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Resumo

A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabdlica que afeta cerca de 9% da populagdo adulta
mundial. As alteracBes provocadas por esta doenca incluem o aumento da concentracdo de glicose
nos fluidos corporais, nomeadamente no sangue, e 0 aumento da concentracao de glicose em células
independentes de insulina como neurénios, provocando efeitos toxicos e morte celular em neurénios
periféricos. Estas alteracfes manifestam-se nos olhos num cenério de patologia através do aumento

da espessura da cornea e da alteracéo do fluxo do humor aquoso.

A técnica por ultrassons pode ser utilizada na determinagéo da espessura da cornea e caracterizacao

do humor aquoso, avaliando as suas propriedades acusticas, nomeadamente a atenuagao.

Neste trabalho foram estudadas as altera¢fes na cornea e humor aquoso provocadas pela DM, usando
12 ratos, divididos em dois grupos de 6 (controlo e estudo). A DM tipo 1 foi induzida no grupo de
estudo com streptozotocina e a progressdo da doenca foi avaliada ao longo de 8 semanas. A analise
dos efeitos da doenga na cérnea e humor aquoso foi realizada usando duas abordagens: ultrassons de
alta frequéncia, através de duas sondas (20MHz e 50 MHz) e Tomografia de Coeréncia Otica (OCT

do inglés Optical Coherence Tomography).

Os resultados deste estudo confirmaram a tendéncia para o aumento da espessura da cornea em ratos
diabéticos, verificando-se diferencas estatisticamente significativas nas medidas obtidas com 20 MHz
e 50 MHz, entre a baseline e a semana 8, para o grupo de estudo (P < 0,001). O coeficiente de
atenuacdo acustica no humor aquoso mostrou tendéncia para 0 aumento em ratos diabéticos (P <
0,001 obtido com 50MHz) e tendéncia para a manutengdo nos ratos controlo. Os resultados obtidos
através da segmentacgdo das imagens obtidas por OCT permitiram a anélise da dimensdo relativa das
camadas da cdrnea, demonstrando que o estroma foi a camada que mais contribuiu para 0 aumento

da espessura da cornea no grupo de estudo.

O trabalho desenvolvido demonstrou que os ultrassons podem ser utilizados no estudo das alteraces
da cérnea e humor aquoso provocadas pelos efeitos toxicos da hiperglicemia em doentes com
diabetes. A caracterizacdo das alteracdes da ecogenicidade do polo anterior do olho em cenéarios de
diabetes podera conduzir a detecdo precoce da doenca e ao melhoramento 0 acompanhamento clinico

do doente.






Abstract

Diabetes Mellitus is a metabolic disease that affects about 9% of world adult population. The disease
promotes an increase glucose concentration in blood and body fluids, changing their flow, as well as
an increase in intracellular glucose concentration in insulin-independent cells, such as neurons,
producing toxic effects and cellular dead in peripheral neurons. Those alterations affect the eye in
terms of the corneal thickness and the aqueous humor flow.

The ultrasound technique may be used to determine corneal thickness and characterize the aqueous

humor, evaluating their acoustical properties as the propagation velocity and attenuation.

In the present study, the corneal and aqueous humor alteration in DM was measured in 12 rats, which
were divided into two groups of 6 (control and study). Type 1 DM was induced in the study group
and the alterations were followed over 8 weeks. The analysis of the disease effects in the cornea and
aqueous humor was made using two approaches: ultrasounds of high frequencies by two probes of
20MHz and 50 MHz, and by OCT.

This study has confirmed the trend towards the increasing of corneal thickness in DM, showing
statistically significant differences in the obtained measurements with both ultrasound probes
between baseline and 8" week, in the study group (P < 0.001). The aqueous humor acoustical
attenuation coefficient also showed a tendency to increase in DM (P < 0.001 obtained with 50MHz
probe). The results obtained by OCT images segmentation have showed that stromal is the largest

contributor to total corneal increasing in DM, based on the relative size of corneal layers.

The current study has showed the ultrasound technique can be used in study of the eye’s anterior pole
alterations promoted by hyperglycemia in DM. The determination of echogenicity changes in anterior

pole of the eye in DM may allow diagnosing early stages of DM and a better monitoring of patients.
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Introducéo

1. Introducao

1.1.  Motivagao e Objetivos

A Diabetes Mellitus é uma das doencas mais comuns em todo o mundo, afetando cerca de 9% da
populagdo adulta mundial. A Organiza¢do Mundial de Saude estima que em 2040 esta seja a 72 maior

causa de morte no mundo.

Devido a patogénese associada a doenga, urge a necessidade de estudar os mecanismos fisioldgicos
associados ao seu desenvolvimento, bem como o desenvolvimento de técnicas capazes de facilitar o
rastreio da doenca e melhorar o acompanhamento dos doentes e da sua qualidade de vida. Algumas
das alteragdes provocadas pela diabetes acontecem no olho, nomeadamente na cérnea e humor

aquoso.

O presente estudo tem como objetivo a aplicacdo da técnica de ultrassons e OCT em ratos diabéticos
de modo a avaliar as alteragdes provocadas pela doenga na cornea e no humor aquoso. Por ser um
estudo inovador, ndo existindo informacéo referente a estudos idénticos, pretende-se avaliar as
potencialidades dos ultrassons no célculo da espessura da cornea e das suas camadas constituintes e
caracterizar das propriedades acuUsticas do humor aquoso, nomeadamente velocidade e atenuacao.
Pretende-se também estudar a influéncia da frequéncia na capacidade de mapeamento das camadas
da cdrnea, através do desenvolvimento de um método automatico para a analise e processamento de

sinais de ultrassons.

De forma a comprovar os resultados da técnica por ultrassons, pretende-se fazer estudo complementar
por OCT através do desenvolvimento de um método automatico para o calculo da espessura da cornea

e das suas camadas constituintes.

A componente experimental deste trabalho de projeto foi realizada e testada no IBILI — Institute for
Biomedical Imaging and Life Sciences da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, e no
Laboratorio de Tecnologia de Materiais Elétricos e Ultrassons do Departamento de Engenharia
Eletrotécnica e de Computadores da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de

Coimbra.



Capitulo 1

1.2.  Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se dividida em 9 capitulos.

Nos capitulos 2, 3 e 4 sdo apresentados 0s conceitos basicos das tematicas abordadas ao longo do
trabalho. No capitulo 2, sdo dados a conhecer ao leitor os mecanismos basicos de controlo do nivel
de glicose no corpo humano, bem como a origem da diabetes tipo 1 e do tipo 2. No capitulo 3, é dada
a conhecer ao leitor a anatomia basica do olho, bem como a microanatomia e fisiologia da cérnea e
do humor aquoso. No capitulo 4 — Ultrassons sdo dados a conhecer ao leitor 0s conceitos gerais sobre

0s ultrassons e 0s conceitos de geracdo e detecdo de sinal ultrassonoro.

No capitulo 5, é apresentada uma revisdo da literatura sobre o uso de ultrassons no polo anterior do

olho bem como as alterac6es no polo anterior do olho promovidas pela diabetes.

O estudo experimental realizado é apresentado nos capitulos 6, 7 e 8. No capitulo 6, é apresentado o
trabalho experimental realizado, descrito o procedimento laboratorial bem como, de modo resumido,
a analise e o processamento dos dados com vista a obtencdo de resultados. No capitulo 7 sdo
apresentados os resultados da implementacdo dos métodos descritos bem como a analise e
interpretagdo critica dos mesmos e dos métodos implementados. Por ultimo, no capitulo 8 é feita a
revisao do trabalho e resposta aos objetivos propostos, deixando-se algumas sugestdes para o trabalho

a ser desenvolvido no futuro.
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2. A Diabetes Mellitus

2.1. Introducéo

As células sdo a unidade basica da vida de um ser vivo. No corpo humano, os 6rgaos podem ser vistos
como aglomerados de células, com funcdes definidas, relacdes intercelulares e capazes de
desempenhar determinadas fun¢des no seu conjunto, tais como suporte estrutural, crescimento,

protecdo e movimento [1].

Embora existam 0s mais variados tipos de células, com as mais variadas funcdes, todas elas
comungam de certas caracteristicas basicas, nomeadamente o recurso a glicose como substrato basico

para a producédo de energia e 0s mecanismos quimicos de conversao de nutrientes em energia [2].

No ser humano e noutros mamiferos, a glicose, substrato principal para a producdo energética nas

células, é obtida através da dieta.

Durante a digestao, a glicose é libertada para a corrente sanguinea através da acdo de determinadas
enzimas sobre os hidratos de carbono, ficando disponivel para ser utilizada pelas células para a
producdo de energia. Caso nao seja utilizada, a glicose é armazenada sob a forma de glicogénio no

figado e nos masculos, constituindo reservas para utilizagao futura [3].

E o pancreas, glandula anexa do sistema digestivo, que desempenha as fungdes mais importantes nos
mecanismos de obtenc¢&o de glicose e de controlo dos seus niveis na corrente sanguinea. Este 6rgéo é
constituido por duas porgdes: a por¢do exocrina, que ocupa 95% da sua massa, segrega hormonas
como protéases, lipases, amilases, e outras, que participam na digestao de hidratos de carbono; e a
porcao enddcrina, que ocupa a restante massa do pancreas, e segrega hormonas responsaveis pelo

controlo dos niveis de glicose [3].

O pancreas enddcrino estd organizado em estruturas, designadas Ilhéus de Langerhans (Figura 2.1),
que sdo constituidas por cinco tipos de células: células-a, produtoras de glicagina; células-p,
produtoras de insulina, ocupam a maioria do espaco do ilhéu; células-3, produtoras de somatostatina;
células PP, produtoras de polipeptideo pancreatico; e células-g, produtoras de grelina [4]. A

interligacdo entre estas células possibilita a comunicacdo célula a célula, o que permite que a secrecao
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de uma hormona controle a secre¢éo de outra, como por exemplo a inibigdo da glicagina pela secrecéo

de insulina [3].

Fibras
Nervosas

Células B

Células a1, 0 e €

Figura 2.1 — Representacéo (esquerda) e corte histolégico (direita) de um Ilhéu de Langerhans. Adaptado de [4].

O controlo da concentracdo da glicose no sangue € um mecanismo de extrema importancia uma vez
que a glicose € o nutriente normalmente usado pelo cérebro, olhos (retina), entre outras estruturas
fundamentais, por ser o Unico capaz de Ihes fornecer a quantidade de energia necessaria ao seu 6timo
funcionamento. E, por isso, importante que a sua concentracio seja mantida a niveis que permitam a
nutricdo necessaria destes 6rgaos [3], de modo a ndo comprometer o desempenho dos mesmos. A
elevada concentracdo de glicose pode ter efeitos toxicos nas células [3].

Este controlo é feito a custa da insulina e da glicagina, segregadas pelo pancreas endécrino, através
de mecanismos de feedback positivo: se a concentragdo de glicose no sangue estd aumentada
(normalmente apds as refei¢bes), o pancreas é estimulado no sentido da producéo e segregacéo de
insulina (Figura 2.2), estimulando a absorgdo de glicose pelas células e o armazenamento da mesma
pelo figado, diminuindo a sua concentra¢do no sangue.
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Figura 2.2 - Mecanismo bésico da estimulagéo de producéo de insulina na célula-f por aumento da concentragio de
glicose. Adaptado de [3] .

A glicagina, por sua vez, atua de forma a contrariar os efeitos da insulina. Isto é, quando a
concentracdo de glicose € baixa e a segregacdo de insulina é suprimida, hé estimulagéo das células-o
no sentido da libertagdo de glicagina na corrente sanguinea. Esta hormona atua diretamente no figado
promovendo a glicogendlise e consequente libertacdo de glicose no sangue, proveniente das reservas

de glicogénio [3]-[5].

Uma falha no mecanismo de regulacéo, isto é, na atua¢do das hormonas, conduz ao descontrolo dos
niveis plasmaticos de glicose. No caso particular da insulina, uma falha na sua produgéo ou atuacéo
provoca um aumento indesejado de glicose na corrente sanguinea, conduzindo a um estado clinico de

hiperglicemia, como o caso da Diabetes Mellitus (DM) [3], [4].

2.2. Definicao

O termo Diabetes Mellitus corresponde a um conjunto de disturbios metabdlicos caracterizados por
um estado de hiperglicemia cronico, provocado por falhas ao nivel da producéo e utilizacdo de

insulina ou, em alguns casos, por ambos os fendbmenos [6].

Ao longo dos ultimos anos a DM tem sido vista como um problema de satde publica, sendo uma das
doencas mais comuns em todo 0 mundo. Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (WHO do inglés
World Health Organization), até final de 2015, 9% da populagdo mundial adulta (> 18 anos) estava
afetada pela doenca (Figura 2.3) [6], [7]. Na Europa, a prevaléncia média até ao final do mesmo ano
era de cerca de 8% da populacéo total, sendo de 10,3% nos homens e 9,6% nas mulheres entre os 20

e 0s 79 anos. Em Portugal, a prevaléncia da DM em 2015 foi de 13,1%, afetando 15,8% dos homens



Capitulo 2

e 10,7% das mulheres entre 0s 20 e 0s 79 anos [8]. A Tabela 2.1 resume os dados da prevaléncia da

DM em 2015 e a previsdo para o0 ano de 2040.

Tabela 2.1 — Prevaléncia e nimero de casos de DM em 2015 e previséo para 2040 a escala mundial [9].

Ano 2015 Ano 2040
Pessoas com DM 414 M 642 M
Homens com DM 2152 M 3284 M
Mulheres com DM 1995 M 313,3 M
DM nos meios urbanos 269,7 M 4779 M
DM nos meios rurais 1451 M 1639 M

A WHO estima que em 2040 a DM seja a 72 maior causa de morte no mundo e que 0 nimero de
pessoas com a doenga aumente cerca de 55%.

PREVALENCIA
8.1%

Figura 2.3 - Distribuicéo global do nimero de casos de DM em 2015 e estimativa para 2040 [9].

A DM pode tomar diversas formas, sendo as mais frequentes o tipo 1 e o tipo 2.

A DM tipo 1 (DMT1), ou Diabetes Mellitus dependente de insulina (IDDM do inglés Insulin-
Dependent Diabetes Mellitus), Diabetes Mellitus autoimune ou ainda Diabetes com Inicio no Jovem

10
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(juvenile Diabetes Mellitus), devido a sua predominancia em criangas e jovens [5] , é o tipo menos
frequente, ocorrendo apenas em 5% a 10% dos casos de DM. Esta forma de DM caracteriza-se pela
destruicdo autoimune das células-p dos Ilhéus de Langerhans do pancreas e consequente ndo
producdo de insulina, levando ao aumento da concentracdo de glicose na corrente sanguinea, ou

hiperglicemia [3].

A DM tipo 2 (DMT2), ou Diabetes Mellitus ndo-dependente de insulina (NIDDM do inglés Non-
Insulin-Dependent Diabetes Mellitus), também denominada de Diabetes com Inicio no Adulto (adult-
onset Diabetes Mellitus) devido a sua predominancia em idades acima dos 30 anos, é o tipo mais
comum da doenca, ocorrendo em 90% a 95% dos casos [3]. Tal como no DMT1, também no DMT2
se verifica a ocorréncia de hiperglicemia e, em contraste com o DMTL1, pode até apresentar niveis

elevados de insulina no sangue (hiperinsulinemia) [3].

