLETTI (2013) concluiram que a
associacdo da BMUe com a colonoscopia aumenta a acuracia na deteccdo de lesées no
célon de camundongos, com ambas as técnicas complementando uma a outra. No
entanto, devido a técnica de BMUe gerar imagens em duas dimens@es (2D), transversais
e em modo B, como imagens convencionais de US, esse fator apresenta uma
caracteristica de dependente operador, fornecendo uma sub-amostra do volume

anatdmico do tecido (ALVES, 2013; SOLETTI, 2013).

3.3.1 Biomicroscopia Ultrassénica

Clinicamente, o US é usado para a caracterizacdo de tecido bioldgico,
determinacdo de funcGes cardiacas, diagndsticos e avaliacdo do desenvolvimento fetal,
em emergéncias médicas, em triagens, na avaliacdo de tumores e como ferramenta para
guiar procedimentos invasivos (FOSTER, 2011). Usualmente, os transdutores
ultrassonicos usados em ultrassonografia endoscopica clinica operam na faixa de
frequéncias entre 7,5-12 MHz, sendo que frequéncias mais elevadas sdo também
empregadas (ALVES, 2013). ESTE PARAGRAFO ESTA PERDIDO EM TERMOS
DE CONTEXTO

Uma tecnologia relevante € a Biomicroscopia Ultrassdnica (BMU), baseada em
ultrassom de alta resolugédo em imagem 2D, com frequéncia variando de 20 MHz a 100
MHz, que visualiza tecidos in vivo (SOLETTI, 2012; SOLETTI 2013; KLESSILING,

2011). A qualidade da resolucédo espacial em imagens de US é diretamente proporcional
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a frequéncia e a profundidade de penetracdo do US é inversamente proporcional a
frequéncia. Assim, o aumento da frequéncia de US aumenta a resolucdo da imagem,
mas diminui a profundidade de penetracdo do US, limitando a profundidade da imagem.

Um sistema de BMUe desenvolvido no Laboratério de Ultrassom (LUS) do
Programa de Engenharia Biomédica (PEB) do Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pds-
Graduacdo e Pesquisa de Engenharia (COPPE) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), operando em 40 MHz e com capacidade de resolucdo axial de 40 ym,
foi utilizado por ALVES (2013) e SOLETTI (2013), para a obtencdo, in vivo, de
imagens de tumores do cdlon de camundongo. DE BRITTO (2013) utilizou 0 mesmo
sistema de BMUe para obtencdo, in vivo, em modelo animal de inflamacdo para ratos.
Os resultados demonstraram a viabilidade da BMUe como ferramenta de imagem para
identificar as principais camadas do c6lon em murinos.

MARTINS (2015) usou um sistema de BMU, extracorpdreo, para adquirir
imagens de BMU-2D do musculo gastrocnémio lateral de rato e renderizar imagem
BMU-3D desse musculo. Essa imagem 3D foi gerada a partir de um conjunto de
imagens 2D, obtidas de planos paralelos e igualmente espacados entre si (MARTINS,
2015).

FREELING (2016) realizou um trabalho com BMU-3D (ou micro-ultrassom),
de alta resolugdo, para inspecédo e aquisi¢cdo de imagem de célon de camundongo, com
renderizacdo 3D e baseado na aquisicdo de imagens de BMU transabdominal. Esse
mesmo trabalho demonstrou a viabilidade de quantificar o crescimento de tumores e
rastrear a resposta ao tratamento quimioterapico, comprovando com sucesso essa
técnica para a geracdo de imagens e visualizacdo de CRC. Como resultados, foram
encontrados facilmente tumores com volume de 0,5 mm? g, no caso extremo, tumores

com volume de 0,1 mm?3, segundo os autores. Na Figura 1 sdo mostradas imagens de
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BMU transabdominal em planos coronais da regido abdominal do animal, com as
bordas das camadas do colon marcadas em azul e o tumor circunscrito ao tracado em
vermelho (a e b), e imagens em planos sagitais contendo o célon (bordas marcadas em

azul) e o0 os tumores circunscrito ao tragado em vermelho (c e d).

Figura 3.2.1: Rederizacéo das imagens de 3D NAO HA IMAGENS 3D. (a) Imagem em
plano coronal de BMU transabdominal da regido abdominal do animal contendo uma
secdo do colon com um tumor, com as bordas do coélon marcadas em azul e o tumor
circunscrito ao tracado em vermelho; (b) Semelhante a imagem em (a), porém com a
presenca de dois tumores; (c e d) Imagens em planos sagitais com maltiplos tumores do
célon, com as bordas do célon marcadas em azul e os tumores circunscrito ao tragado
em vermelho (FREELING, 2016).

OLIVEIRA (2019) utilizou um sistema de BMUe, desenvolvido no
LUS/PEB/COPPE/UFRJ, para adquirir simultaneamente imagens de colonoscopia e
imagens BMUe-2D de um célon de camundongo normal e com lesdo, para renderizar
imagens em BMUE-3D (OLIVEIRA ,2019). O referido trabalho realizou-se seguindo a
linha de pesquisa, ja implementada pelo grupo, na qual ja havia sido comprovada a
capacidade do sistema de adquirir imagens de BMUe com imagens de colonoscopia,

assim como, distinguir diferentes camadas do célon. Ainda neste referido trabalho, foi
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novamente demonstrada a capacidade do sistema em realizar a aquisicdo de umas
sequéncia de imagens BMUe-2D, com planos de imagens paralelos e regularmente
espacados. Na Figura 3.2.2 é mostrada uma figura com as imagens obtidas ainda em
2018, contendo uma imagem de BMUe-2D do co6lon de um animal saudavel (Figura a),
onde é possivel diferenciar as camadas (Mu + Sm = Mucosa + Submucosa e Me =
Muscular externa) e a correspondente imagem de colonoscopia do célon saudavel
(Figura b). H& também uma imagem de BMUe-2D do célon, de outro animal com lesao
e marcado em vermelho (Figura ¢) e uma imagem de BMUe-3D (Figura d) do coldn

com lesdo e do mesmo animal em (Figura c).

+ Sm

Figura 3.2.2. (a) Imagem de BMUe-2D com indicacdo das camadas do célon de um
animal saudavel (Mu + Sm = Mucosa + Submucosa e Me = Muscular externa); (b)
Imagem de colonoscopia do colon do mesmo animal da imagem anterior; (c) Imagem
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de BMUe-2D, do colon com lesdo, marcada em vermelho;(d) Imagem de BMUe-3D do
colon com les@o (OLIVEIRA, 2019).

Assim, sdo encontrados na literatura alguns trabalhos sobre BMU-3D e BMUe-
2D de pequenos animais, ainda que muito escassos para BMU-3D e mais escassos ainda
para BMUe-3D, onde deve ser considerado o estagio embrionario da area de estudo,

mesmo com alguns trabalhos publicados.

3.4 Anatomia do Colon

O colon, nos seres humanos, é um 6rgdo que faz parte do intestino grosso.
Possui cerca de 1,5 metros de comprimento e é constituido de quatro partes: colon
ascendente (ligado ao ceco), transverso, descendente e sigmoide (TORTURA, 2008 e
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). Enquanto o cdlon de um camundongo tem
cerca de 5 centimetro e faz juncdo diretamente com o ceco e 0 anus (NGUYEN, 2015;
RANDALL, 2011). Existem diferencas no célon dos mamiferos, para uma comparagao
especifica entre humanos e murinos. Mas com a mesma estrutura basica, ou seja com 4
camadas concéntricas e funcionais (RANDALL, 2011). Assim, a parede do colon é
formada por quatro camadas, sendo que as camadas mais internas para a mais externa
séo:

- Mucosa: membrana composta de uma camada de epitélio (¢ um entre os

quatro tecidos basicos do corpo humano, juntamente como o tecido
conjuntivo, muscular e nervoso) em contato direto com conteudo do trato

gastrointestinal, de uma camada de tecido conjuntivo, chamada de lamina

prépria, e de uma fina camada lisa de mdsculo;
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- Submucosa: formada por um tecido conjuntivo areolar que liga a mucosa
ao tecido muscular. Contém muita vascularizacdo e varios vasos linfaticos
que absorvem moléculas do bolo alimentar;

- Muscular externa: é formada por um tecido muscular liso composto de
duas camadas, uma com fibras circulares e outra com fibras longitudinais. E
responsavel pelas contragcdes involuntarias que resultam no movimento
peristaltico que propele o material contido no interior do trato intestinal.

- Serosa: é composto por um tecido conectivo areolar e um mesotélio, um tipo
de epitélio que reveste as cavidades, neste caso o colon.

Na Figura 3.4.1 é mostrada uma ilustracdo, com corte transversal, das camadas

do cdlon, com a indicacdo de cada camada e de seus componentes. O Iimen € a parte

central e oca.
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Figura 3.4.1.Anatomia do Célon, com indicacdo das camadas Mucosa, Submucosa,

Muscular externa e Serosa. (TORTURA, 2008).

3.5 Phantom de ultrassom de cdlon

Phantons de ultrassom constituem-se em corpos de prova usados para mimetizar
as propriedades de propagacdo do ultrassom em tecidos bioldgicos. Geralmente, séo
confeccionados de modo a imitar a anatomia e caracteristicas dos tecidos ou até mesmo
um determinado 6rgdo. Existem phantoms de ultrassom que mimetizam tecidos a pele, 0

colén, a mama, entre outros.
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A grande maioria dos phantoms de ultrassom é construida por géis a base d’agua
compostos de agar ou gelatina animal, com adicdo de espalhadores para a producao de
speckle nas imagens ultrassénicas. Sdo amplamente utilizados em testes de
instrumentacao de ultrassom para obtencéo de imagens ultrassonicas (RYAN, 1997).

RYAN (1997) confeccionou 3 phantoms, em moldes cilindricos, para mimetizar
as camadas de vasos sanguineos e testar um sistema de ultrassom intravascular (IVUS —
Intravascular Ultrasound). Dois phantoms homogéneos, um chamado de “soft” e outro
chamado de “hard”, foram construidos com o uso de gelatina (derivada de pele suina)
nas concentracdes de 15% e 30% a massa de agua, respectivamente. Um terceiro
phantom foi confeccionado com duas camadas concéntricas, sendo uma soft e a outra
hard. Os phantoms usaram pé de silica, na concentracdo de 2% da massa de agua, como
espalhador de ultrassom. Para completar o processo de solidificacdo, o phantom foi
refrigerado a 5°C por algumas horas e estabilizado em glutaraldeido (47%-53%) por 5
minutos. Nesse estudo, os autores verificaram a compatibilidade entre os phantoms
construidos e tecidos bioldgicos que formam a parede do vaso sanguineo, incluindo a
velocidade de propagacédo do US e elasticidade da parede do phantom.

NASCIMENTO (2012) confeccionou phantoms para mimetizar a pele com e
sem lesbes de melanoma. Os phantoms foram constituidos de 3 camadas, cada uma
correspondendo a uma das camadas da pele, constituidas de pele de porco, na
concentracdo de 10% da massa de agua. O que diferenciou cada camada foi a
qguantidade e o espalhador utilizado, sendo que para a camada correspondente a
epiderme foi utilizada gelatina pura (sem espalhador), para a derme usou-se pé de
grafite na proporcao de 30% da massa de &gua e para a hipoderme usou-se po de silica

na proporcao de 40% da massa de agua.
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OLIVEIRA (2016) confeccionou um phantom homogéneo para mimetizar o
colon de pequenos animais, misturando pé de gelatina, com concentracdo de 20% da
massa de agua filtrada e deionizada, com po de silica na concentracdo de 5% da massa

de &gua, e utilizando um molde cilindrico.
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4 Materiais e métodos

A geracédo de imagens de BMUe-3D foi realizada em duas diferentes etapas: na
primeira delas as imagens foram obtidas de phantoms de ultrassom e para isso foram
confeccionados phantoms mimetizadores de colon de camundongos e phantoms para
validacdo do sistema de quantificacdo de volume, para o testar e desenvolver o sistema
de BMUe-3D. Neste caso foi implementado um sistema de aquisi¢cdo de uma sequéncia
de imagens de BMUe-2D regularmente espacadas e foram também desenvolvidos um
método semiautomatico para a segmentacdo de imagens, um protocolo para
renderizacdo 3D e um método para quantificacdo de volume de um alvo nos phantoms
ou de tumores de colon. Na segunda etapa foram obtidas imagens de BMUe-2D de
célon de camundongo, com os animais distribuidos em grupo controle e com inducéo de
tumor de colon. As imagens de BMUe-2D foram processadas, para se determinar a
espessura da parede do célon, para a geracdo de imagens de BMUe-3D e para a medicédo
do volume de tumores.

Neste capitulo também serdo ainda apresentados o sistema de aquisicdo e de

geracdo de imagens de BMUe e o protocolo de indugéo de tumores.

4.1 Phantoms de ultrassom

4.1.1 Construcédo dos Phantoms

Para a construcdo dos phantoms foi utilizada a metodologia descrita por

OLIVEIRA (2016) para a confeccdo dos phantoms monocamadas e multicamadas.
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Assim, dois tipos de camadas foram confeccionados, com diferentes finalidades,
param mimetizar o c6lon de camundongo e para validar a estimativa de volume. Um
dos dois tipos de camada foi confeccionado com gelatina em p6 (G2500; Sigma
Chemical, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em agua destilada e deionizada, conferindo
assim a essa camada a caracteristica hipoecoica, quando da geracao de sua imagem de
US. O segundo tipo de camada foi produzido com gelatina em po, dissolvida em agua
destilada e deionizada, e com adicdo de pd de silica (S-5631; Sigma Chemical, St.
Louis, MO, EUA) para atuar como espalhador de US e causador do speckle na imagem
de ultrassom, conferindo uma caracteristica hiperecoica na imagem de BMUEe.

Para a pesagem de gelatina, silica e agua foi utilizada uma balanca digital de
precisdo (Adventure OHAUS, ARA 520; Toledo Balangas, Brasil) e para o aguecimento
da mistura durante o preparo do phantom foi usada uma plataforma de aquecimento
(Hotpanel, VEC FE20L, China). A temperatura da mistura foi medida com um
termdmetro de vidro com coluna de mercurio.

Para a construcdo da camada hipoecoica foi adicionado o p6 de gelatina, com
concentracdo de 15% de massa de agua, a agua filtrada e deionizada numa temperatura
de 23°C. A mistura foi homogeneizada, utilizando um bastdo de vidro, aquecida até
uma temperatura de 60°C e, posteriormente, colocada em um molde especifico para
cada tipo de phantom. Para a camada hiperecoica foram seguidos 0s mesmos
procedimentos descritos para a camada hipoecoica, com a adi¢cdo do pd de silica na
concentracdo de 5% da massa de agua. Apos esses procedimentos, os phantoms foram
colocados imersos em agua deionizada e refrigerados a 5°C, por algumas horas,

desinformado e fixado em formol, por 15 minutos.
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4.1.2 Phantom para validacdo de estimativa de volume

Foram confeccionados trés phantoms cilindricos, para validar a estimativa de
volume tumoral pelo sistema implementado e desenvolvido, construidos com uma Unica
camada hiperecoica, ou seja uma camada com espalhadores de US, e orificios
preenchidos com solucdo aquosa, dgua deionizada, para acoplamento acustico. Um
orificio cilindrico central foi utilizado para a inser¢do do cateter do miniprobe, enquanto
os orificios periféricos foram os alvos, ou ROIs. A obtencdo de uma sequéncia de
imagens de BMUe de cada ROI, usadas renderizacdo do volume da ROI, foi
padronizada com a aquisi¢cdo de 101 imagens de BMUe-2D, espacadas de 25 um e
perfazendo um comprimento de 2,5 mm. As medidas de diametro de cada tipo de ROI
foram determinadas usando-se o ImageJ e diretamente nas imagens de BMUe-2D e nédo
através da medicdo do molde da ROI, tendo-se como justificativa os relatos de outros
trabalhos publicados, sendo um realizado por esse grupo de pesquisa (Martins, 2015) e
um outro trabalho de BMU-3D (FREELING, 2016).

Na Figura 4.1.1 é mostrada uma ilustracdo dos trés phantoms utilizados para a
validacdo da estimativa de volume de tumor. A primeira ilustracdo (A) é referente ao
Phantom 1 (Phl), com alvo cbnico, diametro igual 2,71 mm na base maior e 1,49 mm
na base menor. O segundo Phantom 2 (Ph2) com alvo cilindro (B) nédo paralelo ao
[imen. Neste caso em particular foram realizadas dez medicGes do didmetro em
posicdes diferentes ao longo da ROI e calculada a média (Desvio Padrdo — SD —
Standard Deviation) como sendo 0,78 (0,05) mm. A angulagéo relativa entre o eixo da
ROI e o eixo do lumen do phantom foi determinada como sendo igual a 38°. O terceiro
Phantom (Ph3 — Figura 4.1.1.C) contém duas ROIls cilindricas, com didmetros

diferentes, e paralelos ao limen. Os didmetros dos dois alvos foram também medidos
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em dez posic¢des diferentes, resultando em didmetros (SDs) iguais a 0,90 (0,06) mm e

0,30 (0,04) mm para os alvos maior e menor, respectivamente.