Este tipo da DM ¢é caracterizado pela resisténcia a insulina por parte das células dos tecidos, isto €, a
diminuicdo da sensibilidade dos tecidos aos efeitos metabolicos da insulina, e por falhas na secrecéo
de insulina, podendo qualquer uma das alterac@es ser predominante [4]. Ao contrario do DMT1, as
causas da doenga ndo séo de carater autoimune. Embora 0 mecanismo néo seja ainda completamente
conhecido, as principais causas para a resisténcia a insulina sdo a obesidade e o0 excesso de gordura
visceral, normalmente associadas a predisposi¢do genética para a falha na producdo de insulina e

resisténcia a insulina [4], [5], [10].

Ambos 0s cendrios da DM tém associadas outras consequéncias, causadas diretamente pelos efeitos
toxicos da hiperglicemia. Doentes DMT1 e DMT2 tendem a desenvolver varias patologias crénicas,
como aterosclerose, suscetibilidade a infeces, disfuncdo renal, doencgas associadas ao sistema
Nervoso como a neuropatia diabética e glaucoma [4]. A Tabela 2.2 resume as caracteristicas clinicas

dos doentes com DM tipo 1 e 2.

Tabela 2.2 - Caracteristicas clinicas de doentes com DM tipo 1 e tipo 2. Adaptado de [3] .

Tipo 1

Tipo 2

Idade de inicio
Massa corporal
Insulina no plasma
Glicagina no plasma
Glicose no plasma

Sensibilidade a insulina

Normalmente < 20 anos
Baixa - Normal
Baixa a inexistente
Alta, passivel de ser diminuida
Aumentada

Normal

11

Normalmente > 30 anos
Obesidade visceral
Elevada e resistente a supressao
Aumentada
Aumentada
Reduzida
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2.3. Tipo 1 da Diabetes Mellitus

Nas Gltimas décadas o DMT1 tem sido estudado ndo s6 como uma doenca metabélica mas sobretudo,
como uma doenca autoimune, associada a destruicdo das células-p dos Ilhéus de Langerhans,
conforme mencionado na seccdo anterior. A manifestacdo sintomatica da doenca corresponde,
portanto, a fase final do processo de destruicdo das células produtoras de insulina, levando ao
diagnostico do DMT1 [5].

Apesar da patogénese associada a destruicdo seletiva de células-B ser dificil de estudar, devido a
heterogeneidade de lesdes pancreaticas, alguns fatores sustentam o carécter autoimune desta doenga,
nomeadamente: a presenca de células imunocompetentes e células apresentadoras de antigénio
(Antigen-Presenting Cell) em ilhéus pancredticos, caracteristica das doencas autoimunes; a presencga
de auto-anticorpos especificos para os ilhéus de Langerhans; a resposta a imunoterapia, entre outros
[10]. A acrescentar a estas evidéncias celulares destaca-se a ocorréncia de doengas autoimunes

noutros 6rgdos ou em familiares proximos [10].

Atualmente pensa-se que a resposta autoimune na DMT1 esté associada a suscetibilidade genética
para o desenvolvimento de uma resposta imunitéria contra as células do proprio individuo [5].
Contudo, a suscetibilidade genética per si ndo sustenta por completo o desenvolvimento da doenca,
conforme comprovam estudos baseados em familiares de doentes com DMT1 [4], sugerindo que
outros fatores, externos (como o contacto com virus e retrovirus), desempenham um papel crucial na

“ativacdo” desta resposta imunitaria [4], [5], [10].

A resposta autoimune inicia-se antes do diagndstico da doenca ser possivel, isto é, antes da detecéo
de niveis de glicose no sangue clinicamente significativos [4]. A literatura indica que é certa a
existéncia de anticorpos de células dos ilhéus em individuos de alto-risco de desenvolvimento do
DMT1, permitindo estabelecer limiares bioquimicos para a concentracdo destes marcadores e
consequente estabelecimento de modelos preditivos para o desenvolvimento da patologia [4], [11].
Na Figura 2.4 encontra-se esquematizada a cascata de acontecimentos que conduz ao

desenvolvimento da DMT1.

Y Individuos em que um ou mais familiares diretos foram diagnosticados com DMT1.
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Figura 2.4 - Patogénese da Diabetes Mellitus tipo 1. Adaptado de [10] .

A destruicdo autoimune das células-p leva a uma alteragao na produ¢ao de insulina, fazendo com que
0s seus niveis na corrente sanguinea diminuam, afetando os processos fisiol6gicos que envolvem
absorcdo de glicose. Trata-se, portanto, de uma perturbagcdo metabdlica que leva a hiperglicemia,

conforme referido anteriormente.

Embora esta complicagdo por si s6 contribua largamente para a hiperglicemia, outras complicagdes
surgem no pancreas na presenca da DMT1, como o funcionamento anormal das células-a,
responsaveis pela secrecdo de glicagina, levando ao descontrolo dos seus niveis no sangue,
promovendo a glicogenolise, contribuindo desta forma para 0 aumento da concentragéo de glicose no

sangue [4].

13
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2.4. Tipo 2 da Diabetes Mellitus

Numa situacdo fisiolégica normal, os niveis de glicémia sdo mantidos num determinado intervalo a
custa dos mecanismos de segregacao de insulina, segregacao de glicagina e da acdo da insulina nos
tecidos sensiveis a insulina. No DMT?2 estes mecanismos de regulacdo falham levando a um cenario
de hiperglicemia. As falhas verificam-se ao nivel da producdo de insulina, devido a faléncia das
células pancreéaticas quer por exaustao quer por incapacidade congénita e da acdo da insulina, devido

ao desenvolvimento de resisténcia a insulina por parte das células dependentes desta [10].

O DMT?2 caracteriza-se por uma predisposicdo genética que conduz as falhas supramencionadas.
Contudo, a predisposi¢éo per si ndo é suficiente para desencadear as falhas, atribuindo-se, neste tipo

da DM, especial importancia aos fatores externos.

Dos fatores externos destaca-se a obesidade, cujo papel no desenvolvimento da doenca é de elevada
importancia devido ao aumento do tecido adiposo e gordura visceral, que levam ao desenvolvimento
de resisténcia a insulina, verificada mesmo em casos de auséncia de diabetes [4]. Embora a obesidade
seja 0 fator que mais contribui para o desenvolvimento da doencga, outros fatores contribuem
largamente para espoletar a falha dos mecanismos, nomeadamente idade, consumo de bebidas
alcodlicas, sedentarismo e tabagismo [4], [10]. Na Figura 2.5 encontra-se representada a cascata de

acontecimentos que conduz ao desenvolvimento da DMT?2.
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Figura 2.5 - Patogénese da Diabetes Mellitus. Adaptado de [10].

2.5. Complicagdes provocadas pela hiperglicemia

A elevada concentracdo da glicose no sangue promove complicacdes ao nivel dos diversos 6rgaos e

sistemas, podendo reduzir até cerca de 18 anos a esperanca média de vida do doente [3], [4].

A exposicdo de células insulino-independentes? a altos niveis de glicose por um largo periodo de
tempo, como num cenario de diabetes, provoca 0 aumento da concentracao intracelular de glicose
nestas células [12], conduzindo a complica¢Bes cronicas a médio e longo prazo. De entre essas
complicacBes destacam-se a Retinopatia Diabética — patologia da retina caracterizada por danos nos
Seus vasos sanguineos; tratando-se da maior causa de cegueira a nivel mundial [13]; Neuropatias —
disturbio nervoso caracterizado por lesGes e perda de terminagdes e fibras nervosas devido a
exposicdo prolongada a hiperglicemia [12]; Nefropatia — patologia do aparelho renal caracterizada

pela insuficiéncia renal, provocada pela hiperglicemia [14]; e Doencas Cardiovasculares.

2 Células que ndo necessitam da ag8o da insulina para o transporte da glicose para o seu interior, tais como, células do
sistema nervoso, retina, cristalino, medula do rim e musculo liso.
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3. O Olho

3.1. Anatomia do olho

A visdo € um dos cinco sentidos que permitem ao ser humano apreender e interagir com o meio que
o0 envolve, possibilitando a distingdo da cor, das formas e da distancia. A luz que chega dos objetos,
viaja através de todo o globo ocular, atravessando diferentes estruturas, até ao fundo do olho onde
converge num sO ponto. Ai, na retina, um conjunto de células especificas e especializadas convertem
a luz num impulso elétrico, que é conduzido por neurdnios até ao cortex visual do cérebro, onde é
processado e a imagem interpretada. Este mecanismo de conversdo da luz numa imagem no cérebro
é extremamente rapido, demorando apenas fracdes de segundos, tornando o processo quase
instantaneo [15].

O olho humano é um 6rgédo aproximadamente esférico, com diametro axial médio de 2,4 cm e peso
7,5 g, inserido na cavidade orbitaria, que se move pela a¢do conjunta de seis muasculos (Figura 3.1)
[16].

Figura 3.1 — Olho humano e cavidade orbitaria [17].

O olho humano (Figura 3.2) é constituido por trés camadas principais que envolvem o humor aquoso,
o cristalino e o humor vitreo [18]. A camada mais exterior, a esclerdtica, é constituida pela esclera e
cérnea. A camada intermédia contém a rede principal de fornecimento de nutrientes e oxigénio, e é
constituida pela coroide, corpo ciliado e a iris. A camada mais interna das trés € a retina, que recebe

grande parte dos nutrientes fornecidos pela cordide e onde se da o inicio do processamento
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neurosensorial da visao [15], [16], [18]. Nas cavidades formadas pelas trés camadas encontram-se as
restantes estruturas do olho, que concentram as suas propriedades 6ticas. O cristalino € uma lente que
tem por func&o convergir a luz na fvea (zona de méaxima acuidade visual da retina). E uma estrutura
transparente e avascular suspensa pelas fibras zonulares, fibras transparentes que ancoram o cristalino
ao corpo ciliado [15]. A iris, estrutura pigmentada do olho, situa-se em frente do cristalino, e separa
a camara anterior da cdmara posterior. No centro desta estrutura existe uma abertura circular,
designada por pupila, através da qual a luz entra no olho, funcionando como um diafragma,
controlando desse modo a entrada de luz no olho [16]. O espaco entre a cdrnea e o cristalino, que
contém a iris, é preenchido pelo humor aquoso, um fluido transparente produzido pelo corpo ciliado,
e tem como fungdo a manutencdo da pressdo intraocular, nutricdo e hidratacdo das estruturas

avasculares.

Retina

Nervo Optico

Cornea —————

Humor

Aquoso ~———— Fobvea

Cristalino

- Esclera

Humor Vitreo

Figura 3.2 — Anatomia do olho humano. Adaptado de [19].

3.2. A Cérnea

A cornea (Figura 3.3) é uma estrutura transparente e avascular que funciona como uma janela para o
olho. Insere-se na esclera, numa depressdo denominada de limbo, constituindo a camada mais externa

do olho, a esclerética. Esta estrutura que se estende por um diametro equatorial 10,6pum e transversal
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de 11,7um, apresenta espessura central média em adultos de 550um, aumentando gradualmente na

periferia, onde se apresenta com espessura média de 670 um [16].

Ao passar através da cornea, a luz € parcialmente refratada e direcionada para o cristalino, devido a
sua curvatura e a sua poténcia didptrica de 44 dioptrias. Esta caracteristica € mantida a custa da
estrutura biomecanica intrinseca da cérnea e pelo ambiente extrinseco. A rigidez da parte anterior do
estroma, conferida pela organizagdo estrutural das fibras de colagénio nesta zona, permite que na
parte anterior da cdrnea haja maior tensdo de coesdo, garantindo que a sua curvatura se mantém
constante e inalterada pela hidratagdo do estroma, ao contrario da zona posterior da cérnea, que pode
apresentar alteragOes na sua curvatura em funcéo da hidratacéo do estroma [20].

A coérnea humana é constituida por cinco camadas: trés camadas celulares (epitélio, estroma e

endotélio) e duas interfaces (membrana de Bowman e membrana de Descemet) [15], [16], [18], [20].

Epitelio —

Membrana
de Bowman

[T

Estroma

Membrana dj

Descmet

—iei=tiele(stelalalala’

S —— e
Estroma

Lv
Endotélio J Epiteliok Membrana Membrana de )

de Bowman Descmet Endotélio

Figura 3.3 — Microanatomia da cornea. Adaptado de [19] .

O epitélio (Figura 3.4) é a primeira camada da cdrnea, tratando-se de epitélio pavimentoso
estratificado ndo queratinizado, com 4 a 6 camadas de células, coberto anteriormente por um filme
de lagrima que suaviza as micro irregularidades da sua superficie anterior. Este filme lacrimal,
conjuntamente com as restantes camadas da cornea, comporta 2/3 do poder refrativo total do olho.
As células das camadas mais superficiais do epitélio apresentam microvilosidades que aumentam a
area de contacto entre a camada e o filme de lagrima. Ja as células mais profundas do epitélio, camada
basal, apresentam hemidesmossomas que permitem a ancoragem desta camada as restantes camadas
da cornea. Estas células sdo as Unicas no epitélio da cornea capazes de se reproduzir, sendo as

responsaveis pela regeneracao das restantes camadas celulares do epitélio [20].
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Figura 3.4 — Camada celular do epitélio da cérnea. Adaptado de [20].

Abaixo do epitélio situa-se uma fina membrana acelular constituida essencialmente por fibras de

colagénio, a membrana de Bowman, que separa o epitélio do estroma [15], [16], [20].

O estroma comporta grande parte da estrutura da cérnea, ocupando entre 80 a 85% da espessura total
da mesma. E composto por fibras de colagénio, dispostas paralelamente em feixes, denominados de
fibrilas, que por sua vez também se organizam em camadas paralelas — lamellae [15]. O estroma
difere de outras estruturas de colagénio pela sua transparéncia, resultado da organizacao precisa das
fibras de colagénio e da matriz extracelular [20]. O curto espago entre as fibrilas (55 a 60 nm) permite
a passagem da luz através da cornea sem que sofra interacdo com a mesma, ja que este espago entre

as fibrilas é cerca de 10 vezes inferior ao comprimento de onda da luz visivel (400nm a 700nm) [21].

As fibras de colagénio do estroma sdo rodeadas por proteoglicanos®, que dadas as suas caracteristicas
desempenham um papel importante na regulacdo da hidratacdo e na regulacdo da estrutura do
estroma, retendo e absorvendo a agua [20]. Devido a sua importancia para o sistema 6tico, a
manutenc¢do da transparéncia do estroma € crucial, sendo feita a custa da organizagdo das fibrilas,
onde a hidratacdo constante é uma opera¢do importante uma vez que garante que 0 espago entre as

fibrilas ndo se altera e ndo compromete a transparéncia da cornea.

Os queratindcitos, também fazem parte da constituicdo do estroma, sendo o maior tipo de células
presentes nesta estrutura. Os queratindcitos estdo diretamente envolvidos na manutengdo da matriz

extracelular através da sintese de colagénio e de glicosaminoglicanos [20].

3 Os proteoglicanos séo proteinas intracelulares ligadas a glicosaminoglicanos que por possuirem grande quantidade de
carga negativa atraem varios catides entre os quais o sodio, que atrai molélucas de H20.
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Abaixo do estroma, encontra-se a membrana de Descemet (Figura 3.5), a qual separa o estroma do
endotélio. Trata-se de uma membrana acelular, constituida por fibras de colagénio e cuja origem é o
endotélio [20].

" Estroma
e

¥ Endotelio

Figura 3.5 — Microscopia da cornea posterior. Representagéo da parte posterior do estroma, da Membrana de Descemet
e do Endotélio. Adaptado de [20].

O endotélio é uma monocamada celular que delimita a fronteira posterior da cérnea e desempenha a
mais importante funcdo na manutencdo da transparéncia e nutrigdo do estroma. A manutencéo é feita
através do controlo da hidratacdo do estroma (deturgescéncia®) e do transporte de nutrientes e outras

substancias moleculares provenientes do humor aquoso para o interior da cérnea [22].

Na manutengdo da deturgescéncia o endotélio (Figura 3.6) funciona como uma barreira que impede
a entrada de agua na cornea e como membrana que transfere, por transporte ativo, ides do interior
para o exterior do estroma e vice-versa. Este mecanismo de transporte ativo de ides é feito por via de
dois importantes sistemas de transporte: a bomba de sédio-potéssio (Na*/K*-ATPase), uma proteina
transmembranar que opera contra o gradiente de concentragdo na remocéao de Na* do interior da célula
enguanto bombeia para o seu interior K*, com consumo de energia (ATP); e 0 mecanismo intracelular
da anidrase carb6nica, uma enzima responsavel pela conversdo de CO, e H,O em acido carbdnico
(H2CO:s) e protoes, e vice-versa [22]. Devido a sua funcdo, estas células séo metabolicamente muito
ativas, contendo um grande nimero de mitocéndrias de modo a garantir a sua eficiéncia no transporte

contra o gradiente de concentragao [22].

4 Estado de relativa desidratacdo necessaria para a manutencéo da transparéncia do estroma.
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A entrada de nutrientes e de outras moléculas no estroma é feita através de falhas existentes nas
juncdes celulares adjacentes do endotélio (jungdes de oclusdo), que devido ao controlo da hidratagéo
no estroma, permite a entrada destas substancias por difuséo [22].

Bomba de
Oclusé@o eNllQ(()’

Jungéo de

Figura 3.6 — Mecanismo de manutencdo da cornea saudavel. Adaptado de [23].

Apesar de avascular, a cornea é densamente inervada, sendo um dos tecidos mais sensitivos do corpo
humano [20].

A inervacdo da cornea tem origem na ramificacdo oftalmoldgica do nervo trigeminal [24]. As fibras
nervosas entram na cornea perifericamente e de forma radial, paralelas a sua superficie, diminuindo
a sua espessura a medida que se aproximam do centro da cérnea [24]. Antes de atingir o limbo, as
fibras nervosas apresentam-se sem perineuro nem mielina, seguindo para o interior da cérnea apenas
envolvidas nas células de Schwann [24]. A medida que as fibras se aproximam do centro da cornea,
a sua espessura vai diminuindo e a sua estrutura torna-se mais ramificada. A auséncia de mielina e a
fina espessura das fibras permite a manutencdo da transparéncia da cornea [24]. A Figura 3.7
apresenta a inervagdo da cornea, em representacao esquematica, sendo visiveis as fibras de maior
calibre na zona anterior do estroma, que se ramificam dando origem aos nervos sub-basais do epitélio,

que por sua vez se ramificam e dao origem aos terminais intraepiteliais.

Figura 3.7 — Representacdo esquematica da inervagdo da cornea. Adaptado de [25].
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3.3. O Humor Aquoso

O humor agquoso é um fluido transparente que preenche o polo anterior do olho [16]. Este fluido é o
meio de nutri¢do, excrecdo de produtos do metabolismo, e transporte de neurotransmissores para a
cornea e cristalino, uma vez que estas estruturas sio avasculares. E pelo humor aquoso que circulam
células e mediadores de resposta inflamatoria e farmacos em cenérios de patologia da cérnea e do

cristalino [26].

Além da funcdo de hidratacdo e fornecimento de nutrientes, 0 humor aquoso é responsavel pela
funcdo de suporte da camara anterior, conferindo a forma ao polo anterior do globo ocular, que €
importante na preservacao das suas propriedades éticas [15]. A preservacao da forma é feita através
do equilibro entre a producéo e drenagem do fluido bem como da manutencéo da pressao intraocular
[16].

O humor aquoso (Figura 3.8) é produzido pelo corpo ciliar por processos de secrecdo, difusédo e
ultrafiltracdo do plasma sanguineo [26]. A sua composicdo é semelhante & composicao plasmatica,
embora se apresente mais hipertdnica e com algumas diferencas na concentracdo de determinadas
substancias [15]. Os seus componentes maioritarios sdo ides, hidratos de carbono, glutationa, ureia,
aminoacidos, proteinas, colagénio, oxigénio, dioxido de carbono e agua. Relativamente as diferencas
entre o humor aquoso e o plasma, destacam-se a concentracao de proteinas, que € cerca de 200 vezes
inferior no humor aquoso e a concentracdo de glicose e ureia, que no humor aquoso corresponde a

cerca de 80% da concentragdo plasmatica destas mesmas substancias [26].
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Cérnea

Camara Anterior

Malha Trabecular
Iris

Canal de Schlemm
- Camara Posterior

Cristalino

" Fibras zonulares

\
Corpo ciliado

Figura 3.8 — Estruturas envolvidas na regula¢do do humor aquoso. Adaptado de [16].

A drenagem do humor aquoso é feita através dos poros da malha trabecular, que desempenham
importante papel na regulacdo da pressao intraocular e do canal de Schlemm, que canaliza o fluido
até ao sistema sanguineo [26]. Este canal, que circunda a cdrnea, esta diretamente ligado aos vasos
sanguineos contidos na esclera através de pequenos canais conectores que formam o plexo
intraescleral [15]. A partir desta rede sanguinea, 0 humor aquoso é conduzido para a circulagdo venosa
pelas veias ciliares anteriores, abandonando o olho [15].
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4. Ultrassons

4.1. Consideracdes Gerais

Os ultrassons sdo ondas mecanicas que se propagam em meios fluidos e solidos, cuja designacao esta
relacionada com a capacidade auditiva do ser humano a qual para um individuo saudavel ndo vai além
dos 20 kHz, como limite superior [27]. No entanto, as areas de aplicacdo por exceléncia dos ultrassons
fazem uso de frequéncias variando de algumas centenas de kHz a dezenas de MHz. Na atualidade, os
ultrassons assumem particular importancia na medicina, ndo s6 como meio de diagndstico [28] como

também de terapia [29].

Dado o seu carater ondulatério, tém associada energia, um comprimento de onda e uma frequéncia e
podem ser direcionados, focados e refletidos de acordo com os mesmos principios aplicados aos

fendmenos ondulatérios, como a luz [27].

Ao contrério das ondas eletromagnéticas, os ultrassons necessitam de um meio para se propagarem.
Quando uma onda incide numa fronteira separando dois meios com propriedades acusticas distintas,
nomeadamente velocidade de propagacéo (c) e impedancia acustica (Z = pc, sendo p a densidade),
como ilustrado na Figura 4.1, uma fracdo da energia da onda incidente é refletida na fronteira entre

0S meios e a restante fragdo transmitida para o meio seguinte [30].

Pulso Incidente Pulso Transmitido

S
Pulso Refletido
Meio 1 Meio 2
Zy=p16 Z; = pac,

Figura 4.1 - Esquematizacdo do comportamento de uma onda que incide na interface entre dois meios. Adaptado de [27].
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Os coeficientes de transmissdo e de reflexdo da onda, quando a incidéncia é normal a interface sdo
caracterizados por uma relacdo entre as impedancias acusticas dos dois meios. Seja Zy, px e v, a
impedancia acustica, densidade e velocidade de propagacdo para os meios 1 e 2. O coeficiente de

reflexdo (R) e transmissdo (T'), de acordo com [30], séo dados por:

2 =244
R = 1
Zy+ 74 1)
27
T = %2 )
Zy,+ 27,

A medida que a onda se propaga num dado meio, alguma da sua energia é perdida na interagdo com
a estrutura atomica desse meio. Essa interagdo provoca diminuicdo da intensidade da onda, fruto quer
da converséo da energia em calor (absorgdo), quer do espalhamento provocado pela microestrutura
do meio que redireciona a energia em varias dire¢des (dispersdo). Este fendmeno de perda de energia
por interacdo dos ultrassons com o0 meio denomina-se atenuag&o acustica, cujo coeficiente pode ser
extraido a partir da equacgdo (3) , onde I, é a intensidade da onda incidente, a o coeficiente de
atenuacdo do meio (dB - m™1), d a distancia propagada no meio e I, a respetiva intensidade, [30].
Na &rea de aplicacdo médica dos ultrassons é comum definir o coeficiente de atenuagédo do meio em

funcéo da frequéncia (dB - m™1- MHz 1),

I; = Iye™%¢ (3)

Esta propriedade ganha especial importancia nos sistemas de imagiologia médica, limitando a
profundidade de penetracdo nos tecidos e, como consequéncia, 0 uso de frequéncias elevadas, que
conduzem a superiores resolucdes [27], uma vez que quanto maior a frequéncia, maior a atenuagdo
do meio, e menor serd o espaco percorrido pela onda. Contudo, quando se pretende melhorar a
resolucdo espacial, para caracterizar pequenas estruturas, devem ser usadas frequéncias mais

elevadas, sempre que possivel (Figura 4.2).
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\- Comprimento de onda
(resolugdo)

Comprimento de onda (mm)
Penetragdo (cm)

Frequencia do Transdutor (MHz)

Figura 4.2 — Relag&o entre a resolucdo axial, a penetraco e a frequéncia do transdutor. Adaptado de [31].

4.2. Geracgao e Detecéo de Sinais

Nos sistemas de ultrassons, o elemento principal € o transdutor de efeito piezoelétrico, responsavel
tanto por gerar como detetar ondas ultrassénicas. O transdutor, muitas vezes denominado de sonda,
consiste num elemento Gnico que comporta um material piezoelétrico (elemento ativo) e uma possivel
lente acustica [27]. A geragdo e detegdo dos sinais acusticos é realizada pelo elemento ativo, o qual
tem a capacidade de gerar uma tensdo elétrica em resposta a uma pressdo mecanica e, também, gerar
uma perturbagdo mecénica em resposta a uma tenséo elétrica [32]. Ja a lente acUstica, a semelhanga
das lentes Gticas, permite a convergéncia do feixe de ultrassons, originando o designado foco a uma

determinada distancia da lente, que constitui a distancia focal da sonda [27].

Um transdutor piezoelétrico responde mais ativamente a sinais elétricos e pulsos acusticos de
frequéncia proxima da frequéncia de ressonancia do seu elemento ativo, que constitui uma importante
caracteristica do transdutor. Isto é, a amplitude dos sinais gerados/recebidos, sera tanto maior quanto
mais proxima da frequéncia de ressonancia da sonda forem os seus espetros de frequéncia [27]. Nos
sistemas de ultrassons é usado um gerador de pulsos de banda larga capaz de gerar sinais elétricos

adaptados a frequéncia do transdutor.

As técnicas de imagiologia médica por ultrassons fazem, essencialmente, uso do método pulso-eco,
em que uma mesma sonda emite e recebe os pulsos acusticos, com uma periodicidade definida pela

designada Frequéncia de Repeti¢do de Pulso (PRF do inglés Pulse Repetition Frequency).

Os sinais refletidos podem apresentar diferentes formas e amplitudes dependendo quer do meio onde

se propagam, devido & atenuacéo, quer da interface que o reflete, que nem sempre é um refletor plano,
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quer da dimensdo das estruturas através das quais se propaga. Por exemplo, se 0 meio apresenta um
coeficiente de atenuacdo elevado, o sinal recebido tera fraca amplitude. Por outro lado, se a interface
onde o sinal incide ndo é plana, o feixe € redirecionado e apenas parte da onda regressa ao transdutor

[27]. Alguns exemplos s&o ilustrados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 - Reflexdes produzidas por diferentes interfaces. Adaptado de [27].

Reflexdo produzida por uma

Reflexdo produzida por um Reflexdo produzida por um Reflexdo produzida por um camada fina de espessura
refletor plano refletor irregular refletor convexo inferior ao comprimento de
onda

Amplitude do Eco
Amplitude do Eco
Amplitude do Eco
Amplitude do Eco

Tempo Tempo Tempo Tempo

Em oftalmologia, a aquisi¢do dos sinais nos sistemas de imagiologia médica é feita principalmente
em dois modos: 0 modo-A ou A-scan (modo de Amplitude), 0 modo-B ou B-scan (modo de Brilho).
O A-scan (Figura 4.3) consiste na aquisi¢cdo dos ecos de um pulso unidirecional, relacionando a sua
amplitude com o tempo de voo em profundidade, isto é, o tempo que o eco demora a voltar ao
transdutor [27]. Este modo assume particular interesse na oftalmologia uma vez que permite estudar
com rigor as estruturas em termos da sua espessura e propriedades acusticas, enquanto que o B-scan
(Figura 4.4) consiste num conjunto de linhas A-scan processadas de modo a criar uma imagem

bidirecional em escala de brilhos, comumente usada em imagens de ecografia convencional.
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Posigdo da
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Propagacgédo

M A A-scan

Figura 4.3 - Representagdo esquematica de uma linha de
A-scan de um olho. Adaptado de [27].
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Figura 4.4 - Representacdo esquematica de um B-scan de
um olho. Adaptado de [27].
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A Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca do metabolismo, caracterizada por um estado crénico de
hiperglicemia, provocado por falhas ao nivel da produgdo de insulina, da sua absor¢éo e utilizagéo

ou, em alguns casos, por ambos os fendmenos [6].

A diabetes pode ser classificada em Tipo 1 (DMT1) e Tipo 2 (DMT2). O DMT1 caracteriza-se pela
sua componente autoimune, estando 0 seu aparecimento associado a destruicdo autoimune das
células-B dos Ilhéus de Langerhans do pancreas, inibindo a producdo de insulina, promovendo a
hiperglicemia. J4 o DMT2 caracteriza-se pela sua componente metabdlica, estando o seu
aparecimento associado a falha na utilizag&o da insulina por parte dos tecidos, impedindo a absor¢ado
de glicose por parte destes, e consequente hiperglicemia [5]. Em ambos os casos, a hiperglicemia tem
efeitos tdxicos nas células do organismo, nomeadamente nas células nervosas, conduzindo, em
determinados casos, a sua destruigdo [33], fendmeno que caracterizaa DM como, além de metabdlica,

uma doenga neurodegenerativa [34].

Atualmente o diagnostico da diabetes é feito atraves da anélise da concentragdo de glicose na urina,
da concentragdo de glicose e de insulina no sangue e do teste de tolerancia a glicose [3]. Em casos
severos da doenca, o diagndstico pode ser feito com base na anélise dos gases expelidos na respiracéo,
em particular doentes com DMT1 apresentam aumento na concentracdo de acido acetoacético no
sangue, que é volatilizado sob a forma de acetona e expelido pelos pulmdes, tornando possivel este

diagnostico [3].

Sendo a DM uma doenca cada vez mais comum nas sociedades modernas [9], o desenvolvimento de
novos meios de diagnostico que conduzam a um diagnostico da doenga nas suas fases iniciais ou
subclinicas, e que contribuam para uma maior prevencdo e acompanhamento eficaz do doente,

constitui um importante desafio no panorama geral da doenca.