Alvo cOnico

Lumen

Phl
B
Alvo inclinado
Lumen
Ph2
C S f . Alvo duplo
Alvo maior
[ Lumen
Alvo menor
Ph3

Figura 4.1.1. llustracédo dos phantoms de validacéo de estimativa de volume. (A) Phl
com alvo coénico, diametro de 2,7lmm e 1,49 mm, na base maior e menor,
respectivamente. (B) Ph2 com alvo cilindrico e inclinado, diametro médio (SD) de 0,78
(0,05) mm. (C) Ph3 com duplo alvo, com diametro médio (SD) de 0,90 (0,06) mm e 0,30
(0,04) mm, do maior e menor, respectivamente.
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4.1.3 Phantom multicamadas mimetizador de c6lon

O phantom mimetizador de colon e suas camadas (Ph4) foi confeccionado
externamente a um molde constituido de um bastéo cilindrico com 4,2 mm de didmetro.
O bastdo foi imerso na gelatina liquida com espalhador (camada hiperecoica), para
formar a primeira camada. Apds aguardar um tempo suficiente para a gelatina aderida
ao bastédo resfriar formando uma camada. Em seguida, o conjunto bastdo + camada de
gelatina foi imerso numa gelatina liquida e sem espalhador, para formar a segunda
camada (camada hipoecoica). Por ultimo todo o conjunto foi imerso na gelatina com
espalhador para formar a terceira camada.

As primeira e a terceira camadas foram compostas do mesmo material,
hiperecoicas (contendo espalhador), e mimetizaram a mucosa mais submucosa e a
serosa, respectivamente. A segunda camada, hipoecoica (sem espalhador), mimetizou a
muscular externa. A parte central é oca, mimetizando a luz do célon, logo hipoecoica, e
foi preenchida com solucdo salina, no momento da aquisicdo das imagens, para o
acoplamento acustico entre o miniprobe e a parede do phantom durante a aquisicdo de
imagens de US. Na Figura 4.1.1 é mostrada uma ilustracdo do phantom Ph4

confeccionado, com as camadas indicadas.
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Ph4

Figura 4.1.1. llustragdo do phantom Ph4 de c6lon confeccionado em forma cilindrica e
com 3 camadas concéntricas, a fim de mimetizar a mucosa e submucosa (12 camada),
muscular externa (2% camada) e serosa (3% camada).

Na Figura 4.1.2 é mostrada uma fotografia da seccdo transversal do Phantom
multicamadas, sendo possivel observar que a parte central é oca, onde passa 0
miniprobe de US. As primeira e terceira camadas sao hiperecoicas e brancas, devido ao
p6 de silica, e a segunda camada é hipoecoica, sem pO de silica, de aparéncia

transltcida.

32 Camada
22 Camada
12 Camada
Lamen

Figura 4.1.2. Foto da sec¢éo transversal do phantom de c6lon confeccionado em forma
cilindrica e com 3 camadas concéntricas, a fim de mimetizar as camadas mucosa e
submucosa, muscular externa e serosa do colon.
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4.2 Animais

Foram utilizados 18 camundongos machos e fémeas da linhagem Mus
muscullus/129SVJ/Tac, com idade entre 2 e 3 meses, pesando aproximadamente 30
gramas. Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos: grupo controle
(n=6), sem a inducéo de tumor, e grupo com inducédo de tumor (n=12).

Os animais foram mantidos no biotério do Instituto de Ciéncia Biologicas (ICB),
numa sala com temperatura entre 22-25°C, com a dieta provida de agua e racdo a
vontade, ciclo circadiano de dia e noite (12h/12h) e com no maximo 4 animais por
gaiola (Alesco; Monte Mor, SP, Brasil). O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em experimentacéo cientifica do Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Protocolo No.

068/2018).

4.3 Inducéo de tumor de colon

A inducdo de tumor de colon foi baseada no protocolo AOM/DSS de indugéo
quimica de tumores em camundongos, ja utilizado em outros trabalhos desse mesmo
grupo (ALVES, 2013; DE BRITTO, 2013; SOLETTI, 2012 e 2013). Os animais foram
submetidos a uma injecdo intraperitoneal do carcin6geno AOM (azoximetano; A5486;
Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA), numa propor¢do de 12,5 mg/kg, no primeiro dia
do experimento (DO0). Cinco dias apés, dia (D5) foram tratados com DSS (sulfato de
dextrana, sal de sddio; 02160110, 36,000 to 50,000 Da; Sigma Aldrich, St Louis, MO,
USA) diluido na agua para beber a 2,0% por um periodo de 4 dias correspondente ao

primeiro ciclo de DSS, de um total de 3 ciclos. No dia D27 os animais foram novamente
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tratados com DSS (2%) diluido na agua de beber durante 4 dias. O ultimo ciclo de DSS

(1.5%) iniciou-se no dia D48 e teve 3 dias de duracéo.

4.4 Preparacéo do animal para aquisicédo de imagens de

colonoscopia e BMUe

Para a aquisicdo de imagens dos animais, 0s mesmos foram inicialmente
submetidos a anestesia inalatoria, com isoflurano (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), a 5%
para inducéo anestésica e 1,5% para manutencdo, em 1,5 L/Min de oxigénio, usando um
sistema de anestesia para pequenos animais de laboratério (EZ-7000; Euthanex, Palmer,
PA, EUA). Enquanto anestesiado, o animal foi fixado em decubito dorsal sobre
plataforma para fixacdo de animais (11503; VisualSonics, Toronto, Canadd) com o
aquecimento elétrico da plataforma e programado para 37°C, de forma a evitar
problemas com hipotermia durante a anestesia. Na Figura 4.4.1 é mostrada uma imagem
de um camundongo, posicionado na plataforma de fixacdo de animais, durante a
aquisicdo de imagens de BMUe-2D do c6lon, adquiridas in vivo.

As imagens de BMUe-2D foram adquiridas em D44 para os animais do grupo
controle, e para os animais submetidos ao protocolo AOM/DSS foram adquiridas em
D44 e D45, com o colon ainda sem a presenga de tumores mas com inflamacdo, e
durante dois dias (D70 e D71) com a metade dos animais em cada dia devido ao nimero

elevado de animais e a complexibilidade do procedimento.
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Figura 4.4.1. Foto do camundongo na plataforma aquecida, anestesiado e em
decubito dorsal. Observa-se a transiluminacdo abdominal apds a insercdo do
endoscépio no cdlon do animal.

4.5 Sistema de geracao e aquisicao de imagens de

colonoscopia e BMUe

Para a aquisi¢do de imagens de ultrassom foi utilizado um sistema de BMUe
como instrumento convencional de imagem de ultrassom modo-B, ou seja, gerando
imagens radiais bidimensionais em escala de cinza (8 bits - 256 tons de cinza). Este
sistema utiliza alta frequéncia ultrassénica (40 MHz), o que possibilita uma resolugédo
comprovadamente adequada para imagens em pequenos animais, conforme descrito no
capitulo 3, ao custo de uma menor profundidade de penetracdo. O sistema de BMUe
utilizou um miniprobe de ultrassom comercial em forma de cateter (Atlantis SR Pro
Coronary Imaging Catheter; Boston Scientific Corporation, Natick, MA, EUA), com
diametro externo de 3,6-Fr. (1,2 mm), para a emissdo dos pulsos de ultrassom e
recepcdo dos sinais de eco. Na Figura 4.5.1 é mostrada uma foto amplificada da
extremidade do miniprobe de US, mostrando o elemento piezoelétrico, que emite pulsos

de ultrassom e recebe o0s sinais de eco.
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Elemento
piezoelétrico

Figura 4.5.1: Foto ampliada da extremidade do cateter do miniprobe mostrando o
elemento piezoelétrico.

O miniprobe de BMUe consiste de duas pecas principais: o nacleo de imagem e
o0 corpo do cateter. O nucleo de imagem contém um transdutor ultrassdnico e o corpo do
cateter é formado por secdes telescopicas para a movimentacdo de avancgo e recuo do
nucleo de imagem dentro do cateter. O ndcleo de imagem do miniprobe é ativado
mecanicamente por uma unidade de servo motor, denominada motor drive (MD5 -
Boston Scientific Corporation, Natick, Massachusetts, EUA), que imp&e um movimento
circular ao nucleo de imagem, para permitir a geracdo de imagens ultrassbnicas com
varreduras circulares e perpendiculares ao eixo em torno do qual gira o transdutor. Na

Figura 4.5.2 é mostrada uma foto do motor drive.

Figura 4.5.2. Foto do motor drive usado para acionar o transdutor de ultrassom
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A obtencdo de imagens de BMUe ¢é realizada com o transdutor de ultrassom
rotacionando em torno do préprio eixo. A cada revolucdo do transdutor sdo gerados 256
pulsos de ultrassom (sincronizados pelos pulsos gerados pelo encoder do motordrive),
que sdo retroespalhados/refletidos, e os sinais de eco resultantes adquiridos e
convertidos em 256 linhas de modo-A para compor a imagem com varredura radial.

A eletrbnica de front end para emitir e receber os pulsos de ultrassom, é
composta pelo gerador de pulso de alta tensdo (que excita o transdutor), do pré-
amplificador de sinal de eco e do sistema de acionamento eletromecanico da varredura
do feixe, sendo os circuitos e sistemas descritos elementos dedicados que fazem parte
do dispositivo motor drive. Essa unidade de motor drive, modificada para ser acoplada
ao sistema de BMUe, é alimentada por uma fonte de energia (Fonte US) desenvolvida
no LUS. Os sinais RF de eco passam por um filtro passa-banda formado por um filtro
passa-alta (BHP 25, Mini-Circuits, New York, EUA), com um frequéncia de corte (-3
dB) em 25 MHz, conectado em série com um filtro passa-baixa (BHP 70, Mini-Circuits)
com uma frequéncia de corte (-3 dB) de 70 MHz. Os sinais de eco filtrados sdo
digitalizados por uma placa com conversor analogico/digital de 8 bits e frequéncia de
amostragem em 250 MHz (NI PCI-5114; National Instruments, Austin TX, EUA),
instalada no barramento PCI de um microcomputador onde é realizada a deteccdo de
envoltoria do sinal de ultrassom retroespalhado/refletido pelo meio, a conversdo de
varredura e a exibi¢do da imagem na tela do monitor, em tempo real. Os demais itens do
sistema consistem em uma configuracdo normal de um microcomputador, incluindo:
processador, monitor de video, teclado, e mouse. O sistema funciona em ambiente
Windows® XP (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, EUA) e a programacéo
usada para controle da aquisi¢do de dados e formagéo da imagem foi desenvolvida em

LabVIEW® (versdo 7.2; National Instruments, Austin, Texas, EUA).
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Foi utilizado um conjunto de trocar (27021 CO, Karl Storz, Tuttlingen,
Alemanha), que foi acoplado a um endoscopio rigido (Hopkins Il 64301 AA, Karl
Storz, Tuttlingen, Alemanha).

Durante os experimentos, o sistema de BMUe opera em associacdo com um
endoscopio rigido (Hopkins 64301 AA, Karl Storz, Tuttlingen, Alemanha), com
didametro externo de 1,90 mm e comprimento de 10 cm, coberto com uma camisa de
operacdo (27021 CO, Karl Storz) com diametro externo de 2,50 mm. O canal de
iluminacdo do endoscépio foi conectado a uma fonte de luz xénon (Xenolux 180,
Confiance Medical, Rio de Janeiro, Brazil). Nesse conjunto foi inserido o miniprobe de
ultrassom, pelo canal de trabalho da camisa de operacdo, para acessar o célon dos
animais, assim permitindo a geracdo simultanea de imagens de BMUe e colonoscopica.
Durante a aquisicdo de imagens, o miniprobe foi posicionado com a extremidade
contendo o elemento piezoelétrico exposto fora da extremidade distal do canal de
trabalho da camisa de operacdo, porém o mais proximo possivel da extremidade do
endoscopio. Com isso, as regides de interesse para 0 BMUe e o endoscopio sdo bem
préximas, com ambas as imagens de BMUe e endoscopia adquiridas e exibidas,
simultaneamente, lado a lado em um monitor de video.

Na Figura 4.5.3 é mostrada uma foto do sistema usado na aquisicdo de imagens
e contendo: tubo de anestesia inalatdria, mantendo o animal anestesiado com isoflurano,
camisa de operagdo acoplada ao endoscopio, camera (H3-Z, Karl Storz, Tuttlingen,
Alemanha) acoplada na ocular do endoscopio, a plataforma de fixacdo de animais, 0
cabo de luz xénon acoplado ao endoscopio e a entrada do canal de trabalho da camisa de

operacéo, por onde foi inserido o cateter do miniprobe de US.
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Tubo de Anestesia Camisa de Operacdo
Inalatoria + Colonoscdpio Camera

Plataforma de Cabo de Luz Canal de
fixacdo de animais xénon trabalho

Figura 4.5.3: Sistema de aquisicdo de imagens de BMUe e de colonoscopia:
tubo de anestesia inalatoria; endoscopio acoplado na camisa de operagdo, com o
cateter do miniprobe inserido no canal de trabalho da camisa de operacdo; camera
acoplada na lente ocular do endoscépio, e 0 conjunto camisa de operacéo e endoscopio
inserido no colon do animal.

O sinal de video da camera acoplada na ocular do endoscépio foi enviado a uma
processadora de video (Telecam SLII, Karl Storz, Tuttlingen, Alemanha), conectada a
um sistema de captura de video (HW-SET DVC100; Pinnacle Systems Inc, Mountain
View, CA, USA), por sua vez ligado a uma porta USB do microcomputador do sistema
de BMUe, e as imagens de colonoscopia correspondentes do colén do animal foram
adquiridas e salvas no microcomputador.

Na Figura 4.5.4 é mostrada uma foto do sistema de aquisicdo de imagens de
BMUe e de colonoscopia, composto por um rack onde foram alocados: o driver do
estagio linear responsavel pelo deslocamento do transdutor de ultrassom dentro do
cateter do miniprobe, a processadora de video, a fonte que alimenta 0 motor drive, a

fonte de luz xénon e 0 microcomputador.
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Figura 4.5.4: Foto do rack com sistema de aquisicdo de imagens de BMUe e de
colonoscopia contendo o driver para controle de movimento do motor de estégio linear
usado para o pull-back do miniprobe, a unidade processadora de video de
colonoscopia, a fonte de luz xénon, a fonte de alimentagdo motor drive e o
microcomputador.

As interconexfes entre os componentes dos dois sistemas de imagem foram
projetadas, desenvolvidas e implementadas no LUS, de forma a promover a exibicdo
simultanea e lado a lado das imagens de BMUe e endoscopia.

Além da funcdo de captura de sinais e exibicdo das imagens de BMUe e
colonoscopia, 0 programa computacional em linguagem Labview executa o controle do
deslocamento (pull-back) do miniprobe de ultrassom, com nimero e tamanho de passos

programados, para permitir a geracdo e o armazenamento de uma sequéncia de imagens

de BMUe-2D, em planos perpendiculares ao deslocamento e igualmente espacados
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entre si. O conjunto das imagens de BMUe-2D é usado, posteriormente, para a
renderizacdo volumétrica de imagens de BMUe-3D, realizada off-line em um processo
descrito no proximo tépico.

O sistema de controle de deslocamento (translagdo) do miniprobe € composto

por:

- Um estagio linear (MFA-CC; Newport, Irvine, California, EUA) ativado por
um motor DC, com curso total de 25 mm e precisdo de 0,125 um entre cada
passo e controlado por um motor driver (ESP300 Newport, Irvine,
Califérnia, EUA), mostrado na Figura 4.5.4. Foi padronizado o tamanho do
passo do estagio linear em 25 um, o qual é referente a distancia entre os
planos de as imagens de BMUe-2D consecutivos, ou a profundidade do
voxel na imagem de BMUe-3D. Apo6s o deslocamento de um passo do
estagio linear, 0 mesmo ficou estacionario durante 0,1 segundo e durante
este tempo foi realizada a aquisicdo de uma imagem de BMUe-2D;

- asecdo telescopica do cateter do miniprobe, a qual realiza um descolamento
do transdutor de US, exclusivamente dentro do cateter.

Na Figura 4.5.5 é mostrado o sistema de controle de deslocamento, com a secéo

telescopica do cateter do miniprobe, o estagio linear e 0 motor drive (MD5 - Boston

Scientific Corporation, Natick, Massachusetts, EUA) com o miniprobe acoplado.
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de deslocamento Motordrive
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Figura 4.5.5: Foto do sistema de controle de deslocamento telescopico do
miniprobe, o estagio linear e motor drive.

PG

Estagio Linear Mini-

Na Figura 4.5.6 é mostrado um diagrama de blocos do sistema de BMUe-2D
com o microcomputador e acessérios, com o restante do sistema composto das seguintes
partes: Transmissdo (Tx) e Recep¢do (Rx); Rotacdo do transdutor/Transdutor de
ultrassom; Acionamento da varredura do feixe e Deslocamento linear do transdutor
(pull-back do miniprobe de ultrassom) delimitado por um retangulo com lados em linha
tracejada. O sistema Tx emite pulsos de US, comandados por sinais de pulso emitidos
por um encoder Optido contido no dispositivo de acionamento e varredura do feixe
(Motor drive — MD5). Este encoder gera 256 pulsos por rotacdo e desta forma a imagem
de US tem 256 linhas radiais do modo-A. O motor CC que gira 0 encoder com uma
frequéncia de até 20 Hz também rotaciona, em sincronia, o transdutor de US. No RX, o
sinal de eco é recebido pelo transdutor de US, passa por um pré-amplificador de RF, e
depois € enviado para processamento e exibicdo no microcomputador. A parte de
deslocamento linear do transdutor sincroniza o controlador (driver do estagio linear)
para o deslocamento linear do miniprobe durante a aquisicdo de uma sequéncia de

imagens de BMUe-2D.
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Figura 4.5.6. Diagrama em blocos do sistema de BMUe-2D: o sistema de
deslocamento linear do transdutor (pull-back) do mini-probe de ultrassom (envolto por
um retdngulo com lados em linha tracejada), sistema de transmissdo e recepcdo de
pulsos de US, rotacdo do transdutor e acionamento de varredura de feixe.