De entre as complicacdes associadas a DM, destacam-se as que ocorrem no sistema visual. Além das
alteracOes na visdo provocadas pela retinopatia diabética, uma das maiores causas de cegueira no
mundo [13], a DM provoca alteragbes nos meios transparentes do globo ocular numa fase mais

precoce da doenca [35], [36], nomeadamente no polo anterior, mais especificamente na crnea.

37



Capitulo 5

As alteracbes na cornea provocada pela DM verificam-se numa fase precoce da doenca [37],

compreendem alteracdes tanto no seu metabolismo [38], [39] como na sua estrutura [37], [40].

Ao nivel neurodegenerativo, verifica-se degenerescéncia dos nervos subepiteliais da cornea [37],
[40], [41], e a nivel metabolico verifica-se alteracBes no aumento da espessura do estroma [39],
camada da cérnea implicada na sua transparéncia. A degenerescéncia dos nervos subepiteliais da
cdrnea origina a diminuicdo de densidade celular nas varias camadas e em particular no epitélio uma
vez que o0 metabolismo das células do epitélio depende de uma inervagdo adequada, que em doentes
diabéticos é comprometida [40], [42].

O estudo das alteracdes na espessura da cornea, induzidas pela diabetes, é reportado na literatura
através de varios trabalhos cientificos onde se conclui que doentes diabéticos, face a individuos
saudaveis, tendem a ter a espessura central da cérnea (CCT do inglés Central Cornea Thickness)
aumentada [42]-[47], sendo sugerido em alguns desses trabalhos que esta pode ser uma das primeiras
alteraces detetadas no olho [47], [48].

Em 2000, Maria E. Rosenberg et. al., demonstrou haver um aumento da espessura central da cérnea
em doentes com DM relativamente a individuos saudaveis. Para o efeito, foram avaliadas a
sensibilidade da cornea, a sua espessura central com microscopia especular sem contacto e a
densidade dos nervos sub-basais com microscopia confocal, em 23 doentes com DM. Nove
individuos saudaveis foram usados como controlo. Este estudo mostrou que a CCT nos diabéticos era
superior a verificada nos individuos normais e a densidade dos nervos sub-basais bem como a
sensibilidade da cornea era inferior em individuos diabéticos. Os autores admitem que o0 aumento da
espessura da cornea se pode ter dado, entre outras hip6teses, por insuficiéncia das células endoteliais,
promovendo edema no estroma. Assumem ainda que a hipétese de este aumento estar relacionado

com a diminuicdo da densidade celular ndo se verificou [45].

Em 2006, JS Lee et. al., realizou um estudo semelhante com o objetivo de avaliar as diferengas na
espessura central da cérnea e na morfologia do endotélio, em doentes diabéticos e saudaveis da
mesma faixa etaria e estabelecer correlaces entre estas alteracdes e a duracdo da doenca [42]. O
estudo envolveu 300 individuos (100 saudaveis e 200 com DM) os quais foram submetidos a exames
de paquimetria ultrassénica e microscopia especular. Os resultados permitiram estabelecer uma
correlagdo entre 0 aumento da espessura da cornea e a DM, tendo-se verificado um aumento
significativo da espessura nos individuos com patologia (cerca de 21um). Os pacientes foram,

também, divididos em dois grupos em funcdo do tempo de prevaléncia da diabetes. Os autores
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concluiram que no grupo cuja prevaléncia era superior a 10 anos, a CCT era maior quando comparada

com o grupo com menos de 10 anos de prevaléncia.

Mais recentemente, em 2010, o estudo publicado por Ozdamar, Y., confirmou o0 aumento da CCT em
doentes com DM, [44]. No estudo foram avaliados 73 individuos saudaveis e 50 diabéticos. A
espessura da cérnea foi medida com recurso a paquimetria ultrassonica. Da analise dos resultados, o
autor concluiu que a CCT de doentes diabéticos era maior de que em individuos saudaveis (cerca de
26pm).

Alguns autores tém desenvolvido trabalhos no sentido de justificar as alteracfes ocorridas na cérnea
em doentes com DM [42], [46], [47]. De entre as alteracfes ocorridas, a alteracdo no funcionamento
das bombas de sédio-potéassio® (Na*/K*) do endotélio da cérnea, responsaveis pela manutencéo da

hidratagdo do estroma, pode ser a causa do aumento da espessura da cornea [46], [49], [50].

B. C. Weston et al, ndo verificaram aumento da permeabilidade do endotélio em doentes diabéticos
capaz de promover edema do estroma [49]. P. R. Herse, et al., demonstraram em modelos animais de
coelhos diabéticos haver alteracdes metabolicas provocadas pela DM que conduzem & inibicéo das
bombas de sodio-potassio (Na+/K+-ATPase), que promovem a hidratacdo do estroma e consequente
aumento da espessura da cornea [51], facto documentado por S. A. Hasan [52] e A M. Calvo-Maroto

[43], nos seus trabalhos de revisao.

Além das alteragdes na espessura da cornea, também as altera¢cbes no humor aquoso induzidas pela
diabetes tém vindo a ser estudadas. Este meio transparente do globo ocular, é um fluido composto
por uma matriz de fibras de colagénio que contém glicose e ureia, e cujos niveis se correlacionam
com a sua concentracdo plasmatica, particularmente a glicose [26]. Estudos de espetroscopia de
Raman® mostram que esta técnica permite calcular com precisdo a concentragdo da glicose no humor
aquoso com base em modelos preditivos, [53]-[55]. Varios autores concluiram que existe uma

correlacdo entre a concentracdo de glicose no humor aquoso e a concentracdo de glicose no sangue

5 A bomba de Na+/K+ é um mecanismo membranar de transporte ativo caracterizada pelo movimento de substancias e
ibes contra o gradiente de concentragéo. Ocorre sempre de um meio hipoténico para um meio hiperténico. Este mecanismo
é o responsavel pela manutencédo da concentracdo de potassio no meio intracelular é importante para a sintese de proteinas
e respiracdo; o bombeamento de sodio para fora da célula permite a manutencao do equilibrio osmético. Além disso, através
deste transporte, ocorre a estabilidade do volume celular e a concentracéo de agua no meio intracelular

SA espetroscopia de Raman é uma técnica de luz baseada no espalhamento que a luz coerente sofre ao interagir com a
matéria, mais concretamente no espalhamento ineldstico. Nesta técnica, essas altera¢des sdo quantificadas de forma a
caracterizar 0 meio que as provocou, gerando uma assinatura quimica do material irradiado, que permite a sua
identificacéo.
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[53], [55], [56], sustentando que a espetroscopia de Raman é um método passivel de ser usado na

determinag&o indireta da concentragédo de glicose no sangue.

Em 1995 Lill-Inger, L. et al, realizaram um estudo sobre a fluxo do humor aquoso em doentes com
DM, tendo demonstrado que na DM as propriedades fisicas do humor aquoso se encontravam
modificadas, fruto da alteracdo da concentracdo de glicose [57]. Em 2011, James T Lane et al,
analisaram a alteracdo do fluxo do humor aquoso em doentes com DM, tendo concluido que o fluxo
se apresenta diminuido em doentes com diabetes tipo 1, mesmo antes do desenvolvimento de

complicagdes microvasculares clinicamente significativas [58].

As alteragBes na cornea, nomeadamente o seu aumento, pode ser medido com recurso a varias
técnicas, sendo a mais usada a paquimetria ultrassonica. Este método, permite determinar com rigor
a espessura da cérnea [59], usando ultrassons com frequéncias elevadas (20MHz ou superior) [60].
Os métodos baseados em ultrassons nomeadamente a paquimetria ultrassénica e a biomicroscopia
ultrassonica, tém sido amplamente usados em estudos do polo anterior do olho, devido ao seu carater
ndo invasivo e a sua capacidade de interagdo com 0s meios transparentes, ao contrario das técnicas
de luz [61]-[65].

Ronald H. Silverman et al, em 2006, demonstraram que o polo anterior do olho pode ser estudado em
detalhe, usando ultrassons de muito alta frequéncia (superior a 35MHz) [63]. O estudo consistiu na
obtencdo de imagens B-scan do olho de um doente, submetido a cirurgia LASER (LASIK), com
recurso a um sistema de posicionamento ajustado a curvatura da cérnea e a técnicas de processamento
de sinal. Foram obtidas imagens com duas sondas de frequéncia central diferente: 35MHz e 75MHz.
Este estudo mostrou que o uso da sonda de 75MHz, permitia a obtencdo de imagens do polo anterior
do olho, particularmente da cornea e das suas camadas, provando ser possivel a sua aplicacdo na
pratica clinica, com principal interesse no diagndstico de patologias da cornea e outras que implicam

alteragdes na morfologia da mesma.

Além da paquimetria, o uso de ultrassons na medicina permite a caracterizagdo dos tecidos em termos
dos seus parametros acusticos, nomeadamente o coeficiente de atenuacdo e velocidade de propagacao
[66]. Estes pardmetros caracterizam o modo como os ultrassons interagem com os tecidos, permitindo
discriminar os tecidos saudaveis e os patoldgicos [67]. A determinacdo destes parametros acusticos
tem vindo a ser feita para alguns tecidos bioldgicos, conforme refere J A Noble na sua revisdo da
literatura sobre o uso de ultrassons [66]. Em particular, estudos tém sido realizados com o objetivo

de caracterizar as propriedades acusticas dos tecidos do globo ocular [68]-[72].
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Embora inconsistente, a velocidade de propagacdo na cérnea saudavel, atualmente considerada na
paquimetria comercial e em investigagdes relacionadas para o calculo da espessura da cdrnea é de
1640 m/s [70]-[73]. No caso do coeficiente de atenuagdo da cornea, sdo poucos 0s estudos que 0
referem e sdo inconsistentes entre si [70], [71].

Finalmente, saliente-se a existéncia de poucos trabalhos relacionados com as propriedades acusticas
do humor aquoso [74], [75]. A velocidade de propagacdo acustica sugerida para 0 meio em questao
é de 1540 m/s. A literatura ndo fornece estudos sobre as altera¢fes das propriedades acusticas deste
meio na DM. Contudo, os estudos anteriormente mencionados sobre a alteragdo da concentracao de
glicose neste meio, na DM [53], [54], [56], bem como as alteragdes no fluxo e nas propriedades fisicas
do humor aquoso em pacientes diabéticos [57], [58] e os referidos sobre as propriedades acusticas do
meio, sugerem que a atenuagdo e velocidade de propaga¢do no humor aquoso apresentem valores

diferentes para individuos saudaveis e diabéticos [76].
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6. Materiais e Métodos

6.1. Introducéo ao estudo in vivo

No estudo aqui apresentado foram avaliadas as alteragdes do polo anterior do olho provocadas pela
diabetes tipo 1. Para e efeito, foi desenvolvida uma metodologia usando a técnica de ultrassons para
analise in-vivo de modelos animais de ratos diabéticos e foi desenvolvido um algoritmo para
segmentacdo automatica das imagens da cdrnea obtidas com OCT (do inglés Optical Coherence

Tomography).

Foram usados 12 ratos Wistar adultos de 4 meses de idade, do género feminino de modo a obter dois
grupos distintos com 12 olhos em cada grupo, o que permitiu ter amostra significativa em cada grupo
de acordo com a hipdtese do estudo. Para esse efeito os ratos saudaveis foram divididos em 2 grupos
(Ry e Ry), aleatoriamente. O grupo R, foi desighado como o grupo de controlo, e 0 grupo R; foi

designado como o grupo de estudo.

Os 12 animais foram mantidos em condi¢des ambientais controladas (temperatura de 21.8+0.1°C,
humidade relativa de 67.6+1.6% e 12h ciclo luz/escuriddo), com acesso livre a comida e dgua. A
experimentacdo animal seguiu a regulamentacdo europeia de protecdo dos animais usados para fins
cientificos (Diretiva 2010/63/EU). Toda a experiéncia foi realizada de forma a minimizar o

sofrimento do animal.

As aquisigdes in-vivo foram feitas ao longo de 8 semanas: na semana zero, correspondente a semana
de inicio do estudo (baseline), semana 1, 2, 5 e semana 8. Na semana zero foram adquiridos os dados
de OCT e ultrassons relativos a todos os animais saudaveis, antes da inducdo da diabetes no grupo de

estudo. Apos as aquisicOes da semana zero foi induzida a diabetes tipo 1 no grupo R;.
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6.2. Modelo animal

O modelo animal usado foi o de diabetes tipo 1 induzido com Streptozotocina’ (STZ) em ratos Wistar

saudaveis [77].

Os ratos Wistar sdo uma estirpe da espécie Rattus Nornegicus especialmente manipulada para uso
cientifico, e largamente usada em investigacdo biomédica, devido as semelhancgas encontradas entre
0s seus mecanismos fisiologicos e os mecanismos fisioldgicos dos humanos, permitindo assim o

estudo de fendmenos biolégicos em humanos [78].

No caso particular da Diabete Mellitus (DM), a inducao da diabetes tipo 1 em ratos Wistar com STZ
€ um bom modelo animal sendo o mais usado em investigacéo, uma vez que as células-p do pancreas
destes animais sdo sensiveis aos efeitos toxicos da STZ, induzindo alteracfes semelhantes as
provocadas pela destruicdo autoimune dos ilhéus de Langerhans e défice de insulina em humanos
com diabetes tipo 1 [79], nomeadamente, alteracdes no polo anterior do olho [80].

O olho deste animal difere do olho humano essencialmente na sua dimenséo e na dimensdo das suas
estruturas constituintes. Apresenta um diametro axial de 6,29 mm [81], a cdrnea, tem um raio de
curvatura anterior de 2,97 mm e posterior de 2,87 mm, e a sua espessura total é de 0,26 mm [81].
A distancia entre a face posterior da cornea e a capsula anterior do cristalino (espaco ocupado pelo

humor aquoso) é de aproximadamente 0,62 mm [81].

Inducdo da DM com STZ

A diabetes tipol foi induzida no grupo R através de injecdo intraperitonial de STZ. A Streptozotocina
provoca a destruicdo quase imediata das células produtoras de insulina do péncreas, tornando os
animais diabéticos ao fim de aproximadamente 48 horas [79], [82]. Os ratos do grupo R, saudaveis,
foram injetados com uma solugdo salina (PBS do inglés phosphate buffered saline) que atuou como

placebo.

Para a inducdo de diabetes, usou-se uma solucdo de (S0130 — Streptozocin, Sigma-Aldrich), numa
dosagem de 65mg/Kg de acordo com o peso do animal [79], [82]. Todos os animais foram rastreados

para a diabetes através da medicdo da glicemia em jejum com recurso a um glicosimetro comercial.

7 Streptozotocina (STZ) é um farmaco de origem natural que exerce agdo toxica sobre as células-4 do pancreas, usado para
a inducdo do DMT1 através da destruicao das células produtoras de insulina [79].
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A dose administrada para cada animal deste estudo e a glicémia no momento da inducéo pode ser
consultada no apéndice A. Apos a injecdo, os animais foram mantidos em condi¢6es controladas com
acesso livre a comida e a uma solucao contendo 15% de sacarose, que ao fim de 2 dias foi substituida
por agua.