4.6 Geracéao de Imagem de BMUe-3D

As imagens de BMUe-3D foram renderizadas a partir de uma sequéncia de
imagens, igualmente espacadas, de BMUe-2D e adquiridas de um segmento de colon de
camundongo. Essas imagens em 2D foram adquiridas durante o deslocamento
controlado do miniprobe de US.

Para a renderizacdo da sequéncia de imagens BMUe-2D numa imagem de

BMUe-3D, foi utilizado a ferramenta 3D Viewer do programa computacional ImageJ
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(ImageJ 1.47v, National Institutes of Health, Bethesda, EUA), opensource e baseado em
Java.

Na Figura 4.6.1 € mostrada uma ilustracdo do processo de formacéo da imagem
3D, na qual as imagens, com espacamento regular entre si e conhecido, formam um
volume de comprimento conhecido. As imagens em 2D sdo empilhadas
sequencialmente para cada combinacdo de quatro pixels em cada um de dois planos
consecutivos de imagem 2D formarem um voxel, cuja profundidade é a mesma do

espacamento entre os planos de imagens.

Figura 4.6.1: llustracdo do processo de formacédo da imagem 3D. Do lado esquerdo é
exibida uma sequéncia com as imagens de BMUe-2D, regularmente espacadas, e do
direito a imagem de BMUe-3D.

4.7 Segmentacao da imagem BMUe dos alvos nos phantoms e

de tumor polipoide e estimativa de volume

O conjunto contendo N, imagens de BMUe-2D, igualmente espacadas, varrendo

alvos nos phantoms ou mesmo tumores polipoides nos colons dos animais, todos
chamados daqui para frente de alvos, foi processado para a segmentacdo do alvo e

determinacéo de seu volume. O processo de segmentacdo baseou-se em um programa
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computacional semiautomatico, escrito em MATLAB (Versdo R2019b, The

MathWorks, Natick, MA, EUA), o qual tem como entrada uma colec¢éo N; de planos de

imagens, IP;,,, com 1 = m < N;, contendo as mascaras correspondentes as bordas das

secOes transversais dos alvos segmentadas com um contorno fechado. A saida do

programa compreende uma cole¢do N, (N, = N;— N;) de planos de imagens

remanescentes IF,,, com 1 <n = N,, contendo as mascaras das se¢les transversais

dos alvos determinadas pelo préprio programa computacional. Os planos de imagens

intercalados, IP;,, e IR, ,, formam a sequéncia com todas os planos de imagens

igualmente espacados.

O espacamento entre os planos de imagens, IP;,,,, é definido antes da execucao

do programa de segmentacao e ndo necessita ser constante ao longo de toda a sequéncia
de imagens de BMUe-2D adquirida. Em geral, costume haver mudancas rapidas nas
secOes transversais dos alvos correspondentes as extremidades dos alvos, quando

comparado com as sec¢des transversais numa regido mais central do alvo. Desta forma,

planos de imagem consecutivos IP;,,, correspondendo a parte central do alvo possuem

distanciamentos maiores do que para aqueles correspondendo as extremidades do alvo.
Para cada imagem de BMUe-2D de entrada no programa computacional foi
gerada, manualmente, uma mascara usando-se 0 programa ImageJ. Para isso, usou-se
inicialmente a ferramenta LiveWire 2D do ImageJ para circunscrever a regido de
interesse (ROl — Region of Interest) da segdo transversal e a seguir foi executado o

comando Create Mask do ImageJ. A primeira imagem e a Ultima da sequéncia de
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imagens de BMUe-2D. Apds a determinacdo dessas mascaras para as imagens de
entrada, foi realizado o procedimento para a geracdo computacional de mascara para
cada uma das imagens ndo pertencentes ao conjunto de imagens de entrada do programa
computacional. Desta forma, cada plano de imagem de entrada da sequéncia de imagens
de BMUe-2D tem uma maéscara associada, correspondente a area transversal da ROI,
que pode ter sido gerada pelo o usuario, ou gerada pela segmentacdo semi-automatica
do software. Portanto, hd uma maéscara correspondente a sec¢do transversal da ROl para
cada imagem da sequéncia de BMUe-2D.

Uma ilustracdo do processo de interpolacdo semiautomatico das maéscaras é

exibido na Figura 4.7.1. Os planos contendo as méascaras de entrada receberam o nome

de plano de imagem de entrada (IP;) e as mascaras interpoladas receberam os nomes de

plano de imagem de saida (IP,).
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Figura 4.7.1: llustracdo do processo de interpolacéo semiautomatico de mascaras da
sequéncia de imagens igualmente espacadas. A sequéncia é formada pelos planos de
imagem de entrada (IPi) e os planos de imagem de saida (IPo) (OLIVEIRA, 2021).

Com relacdo aos planos de imagem de saida, cada um teve uma mascara
determinada computacionalmente e levou em consideragdo uma abordagem (Figura

4.7.2) que determinou os pontos da borda da segéo transversal do alvo, baseado em

interpolacdo linear, para o plano de imagem de saida, IF, ,,, entre dois planos de imagem

de entrada consecutivos, IP;,, € IP; ,+1. ESta abordagem considera um ponto T sobre a

borda da mascara no plano de imagem de entrada IP;,, e encontra 0 ponto ¥V mais

proximo e situado na borda da mascara no plano de imagem de entrada IP; ;1. O passo

seguinte consistiu em encontrar a equacdo de uma reta passando pelos pontos T e V e

localizar o ponto U contendo a interceptacdo da reta com o plano de imagem de saida
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IR, ,. Este ponto U e considerado como pertencente a borda de contorno da secéo
transversal do alvo no plano IF,,. Este processo se repete para todos os pontos
pertencentes ao contorno fechado da maéscara no plano IP;,,, resultando em uma
colecdo de pontos formando o contorno no plano de imagem IF,,. A abordagem
descrita é aplicada em todos os planos de imagem IR, ,, (1 = n = N,).

Uma vez encontrada a sequéncia de NPB,, pontos ao longo do contorno
segmentado em IFB,, entdo a mascara correspondente foi determinada. Para isso, o
metodo consistiu em determinar o centroide CT,, para o conjunto NF,, de pontos e a
seguir formar um tridangulo com vertices em CT,, e dois pontos consecutivos, U,, e

Uy sq (1 =w =< NP:,,H). A seqguir, a funcdo bwconvhull do MATLAB foi utilizada para

encontrar os pontos contidos dentro do triangulo, aos quais atribui-se o valor um. Para

os pontos fora do triangulo atribuiu-se o valor zero. Esse procedimento foi repetido para

tridngulos adjacentes com vértices em CT,,, U,s+; € U,s,, € assim, a mascara
contornada pelos pontos NP, , foi construida passo a passo até o ultimo triangulo

contendo 0s vertices CT, n, Uiyp, 1) € Unz,,-
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Figura 4.7.2: llustracdo da determinacédo dos pontos de contorno do plano de
imagem de saida, situado entre dois planos de imagem de entrada. Para um ponto T no
plano IPim, 0 ponto mais préximo V no plano subsequente IPim+1 € determinado. Uma
reta é tracada passando pelos pontos T e V e a intersecdo da linha atravessando 0s
planos IPs determina a localizagdo do ponto U, pertencente ao contorno da secéo
transversal do tumor no plano IPon. Esse processo € repetido para todos os pontos do
contorno fechado em IPim, até gerar uma sequéncia de pontos formando um contorno
no plano 1Po . (OLIVEIRA, 2021).

O volume do alvo (ROI), denominado Vroi foi determinado de acordo com:
2 =N, =N, =M
Vagr = d-1° '2:212;512;{}:1‘”:‘ x;'r}’k)’ (1)

onde, d é o tamanho do passo entre planos de imagem consecutivos da sequéncia de

imagens de BMUe-2D adquiridas, r é a distancia entre pixels consecutivos formando a

imagem de BMUe, N, e N, representam as dimensdes, em pixels, do i" plano de
imagem ao longo dos eixos x ey, respectivamente. M, é igual a um se as coordenadas

[x}-,}rk) do i" plano de imagem estdo dentro do contorno fechado da mascara e igual a

zero se as coordenadas estdo fora do contorno fechado.
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4.8 Segmentacado de imagem de BMUe-2D e medicéo de

espessamento da parede do célon

As medidas de espessamento da parede do célon foram determinadas
diretamente nas imagens de BMUe, usando ferramentas do ImageJ. Para delimitar a
parede do colon foi o utilizada a ferramenta LiveWire 2D do ImageJ para criar duas
linhas de contorno fechado, uma delas acompanhando a face externa da mucosa e a
outra a face externa da serosa. A ferramenta usada para medir o0 espessamento foi uma
linha reta, na qual foi determinado o comprimento da linha, diretamente na imagem e
com o auxilio do ImagelJ. Na Figura 4.7.3 € mostrada uma imagem de BMUe-2D de um
célon com espessamento por inflamacdo, com as marcacOes realizadas em amarelo. Em
cada imagem de BMUe-2D foram realizadas 8 marcacdes para a medicdo de
espessamento, com espacamento de 45° entre cada linha usada na medicao. A seguir, foi

calculada a média e desvio padréo.
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Figura 4.7.3: Imagem de BMUe-2D de um c6lon com espessamento por inflamacgéo. As
marcacdes em amarelo, num total de oito e com espacamento de 45° entre si, foram
usadas para a determinacao da espessura da parede (OLIVEIRA, 2020).

4.9 Calculo estatistico

O programa estatistico livre Jamovi (Versdo 1.1.9), baseado numa plataforma
aberta em linguagem R, foi usado para determinar a significancia estatistica entre o

espacamento da parede de colons dos animais do grupo controle e do grupo com
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inducdo de tumor. Inicialmente, o teste para a normalidade de Shapiro-Wilk foi
empregado e confirmou-se a distribuicdo normal dos dados amostrais. O teste de
Levene confirmou variancias desiguais entre os grupos e um teste ANOVA foi usado
com um teste post-hoc Games-Howel (variancias desiguais). A significancia estatistica

considerada foi de p<0,05.

4.10 Andlise da Histologia

Apds a aquisicdo das imagens de BMUe-2D do c6lon dos animais do grupo
controle, em D44, e em D70 e D71 para os animais submetidos ao protocolo
AOMY/DSS, os mesmos ainda estando anestesiados foram colocados em cdmara saturada
com isoflurano para induzir o ébito com subsequente deslocamento cervical. O célon
foi removido, cirurgicamente, limpo e fixado em 4% de formaldeido por 24 horas,
imerso em alcool 70%, processado em etanol e xylol para inclusdo de parafina, nesta
sequéncia. Os segmentos de colon foram fatiados transversalmente, ao eixo longitudinal
do tecido, com 5 pum de espessura, usando um microtome (RM2125 RTS; Leica
Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) e corando com hematoxylina e eosina (H&E)
para analise histologica padrdo. Varios cortes transversais foram realizados a cada 25
pm.

As seccdes de histologia foram analisadas e comparadas com as imagens de
BMUe-2D obtidas do mesmo local de leséo. Caracteristicas morfoldgicas de cada célon,
como localizagao dos tumores, tamanho e forma, foram consideradas para a comparagéo

e confirmacao com os achados histolégicos.
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5 Resultados

Neste capitulo sdo apresentadas as imagens de colonoscopia, BMUe-2D e
BMUe-3D obtidas durante os experimentos e estimativas de volume para os alvos nos
phantoms e os tumores de colon dos animais. Todas as imagens obtidas dos animais

foram adquiridas in vivo.

5.1 Phantom

Para testar a acurécia da instrumentacdo de BMUe gerar imagens de BMUe-3D
e validar a estimativa de volumes, uma sequéncia de imagens BMUe-2D foi adquirida
de 4 phantoms de ultrassom, sendo 3 com diferentes formatos, orientacdes e didametros
dos alvos e usados especificamente para validar a estimativa de volume pelo método
proposto. Um quarto phantom foi usado para demonstrar a capacidade de resolucédo do

sistema em diferenciar as camadas do c6lon de um camundongo.

5.1.1 Phantoms para validag&o de estimativa de volume

A renderizacdo das imagens de BMUe-3D foi baseada em uma sequéncia de 101
imagens de BMUe-2D, com 11 planos de imagem de entrada, segmentados
manualmente e 90 Planos de imagem de saida, segmentados de forma semiautomatica,

por interpolacdo. Cada plano de imagem é separado por 25 pum.

Na Figura 5.1.1 sdo mostradas as imagens de BMUe-3D renderizadas, com o
alvo Tg (Tg — Target) colorido em branco. Na Figura (A) é mostrado o phantom 1 (Phs),

com alvo conico (Tgz), indicado pela seta, com didmetros de 2,71 mm e 1,49 mm,
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correspondentes a base (¢nase) € a0 topo (dropo), respectivamente. Na Figura B é
mostrado o Phantom 2 (Ph2), com um alvo (Tg2) cilindrico e inclinado a 38°, indicado
pela seta, e com diametro igual a 0,78 mm. Na Figura C é mostrado o Phantom 3 (Phs),
com alvos duplos constituidos de dois cilindros paralelos (Tgza € Tgsg) e com diametros

iguais a 0,90 mm e 0,30 mm.

A Phantom Ph, Phantom Ph, Phantom Ph,

Alvo conico /

Tgl d)base = 2’71 mm .17 . s .
dropo= 1,49 mm Alvo cilindrico inclinado | ¢Tg;z =0,30mm  Alvo duplo

¢=0,78 mm 0Tg;, = 0,90 mm

Figura 5.1.1. Phantoms de validagdo de estimativa de volume. (A) imagem de BMUe-
3D, com a indicagdo do alvo conico (Tgs); (B) imagem de BMUe-3D, com a indicagao
do alvo cilindrico inclinado (Tg2); (C) imagem de BMUe-3D, com a indicacgdo de alvos
duplo (Tgsa e Tgsg). Nessas imagem sdo mostradas as escalas de 1mm/divisdo
(OLIVEIRA, 2021).

O volume foi calculado a partir do conhecimento da forma geométrica de cada
phantom e comparada com o valor medido de volume que foi determinado
computacionalmente das imagens de BMUe-2D segmentadas. Na Tabela 5.1.1 séo
mostrados os valores obtidos para o volume medido, volume calculado e a diferenca

relativa.
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Tabela 5.1.1. Resultados para o volume medido, volume calculado e diferenca relativa,
obtidos dos 3 phantoms de estimativa de volume

Phantom Volume medido Volume Calculado Diferenca relativa
Alvo (mmd) (mmd) (%)
Ph1
Tg1a 7.909 8.903 11.17
Phz
Tg2a 1.179 1.195 1.34
Phs
Tgsa 1.599 1.494 7.03
Tgss 0.174 0.177 1.70

5.1.2 Phantom multicamadas mimetizador de célon

Na Figura 5.1.2 sdo mostrado os resultados obtidos para o phantom 4. (A) uma
fotografia de uma secgédo transversal do phantom, onde séo indicadas as camadas e a
parte central (oca). (B) uma imagem de BMUe-2D com indicagdo das camadas e da

correspondéncia com as camadas do phantom em (A).

B

32 Camada ————

Parte central

(Itmen)

r

Figura 5.1.1. Phantom multicamadas mimetizador de célon (Pha). (A) fotografia de
uma seccao transversal externa do phantom, onde séo indicadas as camadas e a parte
central (oca). (B) imagem de BMUe-2D, com indicacdo das camadas e da
correspondéncia com as camadas do phantom em (A).
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5.1.3 Teste de espacamento ideal entre Planos de Imagem de entrada

Foi realizado um teste para verificacdo da influéncia do espacamento entre os
planos de imagem de BMUe-2D de entrada, IPj, no valor do volume de um alvo. Assim,
3 testes foram realizados no phantom conico, com o0s planos de imagem de entrada
distanciados de 5, 10 e 15 passos de 25 um cada, que resultaram nas seguintes
estimativas de volume: 7,100 mm?3, 7,899 mm? e 8,190 mm?, respectivamente. Esses
dados apresentaram um erro relativo da ordem de 10% e em funcéo disso foi utilizado
um distanciamento de 10 passos para 0s planos de imagem de entrada e para todos 0s

tipos de phantoms.

5.2 Animal

5.2.1 Animal com cdlon inflamado

Dos 12 animais submetidos ao protocolo de inducdo de tumor AOM/DSS e
submetidos ao imageamento de colonoscopia e UBMe-2D nos dias D70 e D71, um foi
sacrificado, de acordo com os critérios de manipulagdo de animais, e 6 ndo tiveram o
desenvolvimento tumoral.

Para os 11 animais examinados em D70 e D71, suas imagens de BMUe-2D e
colonoscopia adquiridas em D44 e D45 foram reexaminadas, juntamente com as
imagens adquiridas, na mesma época, para 0s animais do grupo controle. A Figura 5.2.1
apresenta os achados de um animal com o célon saudavel (grupo controle), sendo a
colonoscopia em (A) e sua respectiva imagem de BMUe-2D em (B). J4 uma imagem de
colonoscopia para um animal com o célon inflamado é apresentada em (C) e sua

respectiva imagem de BMUe-2D em (D). Observa-se que em ambas imagens de BMUe-

51



2D (B e D), as camadas do coélon estdo delimitadas com um contorno fechado na cor

amarela.