6.3. Configuracao experimental

6.3.1. Ultrassons

Neste trabalho, foram adquiridos sinais A-Scan da cérnea, em modo pulso-eco, usando dois
transdutores ultrassénicos com frequéncias de 20 (Figura 6.1 (a)) e 50 MHz (Figura 6.1 (b)), cujas
carateristicas s&o mostradas na Tabela 6.1. Para a excitacdo das sondas foram usados dois geradores
de pulso: Panametrics Model 5800 (Olympus, Inc., MA,USA) para a sonda de 20MHz (Figura 6.1 (d))
e DPR500 Dual Pulse/Receiver (Imaginant Inc.,NY,USA) para a sonda de 50MHz (Figura 6.1 (e)).
Em ambos os casos foi usado uma Frequéncia de Repeticdo do Pulso (PRF do inglés Pulse Emission

Frequency) de 1kHz.

Tabela 6.1 - Caracteristicas dos transdutores usados.

Frequéncia central Distancia focal Diametro do
Sonda elemento ativo Fabricante
(MHz) (mm)
(mm)
Sonda 20 MHz 20 8,9 3,2+0,1 Imasonic, SAS,
France
Sonda 50 MHz 50 7,8 3.17+0.01 Ge”efﬂsEA'ectrlc,
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Figura 6.1 - Equipamento para aquisi¢ao dos sinais de A-Scan.

A forma de onda produzida é caracteristica de cada sonda. Na Figura 6.2 e Figura 6.3 estdo

representados os sinais de eco caracteristicos de cada sonda utilizada, obtidos com recurso a um

refletor plano.
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Figura 6.2 - Pulso caracteristico da sonda de 20 MHz.
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Figura 6.3 - Pulso caracteristico da sonda de 50 MHz.
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Para visualizacdo e aquisicdo dos sinais acusticos foi usado um osciloscopio digital (Tektronix DPO
2024B Digital Phosphor Oscilloscope, Tektronix Inc., TX, USA), de 1GS/s de frequéncia de
amostragem (Figura 6.1 (c)) e capacidade para armazenamento externo via USB (Universal Serial
Bus) em formato .CSV (do inglés Comma-Separated Values).

Os dados foram processados offline em ambiente Matlab® (MathWorkds Inc., MA, USA, versao
R2014b).

6.3.2. OCT

Nesta abordagem, foram adquiridas imagens da cérnea com um OCT para animais de pequenas
dimensbes (830 nm OCT Imaging System, Phoenix Research Laboratories, Inc, CA, USA), mostrado
na Figura 6.4. No processo de aquisi¢do, foi usada uma plataforma de posicionamento com dois
parafusos micrométricos (Figura 6.4 (a)), permitindo o ajuste da distancia entre o animal e o foco da
camara CCD, (Figura 6.4 (b)). Apds os ajustes do foco, as imagens foram adquiridas em formato .tiff
(do inglés Tagged Image File Format) através do software do OCT (Phoenix OCT Software) e
devidamente catalogadas com a identificagdo do animal, da semana e do indice da aquisicao.

Figura 6.4 — Configuracéo experimental para aquisicéo de imagens OCT.

6.4. Aquisigdes in vivo

A aquisicdo da informacéo referente a ambos os grupos de ratos, com OCT e ultrassons, ao longo de

8 semanas do estudo, foi realizada de acordo com os seguintes passos:
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1. Preparacao

O processo de aquisicao pelas metodologias acima descritas implicou uma anestesia prévia dos
animais com uma injecdo intraperitonial de uma solucdo cloridrato de ketamina
(IMALGENE®1000, Merial) e xilazina (Rompun®, Bayer) numa propor¢do de (75mg/kg) de
acordo com o peso de cada animal. As pupilas foram dilatadas com uma solucdo contendo 10%
de cloridrato de fenilefrina (Davinefrina®) e a cdrnea anestesiada com uma solucéo de cloridrato
de oxibuprocaina (Anestocil®) . Para todos os animais, foi feita a medic¢do da glicémia antes das

aquisicoes. Os resultados sdo apresentados no apéndice B.

2. Aquisicao de imagens por OCT

Apdbs o processo de anestesia, o animal foi colocado em decubito ventral na plataforma de
posicionamento (Figura 6.4 (a)), de modo a obter uma incidéncia normal da fonte de LASER do
OCT no apex da cornea. A aquisi¢do das imagens por OCT, imediatamente apds a anestesia,

permitiu diminuir a influéncia dos movimentos respiratorios.

3. Aquisicdo de sinais acusticos

A aquisicdo de sinais usando ultrassons requer um adequado acoplamento da sonda ao meio a
inspecionar, no caso concreto ao olho do animal. Para o efeito, foi manualmente construido um
tubo em silicone ajustado ao didmetro de cada sonda e ao didmetro dos olhos dos animais [83], no
qual era vertida uma solucéo salina, mantida a temperatura de 31 + 0.5 °C, 0 que permitia uma
adequada transmissdo do sinal ultrassonoro e proporcionava um atraso temporal nos sinais

adquiridos, necessario para uma clara diferenciacdo entre o sinal da emisséo e o sinal da cornea.

4. Recuperacdo da anestesia

Apos a aquisicdo dos dados de OCT e ultrassons, o animal era mantido numa placa aquecida a
31+ 0.5°C para recuperacdo dos efeitos da anestesia. Uma vez recuperados, 0s animais
regressaram ao biotério onde permaneceram ao longo das semanas seguintes em condicdes de

luminosidade, temperatura e humidade controladas e livre acesso a agua e comida.
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6.5. Processamento dos dados adquiridos

6.5.1. Sinais acusticos

A informacdo contida nos sinais de A-Scan foi usada para medir a espessura total da cornea, bem

como das suas camadas constituintes, usando a sonda de 50MHz, e a atenuagao acustica no humor

aquoso. Para o efeito, foi desenvolvido um algoritmo de identificacdo automética dos ecos

provenientes das fronteiras de interesse e aplicado aos sinais adquiridos com a sonda de 20 e 50MHz.

A implementacdo do algoritmo foi feita em ambiente Matlab® e encontra-se esquematizado no

diagrama da Figura 6.5.

De modo a conduzir a uma identificagdo mais eficaz das fronteiras, antes da aplicacéo do algoritmo

foi feita uma inspec¢&o visual de todos os sinais adquiridos, tendo sido removidos os sinais cuja relagéo

sinal-ruido era baixa bem como os que apresentavam artefactos, motivados pela presenca de bolhas

de ar ou reflexdes resultantes de uma incidéncia deficiente.

csv

h

Filtragem

Remog&o do pulso de
emissdo / Janela de

pesqguisa

h J

h J

Detecio e identificagio

dos sinais da cornea

Calculo da
espessura

h 4

Céleulo da
atenuagho

Detegéo do cristalino

Figura 6.5 — Algoritmo usado para dete¢do automatica das interfaces, calculo da espessura da cornea e atenuagao.

6.5.1.1. Processamento dos sinais adquiridos com a sonda de 50MHz

No processo de detecdo automatica das fronteiras das estruturas oculares (cérnea anterior, posterior

e cristalino), o sinal gravado em adquirido foi previamente sujeito a remocdo de ruido. Para tal,
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aplicou-se um filtro passa-banda com frequéncias de corte de 10MHz e 60MHz, de modo a remover

frequéncias indesejadas e selecionar as frequéncias de interesse.

Posteriormente, procedeu-se a detecdo dos ecos de interesse através da localizacdo dos maximos
locais, e a caracterizacdo das estruturas com base no tempo de propagacdo e a velocidade de
propagacao dos ultrassons (1640 m/s na cornea [70] e 1540m/s no humor aquoso).

O primeiro passo para a detecdo dos ecos das fronteiras consistiu na selecdo de uma janela de
pesquisa, cujo inicio tinha como referéncia a localizag¢&o temporal do pulso de emissdo. Para 0s sinais
A-Scan adquiridos, considerou-se que a janela de pesquisa tinha inicio 2us ap6s o inicio do pulso de
emissdo e como fim o final do A-Scan (retdngulo verde na Figura 6.6).

SEOUSEEBRRNSTIR W R F S PSP R pope AN WWW
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Figura 6.6 — Sinal A-Scan da sonda de 50MHz com representa¢édo da janela de pesquisa (verde) e do pulso de emissdo
(vermelho).

A detecdo das fronteiras teve como referéncia a reflexdo de méxima intensidade na janela
considerada. Nos sinais adquiridos, o pulso de maior amplitude correspondia a reflexdo na fronteira
posterior da cérnea. Note-se que, dependendo da incidéncia, era possivel observar pulsos de maior
amplitude na fronteira anterior da cornea. O facto dos pulsos de maior amplitude se verificarem na

fronteira posterior pode ser justificado pela curvatura da cérnea que, por ser muito acentuada, faz com
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gue os ecos sejam desviados desviadas segundo outras direcdes, que ndo a hormal, no percurso de

regresso ao transdutor.

Localizado o maximo absoluto, foi feita uma pesquisa no sentido de localizar os restantes maximos
locais correspondentes as fronteiras da cornea. A pesquisa consistia na localizacdo de méaximos
relativos de amplitude igual ou superior a 40% da amplitude do maximo local numa janela centrada
no méximo absoluto e largura de 800ns (Figura 6.7). Por forma a garantir que 0os maximos detetados
ndo correspondiam & mesma fronteira, foi estabelecida uma distancia temporal minima de 50ns entre
méaximos (limiar obtido experimentalmente, com base no comprimento de onda do pulso). Nos casos
em que o limiar 40% n&o permitia a detecdo de méximos relativos, 0 mesmo foi diminuido, de 5 em
5% até um limite maximo de 20% da amplitude do maximo absoluto. Nos casos em que este
procedimento ndo permitiu detetar nenhum maximo relativo, o sinal foi rejeitado. A sele¢éo do valor
para a duracdo da janela foi baseada no tamanho médio da cornea e do humor aquoso [81], bem como
na respetiva velocidade de propagacéo dos ultrassons. A duracéo da janela é suficiente para garantir
gue apenas as fronteiras anterior e posterior da cornea estejam incluidas. Este mecanismo encontra-

se esquematizado no Algoritmo 6.1.

[valMax,posMax] = max(janelaPesquisa)
limiar = 0,4 x valMax
janelaPesquisaCornea = janelaPesquisa (posicaoMaximo-

400:posicaoMaximo+400)

[valMaxLocais, posMaximLocais]=

procurarMaximos (janelaPesquisaCornea)=2limiar
n = contar (posicaoMaximosLocais)
while n < 1

limiar = limiar-0.05*valMax

[valMaxLocais, posMaximLocais]=

procurarMaximos (janelaPesquisaCornea)2limiar

end

tca posMaximLocais (1)

tcp = posMaximLocais (end)

Algoritmo 6.1 - Dete¢do dos maximos locais correspondentes aos ecos da cérnea anterior para sinais de 50MHz.
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Figura 6.7 — Representacdo da janela em torno do méximo do sinal (vermelho) e limiar da dete¢do de maximos locais
(magenta).

Detetados 0s maximos relativos da janela considerada (Figura 6.8), ou seja, na zona da cornea,
procedeu-se a sua identificagdo avaliando, para o efeito, a distancia temporal entre eles. Deste modo,
os maximos foram identificados em funcéo da sua localizagdo temporal como fronteira anterior da

cornea (t.q) e fronteira posterior da cornea ().
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Figura 6.8 — Identificaco dos maximos locais correspondentes as fronteiras da cornea.

Por altimo, foi feita a identificacdo do méximo local correspondente ao sinal do cristalino (t.,). Para

o efeito, foi considerada uma nova janela de pesquisa com limite temporal inferior de 500ns, medido
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a partir de t., , correspondendo a uma localizagcdo no humor aquoso, e duracdo de 2ps. Definida a

cp
zona de pesquisa foi identificado o t.,- como o primeiro méximo local de intensidade igual ou superior
a 80% do maximo absoluto nesta janela (Figura 6.9). No Algoritmo 6.2 estd representado o

mecanismo descrito.

janelaPesquisaCristalino = janelaPesquisa (tcp+500: tcp+2500)
[valMax,posMax] = max(janelaPesquisaCristalino)
limiar = 0,8 * valMax

[valorMaximosLocails,posicaoMaximosLocais=

procurarMaximos (janelaPesquisaCristalino)2limiar

tcr = posicaoMaximosLocais (1)

Algoritmo 6.2 - Dete¢do do maximo local correspondente ao eco do cristalino para sinais de 50MHz.
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Figura 6.9 — Representacdo da janela de pesquisa da fronteira do cristalino (vermelho) e limiar da deteg&o (verde).

Identificadas todas as estruturas do polo anterior do globo ocular procedeu-se a sua caracterizagao.
Concretamente, calculou-se a espessura total da cornea, do epitélio, do estroma e do percurso entre a
fronteira posterior da cornea e a fronteira anterior do cristalino, usando abordagens no dominio do

tempo e no dominio da frequéncia [62], [84] bem como a atenuag¢ao no percurso do humor aquoso.
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6.5.1.1.1. Calculo da espessura das camadas da cérnea

A abordagem no dominio do tempo para o célculo das espessuras levou em considera¢do 0s maximos
locais de cada uma das fronteiras identificadas. Assim, medindo o intervalo (4t) de tempo verificado
entre elas (Figura 6.10) e considerando a velocidade de propagacdo (v) respetiva, obteve-se a

espessura (d) , usando a Equacéo (4),

vAt 4)

A abordagem no dominio da frequéncia para o célculo da espessura, faz uso da interferéncia entre
pulsos. Medindo a variacdo de frequéncia (4f) entre maximos (ou minimos) consecutivos (Figura
6.11), pode ser estimado o tempo de voo (4t), permitindo o calculo da espessura através da equacgao

(4) ou, em alternativa, usando a equacdo (5), onde a frequéncia é considerada [85],

d =v-24f (5)

Considerando os sinais adquiridos, a interferéncia na frequéncia consistiu em selecionar os pulsos das
fronteiras delimitando a regido em estudo, eliminando os restantes pulsos através da técnica de zero-
padding. Posteriormente, calculou-se o seu espetro em frequéncia usando a Transformada Rapida de
Fourier (FFT, do inglés Fast Fourier Transform). A média da variacdo da frequéncia entre 0s
maximos do espectro em amplitude com intensidade superior ou igual a 25% do valor de maior

amplitude (frequéncia central), foi calculada e, com base nisso, determinado o tempo de voo entre as

1

fronteiras (At = E) (Figura 6.11).
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Figura 6.10 — Tempo de voo entre fronteiras no dominio do

tempo Figura 6.11 — Tempo de voo entre fronteiras no dominio da frequéncia.

A determinacdo do tempo de propagacao no epitélio (t,), usando a abordagem no dominio do tempo,
ndo foi possivel na maioria dos casos como se observa na Figura 6.12, sendo a analise no dominio da
frequéncia a Unica forma de estimar a sua espessura [86]. Para o efeito, foi calculada a interferéncia

na frequéncia conforme anteriormente descrito (Figura 6.13).
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Figura 6.12 — Selecdo do sinal da fronteira anterior da cérnea e do
estroma no dominio do tempo para o calculo do tempo Figura 6.13 — Tempo de voo entre fronteiras no dominio da frequéncia.
de voo no dominio da frequéncia.
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6.5.1.1.2.  Calculo da atenuacé&o acustica no humor aquoso

O coeficiente atenuacdo foi calculado no percurso dos ultrassons no humor aquoso. Este calculo foi
feito com base a relacdo entre amplitudes das reflexes (no dominio do tempo) nas fronteiras que o

limitam (fronteira posterior da cérnea e fronteira anterior do cristalino)

Como mencionado, o coeficiente de atenuacdo (a,) foi calculado como uma relacdo de amplitudes
maximas das reflexdes (4, e A, correspondentes as amplitudes das fronteiras anterior e posterior

respetivamente) limitando cada percurso e a espessura (d) da camada a caracterizar, atraves da
equacéo (6)

ac

20 A (6)
= 2410810 (Aa>'

6.5.1.2. Processamento dos sinais adquiridos com a sonda de 20MHz

No processo de detegdo automatica das fronteiras das estruturas oculares (cornea anterior, posterior
e cristalino), o sinal adquirido foi previamente sujeito a remogao de ruido, a semelhanca do efetuado
para os sinais adquiridos com a sonda de 50 MHz. Para tal, aplicou-se um filtro passa-banda com
frequéncias de corte de 1IMHz e 30MHz, de modo a remover frequéncias indesejadas e selecionar as

frequéncias de interesse.