Figura 5.2.1. Imagens de colonoscopia e BMUe-2D adquiridas simultaneamente, in
vivo, do colon de camundongos. (A) imagem de colonoscopia de colon normal, sem
inflamac&o e sem tumor. (B) imagem de BMUe-2D do c6lon em (A). (C) imagem de
colonoscopia de célon inflamado e (D) imagem de BMUe-2D do colon em (C)
(OLIVEIRA, 2020).

Foi determinada a média das espessuras da parede do colon medidas nas
imagens de BMUe-2D para cada um dos 17 animais (controle=6 e inflamado=11). A
sequir, foi realizada uma comparacdo estatistica entre o conjunto das médias de

espessura de colon dos animais do grupo controle e 0 conjunto correspondentes para 0s
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animais do grupo submetido ao protocolo AOM/DSS. Disso resultou em média global
(SD) de 0.230 (0.023) mm e 0.336 (0.086) mm para os grupos de animais com o0s célons
saudaveis e inflamados, respectivamente. O teste estatistico determinou uma diferenca
significativa entre a média do c6lon saudavel e do inflamado. A classificacao inicial foi
realizada visualmente, por colonoscopia, observadas nas Figuras 5.2.1 (A) e (C), onde a
imagem do célon normal € lisa e contrasta com a imagem do colon inflamado, o qual

apresenta rugosidades acentuadas.

5.2.2 Animal com cé6lon contendo tumor

Apbds a verificacdo de presenca de tumor em seis animais, uma sequéncia de
imagens de BMUe-2D cobrindo toda a regido contendo tumor, ou maltiplos tumores, foi
adquirida. Em um desses animais, a sequéncia de imagens foi prejudicada devido a
presenca de fezes, tornando esse sequéncia de imagens ndo adequada para renderizacao
de imagens BMUe-3D. Para os demais cinco animais foi adquirida boa sequéncias de
imagens que permitiram a renderizacdo 3D e a medicdo de volume. Em dois animais foi
encontrado a presenca de apenas um tumor e nos outros trés foram identificados
maultiplos tumores, totalizando onze tumores com imagens de BMUe-3D renderizadas.
No geral, os espagamentos entre os planos de imagem de entrada foram de dez passos,
cada um correspondendo a um distanciamento de 25 um, exceto para as regioes
proximas das extremidades, onde os espacamentos foram menores (2 a 3 passos e cada
um distanciamento de 25 um), para compensar as variagdes rapidas da area da se¢édo

transversal do tumor apresentada na imagem de BMUe-2D.
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Na Tabela 5.2.1 sdo apresentados a numeracdo dos animais (1 - 5) e 0s
correspondentes valores medidos para o volume dos 11 tumores, variando de 0.066 a
6.082 mm?® e com média (SD) igual a 2.053 (2.079) mm?.

Na Figura 5.2.2. sdo mostradas as imagens adquiridas do animal #1 com tumor.
Uma imagem de BMUe-3D (Fig.5.2.1.A) foi renderizada a partir de uma sequéncia de
imagens de BMUe-2D, sendo uma delas mostrada na Figura 5.2.1.B. As imagens de
BMUe-2D correspondentes aos planos de imagem de entrada foram tiveram a regido
tumoral segmentada, usando a ferramenta LiveWire 2D do Imagel, que na figura de
BMUe-2D apresentada aparece como uma linha verde pontilhada de contorno fechado.
Também sdo exibidas uma imagem de colonoscopia (Fig.5.2.1.C), com uma seta
indicando o tumor (Tuy) e o miniprobe (Mp), e uma imagem de histologia (Fig.5.2.1.D).
Na imagem de histologia, o tumor Tuza estd circundado com um contorno fechado, na
cor preta, e as camadas mucosa (Mu), submucosa (Su) e muscular externa (Me) séo
indicadas por setas. Ainda na imagem de histologia é possivel observar uma displasia

epitelial e hipercelularidade na regido do tumor.
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Tabela 5.2.1. Numeracdo dos animais e volume medido para cada tumor de
cdlon

Camundongo # Tumor Volume do tumor (mm3)
1 Tuia 5,103
Tuza 1,015
2 Tuzs 0,937
Tuzc 6,082
Tuza 0,299
3 Tuss 3,105
Tusc 2,515
Tusa 0,066
4 Tuss 0,493
Tuac 0,083
5 Tusa 2,890
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Figura 5.2.2. Imagens de colonoscopia e BMUe-2D adquiridas simultaneamente, in
vivo, do célon do camundongo #1 contendo um tumor polipoide. (A) Imagem de BMUe-
3D do colon com a indicacdo do tumor polipoide Tuia. Escala 1 mm/divisdo. (B)
Imagem de BMUe-2D de um segmento do colon, com o tumor (Tuia) segmentado
manualmente e circundado por um contorno fechado de cor verde e com a parede do
célon indicada por Co. (C) Imagem de colonoscopia do tumor polipdide Tuia, sendo
também mostrado o miniprobe (Mp). (D) Imagem de histologia (corada de H&E) do
célon com tumor polipdide delimitado por um contorno fechado na cor preta,
mostrando as camadas do célon: mucosa (Mu), submucosa (Su) e muscular externa
(Me) (OLIVEIRA, 2021).

As imagens de BMUe-3D do tumor Tuia foram renderizadas baseado numa
sequéncia de 158 imagens de BMUe-2D, com espacamento padronizado em 25 um, das
quais 23 foram usadas como IP;, e 135 usadas com IP,, para as quais 0s contornos dos

tumores foram obtidos por interpolacdo semi-automatica. O conjunto das 158 mascaras
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correspondentes a area da secdo transversal nas imagens de BMUe-2D do tumor foi
usado para a construcdo da imagem de BMUe-3D.

O camundongo #2 apresentou multiplos tumores polipoides de célon, conforme
pode ser observado na Figura 5.2.3, onde sé@o exibidas duas imagens de BMUe-3D, (A e
B) contendo 2 tumores polipoides, Tuza e Tuzc em (A) e Tuzs e Tuxc em (B) contendo o
mesmo segmento de cdlon, mas com diferente angulacdo de visdo. As imagens de
BMUe-3D dos tumores Tuza, Tuxg e Tuzc foram reconstruidas a partir de uma
sequéncia de imagens de BMUe-2D (IP;) contendo 91(12), 88(14) e 139(19) imagens,
respectivamente. O comprimento total desse segmento de célon é de 4,75 mm. Uma
imagem de BMUe-2D com os tumores Tuzs € Tuzc, segmentados com um contorno
fechado da cor verde, estda mostrada em (C) e duas imagens de colonoscopia sdo
apresentadas, uma mostrando o tumor Tuzc em (D) e outra mostrando o tumor Tuzg em
(E). Na Figura 5.2.3.F é mostrada uma imagem de histologia com os tumores Tuzg €
Tuzc, com a identificacdo das camadas: mucosa (Mu), submucosa (Su) e muscular

externa (Me).
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600 pum

Figura 5.2.3. Imagens de BMUe-3D, BMUe-2D e colonoscopia adquiridas
simultaneamente, in vivo, do colon do camundongo #2 contendo multiplos tumores. (A)
Imagem de BMUe-3D do cdlon, mostrando dois tumores polipoides (Tuza € Tuxc). (B)
Imagem de BMUe-3D do mesmo camundongo, com diferente angulo de viséo,
mostrando dois tumores polipoides (Tuzs € Tuzc). (C) Imagem de BMUe-2D, mostrando
dois tumores (Tuze e Tuxc) presentes na mesma seccdo transversal do cdélon e
circundados com uma linha verde de contorno fechado. (D) Imagem de colonoscopia
com identificagdo do tumor polipoide (Tuzxc) e do cateter do miniprobe (Mp). (E)
Imagem de colonoscopia com identificagdo do tumor polipoide (Tuzg) e do cateter do
miniprobe (Mp). (F) Imagem de histologia (corada com H&E) com identificacdo dos
tumores polipoides (Tuze e Tuzxc), segmentados por uma linha preta em contorno
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fechado, e com a indicacdo das camadas do colon: mucosa (Mu), submucosa(Su) e
muscular externa (Me) (OLIVEIRA, 2021).
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6 Discussao

Trabalhos apresentados previamente utilizando a BMU, operando em 40 MHz,
comprovaram sua capacidade técnica quanto ao poder de resolugdo espacial em imagens
de colons de camundongos adquiridas in vivo, com resolucéo suficiente para distinguir
as diferentes camadas do célon. Com isto, indicando a possibilidade de utilizacdo do
sistema de BMU em trabalhos pré-clinicos com camundongos (OLIVEIRA, 2020;
SOLETTI, 2013; ALVES, 2013; DE BRITTO, 2013).

Nosso grupo de pesquisa demostrou em trabalhos publicados anteriormente
(SOLETTI, 2013; ALVES, 2013; DE BRITTO, 2013) DAR REFS, que a colonoscopia
associada ao sistema de BMUe-2D € uma instrumentacdo importante em estudos pré-
clinicos na inspecao de lesdes de colon, com a complementacdo de ambas as técnicas. A
colonoscopia permite a visualizacdo da superficie do colon, de seu aspecto e de
componentes presentes, caracteristicas essenciais na detec¢do de tumores, identificacdo
de inflamacdes e identificacdo da presenca de fezes, o que ndo seria possivel somente
com imagens de US.

Um aprimoramento dessa instrumentacdo foi desenvolvido nesse trabalho, com
0 objetivo de gerar imagens em trés dimensdes de BMUe e permitir medidas de
espessamento do célon e estimativas de volume de tumores de colon. Aplicagdes futuras
dessa técnica podem considerar estudos pré-clinicos baseados em rastreamento de
volumes tumorais como respostas a terapias anticancer.

No presente trabalho, o sistema de BMUe e colonoscopia detectou diferencas
significativa entre a média global do grupo célon saudavel e do grupo célon inflamado,
pela média global do espessamento do c6lon. O espessamento das camadas do célon é
um parametro importante para o rastreamento do progresso de CRC em modelos

60



animais. Outro importante aspecto é a diferenca nas imagens de colonoscopia entre as
imagens do grupo normal do grupo inflamado, no grupo normal a superficie interna do
colon tem uma aspecto liso, enquanto no grupo inflamado a superficie do interna do
colon tem um aspecto enrugado.

O sistema de BMUe apresentou resolucao espacial suficiente para a aquisicdo de
imagens de regides cilindricas de paredes do phantom com éarea transversal de 0,073
mm? e didmetro de 0,30 mm.

Em geral, o espacamento utilizado entre os IPi’s foi de 10 passos, cada passo
separando duas imagens consecutivas de BMUe-2D, e foi mostrado nos resultados, o
erro relativo entre o volume medido e o calculado para o alvo cénico do phantom Phl
foi da ordem de 10%, mesmo para um espacamento menor, de cinco passos. Sendo
assim, esse espacamento de 10 passos foi padronizado para os phantoms. No caso dos
animais, o espacamento entre os IP;’s foi dependente da variacdo na ROI ao longo do
eixo longitudinal do tumor, sendo que nas suas extremidades o espacamento variou
entre 5 e 10 passos, dependo do operador, e na parte central do tumor foram realizados
espacamentos de 10 passos.

O presente trabalho estimou volumes de tumores de célon de camundongos entre
0.066 mm?® (Tusa) a 6.082 (Tuzc) mm3. Em comparagdo com o trabalho realizado por
FREELING (2016), onde o menor valor estimado foi de 0,5 mm?, usando-se um sistema
de BMU transabdominal e operando na frequéncia de 40 MHz. Comparativamente,
sistemas baseados em tomografia computadorizada tem resolucédo espacial suficiente
para definir camada do cdlon e medir volumes menores que 0,8 mm? (DURKEE, 2010)
e sistemas baseados em ressondncia magnética tem resolucdo para medirem volumes da

ordem de 1,2 mm3 (YOUNG, 2009).
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Uma comparacao entre os sistema de BMU transabdominal e endoluminal releva
uma vantagem de um método sobre o outro e vice-versa. O método transabdominal tem
a inerente limitacdo de inspecionar regides mais distantes no colon distal, onde os
Orgdos genitais e a ponte pélvica formam uma sombra distal, que € mais proeminente
nos animais do sexo masculino, obstruindo o feixe de US e possibilitando um falso
negativo (miss rate) na deteccdo de lesGes. Em contrapartida, o método baseado em
BMUe permite uma inspecdo completa do colon distal, evitando falsos negativos de
lesbes. Em adicdo, o sistema de BMUe utilizado é conjugado com imagens de
colonoscopia obtidas simultaneamente, que é o padrdo ouro para inspecdo de colons,
gue como abordado anteriormente apenas verifica a superficie das mucosa do célon.

A possibilidade translacional da técnica de BMUe para exames clinicos ira
requerer a diminuicdo da frequéncia do US, permitindo maior profundidade de
penetracdo da onda de US através do colon, que tem dimensdes maiores se comparado
com colon de camundongo. No entanto, a diminuicdo da frequéncia acarretara na
diminuicdo da resolucdo do sistema de BMU (FOSTER, 2011). No entanto, essa menor
resolucdo é compensada pelas maiores dimensdes das paredes do colon humano. De
fato, ultrassom endoluminal usado em exames clinicos para a realizacdo de imagens em
célon em humanos emprega frequéncias na faixa de 12 a 20 MHz e as imagens geradas
apresentam resolucdo e penetracdo suficientes para ao longo de toda a parede do célon,
permitindo localizar tumores e determinar o grau de invasdo dos mesmos nas camadas
da parede do célon (GALL, 2014; HAJI, 2012). Somando se a esse fator, um sistema de
US operando em 20 MHz foi usado em um estudo prospectivo, com 104 pacientes,
alcancando a eficacia de 96,1% na determinacdo do estagio de lesdes do colon nas
camada mucosa e submucosa (HAJI. 2012). Assim, a diminuigéo da frequéncia de US

para a faixa entre 10 e 20 MHz, para realizar imagens clinicas em célons, nédo
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comprometeria a estimativa de volume, uma vez que a resolucao do sistema de imagem
continua adequada e capacitada para definir as camadas do c6lon humano.

Erros na renderizacdo das imagens de volume podem ser gerados devido a
vulnerabilidade da imagem a Distor¢do Rotacional Nao Uniforme (NURD - nonuniform
rotational distortion), quando é utilizado um miniprobe de US como o empregado no
presente trabalho, principalmente ao atravessar partes ndo retas do célon. No entanto,
esses erros foram minimizados no presente trabalho, visto que somente o colon distal foi
inspecionado e o miniprobe foi mantido o mais reto possivel, também considerando o
colonoscépio rigido utilizado em conjunto com o miniprobe, que permitiu a inspecdo de
seccOes retas. Ainda nesse mérito, existem caminhos para corrigir o efeito NURD,
usando-se métodos computacionais de processamento de imagens (AHSEN,. 2014;
LEE, 2016) e este tema pode torna-se objeto de futuros trabalhos envolvendo a geracao
de imagens de BMUe-3D ndo s0 restritas ao célon distal.

A maior diferenca relativa entre o volume estimado e o calculado para os alvos
dos phantoms foi de 11, 17% para o alvo cbnico, contrastando com a menor diferenca
de 1,34% para o alvo inclinado. Essa diferenca pode sugerir uma limitacdo na
interpolacdo linear para a segmentacdo semiautomatica e estimativa de volumes. Como
melhorias futuras poderdo ser utilizadas técnicas de interpolagdo por contornos ativos
para a segmentacdo dos tumores nas imagens de BMUe-2D, ao custo da necessidade de

maior tempo para processamento e mais processamento computacional.
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7 Conclusao

Foram obtidas imagens do phantom multicamadas e do phantom de validacéo da
estimativa de volume, desenvolvidos e confeccionados para as respectivas finalidades.
Estas imagens mostraram que o formato e a geometria, bem como as caracteristicas de
espalhamento de ultrassom pelas camadas sdo semelhantes as do célon. Assim cumpriu-
se 0 objetivo de mimetizar um determinado tecido, testar a instrumentacédo de BMUe e
validar a estimativa dos volumes, com erro maximo de 11,17% entre o volume estimado
e o calculado teoricamente nos phantoms de validagéo.

Foi demonstrado que as imagens de colonoscopia sdo capazes de verificar a
superficie do cdlon e diferenciar, qualitativamente, co6lons normais de cdlons
inflamados. Também foi demonstrado a capacidade do sistema de BMUe em verificar a
diferenca entre os dois grupos, normal e inflamado, através da medida da espessura das
camadas do célon.

A reconstrucdo de imagens de BMUe-3D permitiu a analise de camadas mais
profundas com estimativas de volume e profundidade de lesdes ou tumores.
Adicionalmente, é possivel usar diversos planos de corte na imagem volumétrica para a
andlise de diferentes regides. Uma das maiores vantagens da geracdo de imagens
BMUe-3D é a possibilidade de determinacdo de volumes de lesGes ou tumores e a
diminuicdo da caracteristica de operador-dependente das imagens US em 2D. Estes
pardmetros tém implicagfes diretas no tipo, no tempo e na resposta do tumor a um
tratamento.

Assim, o sistema de BMUe apresenta-se como um ferramenta com potencial

para a realizagdo de trabalhos futuros relacionados com o rastreamento da resposta
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tumoral a terapias anticancer do célon em investigacdes pré-clinicas em modelos

animais.
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