O primeiro passo para a dete¢do dos ecos das fronteiras, consistiu na selecdo de uma janela de
pesquisa, cujo inicio tinha como referéncia a localizagdo temporal do pulso de emisséo (Figura 6.14).
Para os sinais A-Scan adquiridos, considerou-se que a janela de pesquisa tinha inicio 2us ap6s o inicio

do pulso de emissdo e como fim o final do A-Scan.
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Figura 6.14 — Sinal A-Scan da sonda de 20MHz com representacéo da janela de pesquisa (verde) e do pulso de emissao
(vermelho).

Atendendo a forma do sinal gerado, a detecdo das fronteiras através do maximo local, como no caso
da andlise dos sinais obtidos com a sonda de 50MHz, ndo foi uma abordagem eficaz uma vez que o
eco caracteristico apresentava varios maximos locais. Por isso, os ecos foram detetados no seu

percurso ascendente.

Na detecdo da cornea anterior (t.,), foi usada uma janela deslizante de 50ns de duracdo, varrendo
progressivamente o sinal sem sobreposicdo. Em cada janela era calculado o desvio padrdo e
comparado com o desvio padrdo do sinal. No caso de o desvio padrao da janela ser superior ao desvio
padrdo do sinal a duragdo da janela era ajustada para 100ns e localizadas as amostras com amplitude
superior a 50% da amplitude maxima do sinal, de modo a identificar se a janela estava posicionada
sobre um eco ou nao (ver Algoritmo 6.3). Atendendo a forma dos sinais adquiridos, se a amplitude
de metade do nimero total de amostras da janela inspecionada fosse igual ou superior a 50% da
amplitude méaxima do sinal, entdo o eco detetado correspondia a fronteira da cdrnea e a primeira

amostra acima desse limiar foi assumida como o inicio do eco.

intervalo = 50 nanosegundos

limiar = std(janelaPesquisa)

for cada intervalo janelaPesquisa
if std(intervalo) > limiar

duracdo do intervalo = 100 nanosegundos
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if 50% amostras no intervalo > limiar
posEcoDaCornea = primeira amostra do intervalo
end
end

end

Algoritmo 6.3 — Detecéo do eco da cornea para sinais de 20MHz.

A determinacdo do eco correspondente a fronteira posterior da cornea (t.,) nao foi possivel no

dominio do tempo. Observando o sinal da Figura 6.15, € visivel a sobreposicao dos ecos destas duas

fronteiras, o que impossibilita a sua discriminagéo no dominio do tempo.
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Figura 6.15 — Sobreposicédo dos ecos correspondentes as fronteiras anterior e posterior da cérnea.

A detecdo do cristalino (t.,.) foi feita com base no mesmo principio da detecdo da cérnea anterior.
Neste caso, foi considerada uma janela de pesquisa limitada inferiormente pelo humor aquoso (600ns
apos t.,) e duracdo de 2 ps (Figura 6.16), que corresponde & zona interior do cristalino, de acordo
com as dimens6es destas estruturas [83] e velocidade de propagacéo dos ultrassons. Definida a janela
de pesquisa, foi feito um varrimento semelhante ao levado a efeito para a detecdo da cornea anterior,
permitindo a identificacdo do inicio do sinal do cristalino.
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Figura 6.16 — Representacdo da janela de pesquisa da fronteira do cristalino (vermelho).

6.5.1.2.1. Calculo da espessura da cérnea

A determinagdo do tempo de propagacao no epitélio (. ), usando a abordagem no dominio do tempo,
nao foi possivel na maioria dos casos como se observa na Figura 6.15, sendo a analise no dominio da
frequéncia a Unica forma de estimar a sua espessura. Para o efeito, foi calculada a interferéncia na

frequéncia conforme descrito em 6.5.1.1.1.

A determinagdo de t., no dominio da frequéncia permitiu calcular o tempo de voo entre t., € t,,

determinando assim o tempo de propagacao no percurso correspondente ao humor aquoso.

6.5.1.2.2. Calculo da atenuacéo acustica no humor aquoso

O coeficiente atenuacdo () foi calculado tendo por base a relagéo entre as amplitudes das reflexdes
(no dominio do tempo) nas fronteiras que o limitam (fronteira posterior da cérnea e fronteira anterior
do cristalino) e a distancia percorrida, calculada com base no tempo de propagacao dos ultrassons no

humor aquoso e a velocidade de propagacdo nesse meio (6).
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6.5.2. OCT

As imagens da cornea adquiridas com OCT foram objeto de processamento com vista a avaliar a sua
espessura total bem como a espessura das suas principais camadas: epitélio e estroma. Para o efeito,
foi desenvolvido um algoritmo (Figura 6.17) capaz de realizar a segmentacao da imagem, tendo em
vista a extracdo dos contornos de cada camada e medida das suas espessuras, de modo totalmente

automatica.

O processamento das imagens foi feito em Matlab® e teve por base o fluxograma representado na

Figura 6.17, o qual é explicado nos paragrafos seguintes.

Determinagio do
fator de escala

Filiragem

.| Fragmentagdo da
TIFF 7 imagem

Detegéio dos pixeis
mais brilhantes da

cbrnea anterior
o5 pixe
mais brilhantes do »  Ajuste polinomial
estroma
Detegdo dos pixeis Medigio das
mais brilhantes da E5pessuras
cornea anterior

Figura 6.17 — Algoritmo para segmentacdo das camadas da cornea.

Nas imagens OCT adquiridas, é possivel identificar trés zonas distintas, assinaladas no exemplo
representado na Figura 6.18. Apenas a parte central da imagem (dentro do retangulo azul) é de
interesse do ponto de vista do processamento, constituindo a designada ROI (do inglés Region of
Interest). Na parte inferior da imagem (quadrado verde) fornece a informag&o sobre a escala para a
conversdo de pixéis em pum.
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Figura 6.18 — Imagem original e identifica¢do das areas de informagéo.

A determinacdo do racio de conversdo dos pixéis (px) em um foi feita atendendo a escala fornecida
pelo software do OCT e as indicacbes do fornecedor, que referem que o nimero de pixéis
correspondentes ao comprimento da barra horizontal e 0 nimero de pixéis correspondente a altura da

barra vertical equivalem a 100um.

Por forma a calcular o nimero de pixéis de cada barra isolou-se a parte da imagem com os fatores de
escala (quadrado verde da Figura 6.18) e procedeu-se a sua conversdo de escala de cinzentos para
imagem binaria. Uma vez que as barras da escala apresentam intensidade do brilho correspondente a
intensidade méxima da escala de cinzentos, a conversao foi feita tendo como limiar o valor de 99%

da intensidade maxima, originando a imagem representada na Figura 6.19.
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Figura 6.19 — Resultado da binarizagdo da regido correspondente a escala

Com a imagem binarizada, procedeu-se a determinagdo das dimensdes de cada uma das barras de
escala. Como esta imagem binéria continha as duas barras, e o valor dos pixéis de cada barra era 1,
definiu-se, entdo, cada uma das barras como o conjunto de pixéis brilhantes vizinhos, conforme ilustra
a Figura 6.20.

00000000O00OOOOOCOOOOQO
000000000000000C0QOOQO
000000O0O0OOOOOOOOOOOQO
00000O0OOOOOOOOO| 1100
0oooo0o000OO0OOCOOQO 1100
00o0o000O0OOOOOQOOO 1100
000000O0OOOOOOOO 1100
ooft11111110000f 1100
00j11111111000000000
0000000000000000000

Figura 6.20 — llustracdo da identificacdo das barras com base nos pixéis brilhantes vizinhos.

Para cada uma das barras foi contado o nimero de pixéis brilhantes consecutivos segundo cada

direcdo e feita a respetiva conversao em pm.

Tabela 6.2 — Resumo das dimensdes reais da imagem.

. NUmero de Valor de cada
Direcao - .
pixeis pixel (um)
Horizontal 62 1.6129
Vertical 78 1.2821
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A ROI da imagem usada no estudo tinha por dimens&o 655 x 498 pixéis na coordenada (185,2) —
valores obtidos experimentalmente. Esta regido onde estava contida a cornea, para a qual se pretendia
identificar e caracterizar as fronteiras, foi pré-processada e posteriormente objeto de segmentacao.
Mais concretamente, a imagem foi inicialmente filtrada de modo a reduzir o ruido speckle e evidenciar
0s contornos das camadas. Esta filtragem consistiu na aplicacao de um filtro de Gauss com um kernel
de 7x7 e ¢ = 2. A convulsdo da funcdo Gaussiana equacao (7) com a imagem, permitiu evidenciar
0s contornos ao realgar os maximos locais em cada coluna da imagem, facilitando o processo de

segmentacao.

%2 42
gx,y,0) = e_(m”%), )

2mo?
A coordenada (x, y) corresponde a abcissa e ordenada do pixel e ¢ é 0 desvio padrao.

Na Figura 6.21 (b) esta representado o perfil de intensidade de uma coluna da ROI, correspondente
ao apex da cornea (representada pela linha azul (a)), da imagem néo filtrada, sendo possivel observar
a intensidade ruido speckle e as fronteiras da cornea (F,, F,s e F,. fronteira anterior da cornea,
fronteira do estroma, fronteira posterior da cdrnea, respetivamente). Na Figura 6.22 (b) esta
representado o perfil de intensidade da mesma coluna da ROI (representada pela linha azul (a)), da
imagem filtrada, sendo possivel observar o efeito do filtro aplicado sobre a imagem, nomeadamente
a diminuigdo da intensidade dos brilhos dos pixéis correspondentes ao ruido speckle e a preservagdo

dos contornos.

Intensidade dos Brilhos
Intensidade dos Brilhos

il u|

| \ ;L_“\“!‘u
(U

‘ | (1 | | \l “H' \ \” H\‘ I‘ H 1 ‘\H I\ b) {

[ TR (] [ H ‘< vl 1l ‘ . s . . . L . .

0 50 100 15 200 25 300 35 400 450 500 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Distancia (px) Distancia (px)

Figura 6.21 — Coluna do apex da cornea da imagem ndo filtrada. a) Figura 6.22 — Coluna do apex da cornea da imagem filtrada. a)
localizacdo da coluna selecionada; b) perfil de localizagdo da coluna selecionada; b) perfil de
intensidade da coluna. intensidade da coluna.
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Posteriormente, foi feito um varrimento por coluna de modo a identificar os contornos das camadas.

O primeiro contorno a ser detetado foi 0 da cornea anterior, seguida do estroma e, por ultimo, o da

cdrnea posterior.

A detecdo da cdrnea anterior foi feita definindo uma zona de pesquisa entre o inicio da ROl e a

ordenada do pixel de méaxima intensidade nessa coluna (Figura 6.23). Normalmente 0 maximo

acontecia nos primeiros pixéis da ROI pois correspondiam a reflexdes da fronteira anterior da cornea.

No entanto, caso a imagem ndo tivesse sido adquirida com o contraste devido, o pixel de méxima

intensidade do podia ndo corresponder a fronteira anterior, mas sim a fronteira do estroma ou a

fronteira posterior da cdrnea. Por esse motivo identificou-se o primeiro pixel da janela de pesquisa

cuja intensidade fosse igual ou superior a 75% da intensidade maxima registada na coluna, e registou-

se a sua posicdo e intensidade do brilho. O mecanismo descrito encontra-se esquematizado no

Algoritmo 6.4.

pixeisFronteiraAnterior = []

for coluna in ROI
[valMax,posMax] = max(coluna)
limiar = valMax*0,75;
aux = procurarMaximos (coluna (l:posMax))=2 limiar
Fac = aux (1)
pixeisFronteiraAnterior.adicionar (Fac)

end

Algoritmo 6.4 — Detecdo da fronteira anterior da cornea nas imagens OCT.
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Figura 6.23 — Representacdo da janela de pesquisa para localizagdo do pixel da fronteira anterior da cornea.

Por ultimo, comparou-se a intensidade de todos os pixéis registados e rejeitou-se aqueles cuja
intensidade era inferior @ média menos um desvio padrdo (¥ — o) dos valores de intensidade
registados (ver Algoritmo 6.5 e Figura 6.24). A partir dos pixéis resultantes, foi feita uma
aproximacao polinomial para esta camada através de um polindmio de grau 2 (Figura 6.25). Este
controlo permitiu ainda determinar sobre que colunas seria feito o varrimento para dete¢do das

fronteiras do estroma e posterior da cdrnea, tendo-se rejeitado as colunas onde pertenciam os pixéis

rejeitados.
pixeisNaoValidos = []
limiar = media(pixeisFronteiraAnterior)-std(pixeisFronteiraAnterior)

for pixel in pixeisFronteiraAnterior
if valor do pixel < limiar
pixeisNaoValidos.adicionar (pixel)
end
end

pixeisValidos = pixeisFronteiraAnterior # pixeisNaoValidos

Algoritmo 6.5 — Selecdo dos pixéis para a aproximacao polinomial.
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Figura 6.24 — Pixéis selecionados para o ajuste polinomial ~ Figura 6.25 — Aproximag&o polinomial baseada nos pixeis
da fronteira anterior da cornea. da interface anterior da cornea.

A segmentacdo da fronteira do estroma foi feita de forma semelhante a da cérnea anterior (ver
Algoritmo 6.6). Neste caso, o varrimento fez-se apenas nas colunas consideradas no controlo
anteriormente descrito, em vez de ser feito em todas as colunas. Foi usada uma janela de pesquisa
afastada 10 pixéis ap6s o pixel identificado como pertencente a cérnea anterior e comprimento 80
pixéis (Figura 6.26). Estes limites garantiam que a janela considerada tinha inicio ap6s a fronteira
anterior da cornea, que corresponde a uma zona de espalhamento de brilhos (Figura 6.27), e fim
correspondente a uma zona interior do estroma (valor obtido experimentalmente, com base na
espessura média da cérnea). Esta janela permitiu excluir da pesquisa os pixéis da fronteira posterior
da cornea, cuja sua intensidade era, normalmente, superior a intensidade dos pixéis da fronteira do

estroma.

Usando a referida janela, foi realizada a pesquisa de maximos locais cuja intensidade era igual ou
superior a 90% da intensidade maxima registada (este limiar permitiu identificar apenas pixéis de
mais alta intensidade da janela, que correspondiam a interface do estroma, e evitar os brilhos do ruido
speckle proveniente do interior do estroma). Com as posi¢Oes dos pixeis resultantes, foi usado um

polindmio de grau 2 de modo a gerar uma aproximagdo polinomial para esta camada.
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pixeisFronteiraEstroma = []
colunasPixeisValidos = colunasDosPixeisValidosDaFronteiraAnterior
linhasPixeisValidos = linhasDosPixeisValidosDaFronteiraAnterior

for coluna in colunasPixeisValidos
janelaEstroma = coluna (Fac+1l0:Fac+90)

limiar = 0,9 * max(janelaEstroma)

aux procurarMaximos (janelaEstroma) 2 limiar
Fes = aux (1)

pixeisFronteiraEstroma.adicionar (Fes)

end

Algoritmo 6.6 — Seleg&o dos pixéis da fronteira do estroma.

Intensidade dos Brilhos

Distancia (px)

Figura 6.26 — Representacdo da janela de pesquisa para localizagdo Figura 6.27 — Efeito de espalhamento nas fronteiras da
do pixel da fronteira do estroma (vermelho) e zona de cornea.
espalhamento dos brilhos da interface anterior da cdrnea
(tracejado laranja).

Posteriormente, foi feita a detecdo do contorno da fronteira posterior da cornea. Para o efeito, fez-se
um varrimento pelas colunas consideradas e em cada uma foi criada uma janela de pesquisa entre o
limite posterior da janela considerada para o estroma e o final da imagem (Figura 6.28). Nessa janela
foi detetado o pixel de intensidade maxima, que normalmente correspondia a fronteira posterior da

cornea, e registada a sua posic¢do e valor da intensidade.
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Figura 6.28 — Representacdo da janela de pesquisa para localizacdo do pixel da fronteira posterior da cornea.

Por ultimo, foi feito um controlo semelhante ao realizado para a cornea anterior, desprezando os
pixéis cuja intensidade era inferior a média menos um desvio padrdo (¥ — o) dos valores de
intensidade registados. Usando as coordenadas dos pixeis resultantes, foi gerado um polinémio de

grau 2, cuja aproximacao resultante se ajusta ao contorno da fronteira posterior da cornea.

O resultado final da dete¢do das fronteiras e da aproximacao polinomial esta representado na Figura
6.29. O célculo da espessura das camadas foi feito com base nos vértices das trés parabolas, que
correspondem a zona central da cérnea (Figura 6.30). Para tal, foi calculada a distancia entre estes,

multiplicando o resultado pelo valor do récio da conversao de pixéis em pm.

Figura 6.29 — Resultado final da segmentacéo. Figura 6.30 — Representacdo da medida da espessura
das camadas.
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6.5.3. Analise estatistica dos resultados

Os resultados obtidos com os métodos descritos foram estatisticamente analisados de modo a
encontrar correlagdes ou diferencas significativas entre os dados dos dois grupos (controlo e estudo),
ao longo do tempo. Os testes estatisticos foram realizados em ambiente Stata/SE™ (StataCorp LP,
TX,USA) versdo 12.1. Considerou-se, como estatisticamente significativo, um valor de P menor ou

igual a 0.05.
A normalidade dos dados foi testada com o método de Kolmogorov-Smirnov [87].

A diferenca entre 0s grupos para as varias medidas foi testada com o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney [88], considerando-se quer os dados de todas as semanas, quer 0s dados semana a semana.
O valor de P obtido com este teste determina a diferenga entre os dados, isto €, se o valor de P for

inferior a 0.05, entdo os dados testados pertencem a grupos diferentes.

Para cada grupo, a diferenga entre semanas para as varias medidas foi testada com o teste ndo
paramétrico de Wilcoxon [89]. O valor de P obtido com este teste determina a diferenga entre os
dados de duas visitas, isto €, se o valor de P for inferior a 0.05, entdo os dados apresentam diferengas

estatisticamente significantes entre si, sugerindo a ocorréncia de alteracdes entre as mesmas.

A correlacdo entre a espessura da cdrnea e as suas camadas e 0s niveis de glicémia foi avaliada com
o coeficiente de correlagdo de Spearman [90]. Este coeficiente (p), que varia entre -1 e 1, determina
a correlacdo entre duas variaveis independentes. Quanto mais proximo o valor do coeficiente estiver
destes extremos, maior sera a associacdo entre as variaveis. Correlagdes com coeficientes abaixo de
0.400 sdo consideradas fracas, entre 0.400 e 0.600 as correlagdes sdo consideradas moderadas e acima
de 0.600 as correlagdes sdo fortes. Se o valor do coeficiente de correlacdo for negativo, entdo as

variaveis correlacionam-se de forma inversa, isto é, se uma aumenta a outra diminui.
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7. Resultados e Discussao

7.1. Variacao da espessura da cdrnea

A espessura total da cornea, do epitélio e do estroma foram calculadas para as 8 semanas através dos
sinais de ultrassons e da segmentacdo automatica das imagens de OCT (do inglés, Optical Coherence
Tomography). Os valores obtidos foram comparados entre grupos (controlo e diabéticos),

considerando todos os valores de espessura obtidos em cada grupo, e entre semanas, dentro de cada

grupo.

Na comparacéo entre grupos, considerando os dados das 8 semanas, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para a espessura total da cornea.

Nos valores calculados para a espessura total da cdrnea, foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas na comparacdo da diferenca entre a baseline e a semana 8 entre 0s
grupos de controlo e de estudo (P = 0,017 para a sonda de 20 MHz, P = 0,002 e P = 0,003 para 0s
valores obtidos através do tempo de voo calculado no dominio do tempo e para os valores obtidos
através do tempo de voo calculado no dominio da frequéncia com a sonda de 50MHz,
respetivamente). Os valores para a espessura total da cérnea calculados através da segmentacédo das
imagens de OCT ndo evidenciaram diferengas estatisticamente significativas entre o grupo de
controlo e o grupo de estudo na baseline e na semana 8 (P = 0,849). Na Figura 7.1, Figura 7.2, Figura
7.3 e Figura 7.4 encontram-se esquematizados os resultados obtidos para a espessura central da

cornea, obtida com as sondas de 20MHz e 50MHz nos grupos de controlo e de estudo.
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Figura 7.1 — Evolugao da espessura total da cdrnea no grupo  Figura 7.2 — Evolugdo da espessura total da cérnea no grupo
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Figura 7.3 — Evolucéo da espessura total da cornea no grupo  Figura 7.4 — Evolugdo da espessura total da cornea no grupo
de controlo, obtida com sonda de 50MHz. de estudo, obtida com sonda de 50MHz

Na comparacdo da espessura total cdrnea entre semanas, foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre a baseline e a semana 8 no grupo de estudo para 20MHz (P <
0,001) (Figura 7.2), para 50MHz (P < 0,001) (Figura 7.4) e para a espessura medida com OCT (P <
0,001). No grupo controlo, para a espessura total da cérnea, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas nas medidas obtidas com ultrassons (P = 0,445 para 20MHz (Figura
7.1), P = 0,1589 para 50MHz (Figura 7.3)), tendo sido encontradas diferencas estatisticamente
significativas nas medidas obtidas com OCT (P < 0,001).

Foram ainda encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a baseline e a semana 1 para
0 grupo de estudo (P = 0,001 para 20MHz e OCT, e P = 0,002 e P = 0,007 para 50MHz para as
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medidas obtidas no dominio do tempo e no dominio da frequéncia, respetivamente). Na comparacao
entre a baseline e a semana 1, para o grupo de controlo, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas nas medidas obtidas com ultrassons (P = 0,636 P = 0,880, P =
0,4082 para 20MHz e 50MHz), tendo sido encontradas diferencas estatisticamente significativas nos

valores da espessura calculados através das imagens OCT (P < 0,001).

O aumento da espessura total da cdrnea verificado nos ratos diabéticos ao longo do tempo de
seguimento, sugere que a avaliacdo da espessura da cornea seja um indicador da presenca da doenca.
Alguns autores encontraram também um aumento da espessura da cdérnea em doentes diabéticos [42],
[44], [45]. No grupo de controlo, verificou-se um aumento pouco expressivo da espessura da cornea
ao longo do tempo de seguimento, comparativamente com o verificado no grupo de estudo, o que
pode ser justificado pelo crescimento do animal durante o periodo do estudo. HipGtese esta que devera

ser experimentalmente confirmada em trabalhos futuros.

O aumento significativo da espessura da cérnea na primeira semana, de diabetes, sugere que as
alteracOes na cornea possam acontecer em estadios precoces da doenca, uma vez que a aquisicao foi
feita 1 semana apds a inducdo da diabetes, ou seja, 5 dias apds 0s animais se tornarem diabéticos
(considerando as 48 horas necessarias a destrui¢ao das células- do pancreas no modelo produzido).

Na semana 5 observa-se um desvio do valor médio da espessura total da cérnea no grupo de estudo,
em relagdo a tendéncia evidenciada. Este desvio deve-se a dificuldade verificada em anestesiar 0s
animais diabéticos, o que implicou a aquisi¢cdo de sinais com alguns movimentos do animal, em
particular movimentos do globo ocular. Esta dificuldade foi reportada por outros autores [91], [92],
tendo-se verificado que ao fim de algum tempo de diabetes os animais desenvolvem resisténcia ao
tipo de anestesia usada—De forma a esta limitagdo ndo influenciar o estudo, na semana 8 as doses de

anestesia foram reajustadas.

A origem do desvio padrdo expressivo verificado em alguns resultados poderé estar relacionado com
0 sistema de aquisicdo usado. Embora o acoplamento da sonda ao olho, tenha sido projetado de forma
a que a incidéncia do feixe de ultrassons fosse o mais normal possivel ao olho do animal, ndo foi
possivel garantir que todas as aquisicdes fossem efetuadas nas condi¢des de incidéncia ideais. Uma
incidéncia do feixe de ultrassons, ainda que ligeiramente diferente da hormal ao olho (angulo de 90°
com a superficie), poderéa resultar em ecos de menor amplitude, constituindo uma fonte de erros nos
resultados. O impacto que uma eventual incidéncia obliqua tem nos dados, podera ser
experimentalmente confirmado comparando os resultados obtidos neste estudo, in vivo, com 0s

resultados obtidos ex vivo dos mesmos ratos em condigdes de incidéncia ideias.
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Os resultados obtidos através da segmentacdo automatica das imagens obtidas por OCT, ndo
revelaram tendéncia definida tanto nos ratos diabéticos como no grupo de controlo. Contudo, estes
resultados devem ser interpretados tendo em conta a configuracdo experimental utilizada e as
possiveis fontes de erro. Nas aquisicdes com OCT foi usada uma plataforma moével para
posicionamento do animal. Consequentemente, o posicionamento rigoroso do animal ao longo das
varias visitas, nao foi conseguido, por se tratar de uma tarefa de extrema dificuldade. Este facto podera
ter influenciado as imagens adquiridas para 0 mesmo rato ao longo do tempo de seguimento. O erro
associado a segmentacdo automatica dos contornos da cdrnea e das suas subcamadas, pelo algoritmo
desenvolvido, relaciona-se com o espalhamento dos brilhos nas fronteiras da cornea, induzido pela

eletronica do equipamento e pelo sistema 6tico associado.

Algumas possiveis alteragfes ao sistema de aquisi¢cdo poderiam minimizar estes erros, nomeadamente
o desenvolvimento de um sistema de posicionamento que garantisse que as medidas ao longo das

visitas fossem feitas sempre na mesma posicao.

Em relagdo a técnica por ultrassons, o aumento do nimero de aquisi¢cdes obtido por olho em cada
semana poderia diminuir a incerteza associada a estimagdo da espessura da cornea, permitindo uma
aproximacao ao valor real da mesma. Neste estudo foram feitas 5 aquisi¢des para cada olho, em cada

semana, pelo que, 0 aumento deste nimero, poderia diminuir o erro nesta estimagao.

7.2.  Variacao da espessura das camadas da cornea

As espessuras do epitélio e estroma, foram calculadas ao longo das 8 semanas com ultrassons e OCT
e comparadas entre semanas. No calculo da espessura do epitélio e estroma por ultrassons apenas a
sonda de 50MHz permitiu a discriminacéo destas duas camadas, devido & resolugdo associada a esta

frequéncia.

No grupo de estudo verificou-se um aumento nas espessuras do epitélio e do estroma (Figura 7.6 e
Figura 7.8 respetivamente) calculadas com ultrassons ao longo das 8 semanas. Também no grupo de
controlo se verificou um aumento da espessura do epitélio. Na comparacdo dos valores da espessura
entre grupos, considerando os valores obtidos em todas semanas, tanto para o epitélio como para o
estroma, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas. Na comparacdo entre
grupos, foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa na diferencga entre a semana 0 e a

semana 8 entre grupos (P = 0,019) na espessura do estroma (Figura 7.7 e Figura 7.8).
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As medidas obtidas através da segmentacao automatica das imagens da cérnea obtidas com OCT néo

revelaram tendéncia definida tanto para o grupo de controlo como para o grupo de estudo.
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Com base na segmentagdo das imagens obtidas por OCT, foi feita a comparacdo das camadas
constituintes da cérnea em termos da sua dimensao relativa, isto €, considerando o espago ocupado
por cada camada na espessura total da cornea. Na Figura 7.9 e Figura 7.10 é apresentada a dimenséao
relativa do epitélio para o grupo de controlo e de estudo, respetivamente, ao longo das 8 semanas. Ja
a Figura 7.11 e Figura 7.12 apresentam a dimens&o relativa do estroma para o grupo de controlo e de

estudo, respetivamente, ao longo das 8 semanas.
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Figura 7.9 — Dimenséo relativa do epitélio face a espessura total
da cdrnea no grupo de controlo, obtido com OCT.
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Figura 7.11 — Dimens&o relativa do estroma face & espessura
total da cornea no grupo de controlo, obtido com OCT
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Figura 7.10 — Dimensdo relativa do epitélio face a espessura total
da cdrnea no grupo de estudo, obtido com OCT.
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Figura 7.12 — Dimens&o relativa do estroma face & espessura total
da cdérnea no grupo de estudo, obtido com OCT

Na comparacdo das medidas da espessura do epitélio e do estroma entre grupos ndo foram

encontradas diferencas estatisticamente significativas para nenhum dos métodos.

Na comparagdo da espessura do epitélio entre visitas foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre a baseline e a semana 8 no grupo de estudo (P = 0,002 e P = 0,003 com 50MHz

e OCT, respetivamente) e no grupo controlo (P = 0,010 e P = 0,003 com 50MHz e OCT,

respetivamente).
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Na comparacao da espessura do estroma, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
entre a baseline e a semana 8 no grupo de estudo (P < 0,001 e P < 0,001 com 50MHz e OCT,
respetivamente), e no grupo de controlo (P < 0,001 com OCT). Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas entre visitas nas medidas do estroma do grupo de controlo obtidas com
50MHz (P = 0,824). Foram ainda encontradas diferengas estatisticamente significativas entre a

baseline e a semana 1 para o grupo de estudo (P = 0,001), com OCT.

O aumento verificado na espessura do epitélio obtido por ultrassons, no grupo de estudo, desde a
baseline até a semana 8, impossibilita que seja retirada uma conclusdo sélida para o aumento desta
camada da cdrnea ao longo do tempo de seguimento da diabetes, devido ao desvio padrdo associado

as medidas e a ordem de grandeza da medida (ver Figura 7.5 e Figura 7.6).

O aumento verificado na espessura do estroma em ratos diabéticos e a manuten¢do do valor da
espessura do estroma nos ratos saudaveis, sdo um indicador do aumento do edema da cérnea em ratos
diabéticos, 0 que vai de encontro as hip6teses de alguns autores sobre a faléncia dos mecanismos de
regulacdo da hidratagdo da cornea, nomeadamente as bombas de Na*/K* do endotélio [49]-[51],
consequéncia dos efeitos toxicos da hiperglicemia [93]. Os resultados da espessura do epitélio e do
estroma nos ratos de controlo e nos ratos diabéticos evidenciaram que o estroma é a camada que mais

contribui para o aumento da espessura da cornea em individuos diabéticos.

A segmentacao das imagens obtidas por OCT, apesar de ndo terem permitido a estimacao da espessura
real da cornea e das suas camadas, permitiram analisar as altera¢fes na sua estrutura, nomeadamente
na dimensao das suas camadas. Da andlise da dimensao relativa das camadas observou-se que é o
estroma que mais contribui para esse aumento em ratos diabéticos, resultado que esta em consonancia

com a tendéncia encontrada nos dados obtidos por ultrassons (Figura 7.8).

De entre as alteragdes promovidas pela diabetes na cornea, a falha nos mecanismos de transporte e
manutencdo dos fluidos através do endotélio, devido a faléncia das bombas de Na*/K* desta
membrana por consequéncia direta da hiperglicemia [93], sdo apontados como a maior causa para 0
aumento da hidratacdo do estroma e consequente aumento da espessura da cornea [49]-[51]. No
entanto, outros fatores podem contribuir para o aumento do edema da cornea. A nivel do estroma, a
falha nos mecanismos de sintese de colagénio [51] e a diminuicdo da densidade celular nesta camada
[40] poderdo ser algumas das causas para 0 aumento verificado na sua espessura. J& ao nivel do
epitélio, o aumento da sua permeabilidade [94], o que facilita a entrada de agua através do filme

lacrimal, aumento de volume das células da membrana basal (consequéncia do aumento da taxa de
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morte celular nesta camada) [40], e a perda de funcéo de barreira devido a morte celular e ao aumento
da concentracdo de glicose intra e intercelular [51], sdo apontadas como possiveis causas para o

aumento da sua espessura.

7.3.  Atenuac¢do no humor aquoso

O coeficiente de atenuacdo no humor agquoso foi calculado ao longo das 8 semanas usando 0s sinais
acusticos obtidos com a sonda de 20MHz e 50MHz. Verificou-se um aumento da atenuagéo no grupo
de estudo e no grupo de controlo nas medidas obtidas com a sonda de 50MHz, embora no grupo de
estudo este aumento tenha sido mais acentuado. Os valores da atenuagdo obtidos com a sonda de

20MHz nao revelaram tendéncia definida.
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Figura 7.13 — Atenuacao no percurso do humor aquoso no
grupo de controlo, obtida com a sonda de
50MHz.

Figura 7.14 — Atenuagao no percurso do humor aquoso no
grupo de estudo, obtida com a sonda de 50MHz.

Na comparacgdo do coeficiente de atenuacdo entre grupos, isto é, considerando todos os valores
obtidos em cada grupo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para

nenhuma das frequéncias usadas.

J& na comparagdo do coeficiente de atenuagdo obtido com a sonda de 20MHz entre semanas, foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a baseline e a semana 8 para o grupo
controlo (P < 0,001), ndo tendo sido encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as

mesmas visitas para o grupo de estudo (P = 0,3136).
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Na comparacdo do coeficiente de atenuagdo obtido com a sonda de 50MHz entre visitas foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre a baseline e a semana 8 para o grupo de
estudo e para o grupo de controlo (P < 0,001 e P = 0,031, respetivamente).

A atenuacdo obtida com a sonda de 20MHz, apesar de ter evidenciado diferencas estatisticamente
significativas nos dois grupos, ndo apresenta tendéncia definida ao longo do tempo de seguimento.
Este resultado deve ser interpretado tendo em conta 0 modo como o valor da atenuacéo foi obtido nos
sinais adquiridos com a sonda de 20MHz. Ou seja, o valor do coeficiente de atenuacdo no humor
aquoso calculado com base nos sinais obtidos com a sonda de 20MHz, tinha associadas algumas
limitacGes. Como este célculo é dependente da amplitude dos ecos considerados, a selecdo dessa

amplitude pode influenciar o resultado obtido.

No caso dos sinais obtidos com 20MHz, observou-se que o eco da fronteira posterior da cornea,
aparece sobreposto com o eco da fronteira anterior da cdérnea. Por esse motivo, ndo foi possivel
garantir que a amplitude da reflexdo na fronteira anterior do humor aquoso, considerada para este
calculo, correspondesse a fronteira posterior da cornea, podendo ter sido selecionada a amplitude
correspondente a fronteira anterior da cornea ou a uma amplitude resultante da interferéncia dos dois

€Cos.

Devido a essa dependéncia, pode ter acontecido, em alguns sinais, que o coeficiente de atenuacéo
calculado ndo corresponda ao valor do mesmo para 0 humor aquoso, mas sim para um outro percurso
gue inclui parte ou a totalidade da cornea. Por se tratarem de meios distintos, com estrutura diferente
e diferentes parametros acusticos, nomeadamente o coeficiente de atenuacgdo, os resultados obtidos

poderdo ndo refletir a tendéncia real tanto nos individuos saudaveis como nos doentes.

Ao contrério dos dados obtidos com a sonda de 20MHz, o coeficiente de atenuagdo no humor aquoso
obtido com a sonda de 50MHz revelou uma tendéncia para a aumento (em mddulo) no grupo de
estudo, ou seja, 0 meio tornou-se mais atenuador com a progressao da doen¢a Uma vez que nos sinais
obtidos com a sonda de 50MHz foi possivel distinguir os ecos da fronteira posterior da cérnea e da
fronteira anterior do cristalino, ndo se pde em causa a identificacdo dos ecos considerados para 0
calculo deste parametro acustico. Além disso, a inequivoca identificagdo dos ecos que limitam o
humor aquoso, permitiu que a distancia considerada para o calculo correspondesse apenas a distancia
percorrida pelos ultrassons no humor aquoso, e ndo ao percurso total entre a fronteira anterior da
cdrnea e a fronteira anterior do cristalino. Contudo, importa referir que os problemas de incidéncia
podem ter influenciado a amplitude dos sinais e, por isso, os resultados devem ser confirmados com

uma amostra maior e com ensaios em condicGes de incidéncia controladas e ideais.
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Mais uma vez, salienta-se a incoeréncia da semana 5 em relacéo a tendéncia das restantes semanas.
Conforme anteriormente explicado, este desvio do valor médio deve-se a dificuldade verificada em
anestesiar os animais diabéticos, o que implicou a aquisicdo de sinais com alguns movimentos do

animal, em particular movimentos do globo ocular

Apesar de se ter verificado diferenca estatisticamente significativa entre os resultados da baseline e
0s resultados da semana 8 no grupo controlo, é necessario considerar que a tendéncia observada no
coeficiente de atenuagdo em ratos diabéticos foi muito mais acentuada (ver Figura 7.14), ou seja, 0
meio foi mais atenuador. Este resultado podera ser um indicador da presenca da doenga, DM, e da
sua progressao, uma vez que é possivel que esta alteracdo tenha sido provocada pelo aumento da
concentracdo de glicose neste meio, estando em linha com os resultados obtidos em alguns estudos

sobre 0 aumento da concentracdo de glicose no humor aquoso em diabéticos [53], [56], [95].

7.4.  Correlacdo entre os niveis de glicémia e a espessura e atenuacao

Os valores dos coeficientes de correlacdo entre a espessura da cérnea, do epitélio e do estroma, e 0s

niveis de glicemia, encontram-se na tabela 1.

Tabela 7.1 — Coeficientes de correlacdo de Spearman entre a espessura da cdrnea (CCT), do epitélio e do estroma, e 0s
niveis de glicemia.

Estroma | Epitélio

CCT CCT Epitélio | Estroma CCT ocT ocT Atenuacdo | Atenuacdo
20MHz | 50MHz | 50MHz | 50MHz OCT 20MHz 50MHz
(%) (%)
8 p | 0344 | 0,160 | 0,089 | 0,126 | 0,412 | 0,311 | -0,311 | -0,061 0,093
% Glicémia
§ P | 0,009 | 0,238 | 0,516 | 0,356 | 0,028 | 0,026 | 0,026 | 0,0689 0.560
8 p | 0513 | 0522 | 0,337 | 0,365 | 0,674 | 0,684 | -0,680 0,272 -0,492
:}E Glicémia
a P | <0,001 | <0,001 | 0,004 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,074 <0,001

Foi encontrada uma correlacdo moderada entre os niveis de glicémia e a espessura da cornea calculada
com OCT (p = 0,412 e P = 0,028).

Nos ratos diabéticos foram encontradas correlagdes moderadas entre os niveis de glicémia e a
espessura da cdrnea calculada com base nos sinais obtidos com as sondas de 20MHz (p = 0,513 e

P < 0,001) e 50 MHz (p = 0,522 e P < 0,001). Foram ainda encontradas correlages fortes entre
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0s niveis de glicémia e a espessura da cornea (p = 0,674 e P < 0,001), a dimensao relativa do
epitélio (o = —0,680 e P < 0,001) e do estroma (p = 0,684 e P < 0,001), calculadas com base na
segmentacdo automatica das imagens obtidas com OCT. Também na atenua¢do no humor aquoso foi
encontrada correlagdo moderada entre 0s niveis de glicémia e a atenuacao calculada com base nos
sinais obtidos com a sonda de 50MHz (p = —0,492e P < 0,001).

Os resultados demonstram que o aumento da glicemia esta associado ao aumento da espessura total
da cornea e do estroma, o que podera ser explicado pela alteracdo nos mecanismos de hidratacéo da
cdrnea, promovendo o seu edema [49]-[51], [93]. O valor negativo para o coeficiente de correlagdo
da dimensdo relativa do epitélio deve-se ao facto do mesmo ter sido calculado com base na dimenséo
relativa, diminuindo ao longo das semanas como consequéncia do aumento do espaco ocupado pelo
estroma. Quando considerado o valor do epitélio em micrometros, a correlagdo com 0s niveis de

glicemia passa a fraca (p = —0,371 e P = 0,004).

Jé& a correlacdo encontrada entre os niveis de glicémia e os valores da atenuagdo, o que sugere que o
humor aquoso fica mais atenuante para os ultrassons. Este resultado pode ser explicado pelo aumento
da concentragdo de glicose neste meio, 0 que vai de encontro com os resultados obtidos em alguns

estudos sobre o0 aumento da concentracéo de glicose no humor aquoso em diabéticos [53], [56], [95].

Na Tabela 7.2 é apresentado um resumo com todos os resultados obtidos para cada método,

nomeadamente a tendéncia observada e os valores de P obtidos em cada comparagéo.
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8. Conclusoes

O presente estudo mostrou ser possivel com base nas metodologias desenvolvidas avaliar alteragdes
provocadas pela diabetes no polo anterior do olho.

O modelo animal revelou-se um bom modelo para o estudo das alteracfes provocadas pela diabetes
na cérnea e humor aquoso ao permitir observar alteraces semelhantes as documentadas por outros

estudos, em humanos.

As corelagdes encontradas entre os niveis de glicemia e as alterac6es verificadas na cornea e
humor aquoso indicam gque a metodologia desenvolvida tem potencial para o estudo da diabetes.

A metodologia desenvolvida para o célculo da espessura da cérnea com ultrassons de alta frequéncia,
em particular com a sonda de 50 MHz, revelou-se interessante por permitir avaliar as camadas da
cérnea em ratos. Tanto a metodologia desenvolvida para a sonda de 50MHz como para a sonda de
20MHz revelaram-se interessantes para o estudo das propriedades acuUsticas do humor aquoso, que se
mostrou alterado em ratos diabéticos.

A sonda de 20MHz, apesar de ndo ter permitido o0 mapeamento das camadas da cornea em ratos,
revelou-se uma metodologia interessante para o calculo da espessura total da cornea, podendo ser

uma metodologia interessante para a medi¢cdo e mapeamento das camadas da cornea em humanos.

A segmentacdo automatica das imagens da cérnea obtidas com OCT é uma metodologia promissora
para analise da espessura da cornea e para analise das alteracbes da sua subestrutura, nomeadamente

através da medigdo das suas maiores camadas, o epitélio e o estroma.

O presente estudo é uma prova de conceito para o desenvolvimento de trabalhos sobre o polo anterior
do olho, com ultrassons e OCT, documentando as alteracfes provocadas pela diabetes nestas
estruturas, as metodologias de base a implementar e identificando falhas a colmatar em possiveis
trabalhos futuros. Os resultados alcancados sdo promissores e 0s métodos desenvolvidos mostram

potencial para uso em diagndstico.
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Capitulo 8

Trabalhos Futuros

Seria interessante, num trabalho futuro, a utilizacdo de um sistema de posicionamento mais eficaz no
OCT que garanta que as aquisi¢fes sdo feitas sempre na mesma posicao e que essa posi¢do garante
que a imagem resultante corresponde & dimensdo real da cdrnea. Além disso, 0 melhoramento do
acoplamento das sondas de ultrassons ao olho podera minimizar a incerteza associada a medida.

Por se tratar de uma metodologia ndo-invasiva e de baixo custo, seria igualmente interessante a

reproducéo do estudo em humanos.
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Apéndices

A. Dose de STZ administrado a cada animal

Gaiola Animal Volume STZ (ul) Glicémia mg/dI
1 1 RO PBS 74
2 R1 249 73
5 3 RO PBS 76
4 R1 240 86
3 5 RO PBS 71
6 R1 230 72
4 7 RO PBS 58
8 R1 245 66
5 9 RO PBS 72
10 R1 225 71
11 RO PBS 68
° 12 R1 218 68
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B. Dose de anestesia administrada a cada animal

Anestesia Stock Stock Volume
Gaiola | Animal Peso inicial kg | Ketamina | Xilazina Ketamina Xilazina Injectar/animal
65 mg/kg | 5 mg/kg 50 mg/ml 20 mg/ml (ul)
Referencia 1 65 5 650 250

L 1 | RO 0,234 15 1 152 59 211
2 | R1 0,249 16 1 162 62 224

5 3 | RO 0,25 16 1 163 63 225
4 | R1 0,24 16 1 156 60 216

3 5 | RO 0,24 16 1 156 60 216
6 | R1 0,23 15 1 150 58 207

7 | RO 0,219 14 1 142 55 197

4 8 | R1 0,245 16 1 159 61 221
5 9 | RO 0,242 16 1 157 61 218
10 | R1 0,225 15 1 146 56 203

6 11 | RO 0,23 15 1 150 58 207
12 | R1 0,218 14 1 142 55 196
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C. Valores de glicémia para cada animal medidos em cada

Ssemana
Gaiola Animal Glicemia mg/dl
semana 0* semana 1 semana 2 semana 5 semana 8

L 1 RO 74 163 210 113 148

2 R1 73 580 590 Hi** Hi**
5 3 RO 76 153 142 122 117

4 R1 86 500 505 520 Hi**

5 RO 71 206 249 120 104
3 6 R1 72 550 585 Hi** Hi**

7 RO 58 113 94 - -
4 8 R1 66 517 554 Hi** 551
5 9 RO 72 124 106 131 151

10 R1 71 551 600 Hi** 568
6 11 RO 68 219 115 241 118

12 R1 68 576 600 Hi** Hi**

* Inicio das aquisi¢cBes. Os animais foram mantidos em jejum com o objetivo de ser induzida a

diabetes tipo 1.

**Abreviacdo de high. Indica que o valor de glicémia medido € superior ao valor maximo admitido

pelo glicosimetro.
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