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Resumo

FERRANTE, B. Coleta percutinea de amostra tecidual associada a angiografia por
tomografia computadorizada post mortem: efeitos histologicos em caes. [Percutaneous
tissue sampling associated to post mortem computed tomography angiography: histologic
effects in dogs] 2019. 97p. Dissertacao (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

As modalidades de diagnostico por imagem vém sendo estudadas para o uso em cadéaveres a
fim de auxiliar na determinacdo da causa de morte. Uma das técnicas utilizadas, a angiografia
por tomografia computadorizada post mortem (ATCPM), faz uso de uma bomba injetora para
injecdo de uma solu¢do de contraste que permite a avaliacdo das estruturas vasculares.
Entretanto ndo se sabe se essa pode prejudicar a avaliagdo histopatologica de amostras
coletadas posteriormente ao procedimento. O objetivo desta pesquisa foi verificar as
alteracdes histologicas causadas pela inje¢do da solugdo de contraste para a realizacdo da
ATCPM. Para o estudo 11 ATCPM foram realizadas em cadaveres de cdo, sendo coletadas
amostras teciduais do pulmao, figado e rim, antes e depois do procedimento. Em 2 deles, foi
adicionado nanquim a dois tipos de diluentes usados no preparo da solugdo de contraste, a fim
de se verificar as regides histoldgicas que a solugdo de contraste alcanca com a bomba de
injecdo. Nos outros 9 cadaveres as ATCPM foram realizadas com 3 tipos de solucdo de
contraste diferentes para ser feita a comparacdo de amostras teciduais antes e depois da
injecdo intravascular do contraste. Foi detectada impregnagdo de nanquim em todas as
amostras teciduais coletadas, evidenciando que a inje¢do de contraste intravascular alcanga
até as estruturas capilares menos calibrosas. Nao foi encontrado nenhum artefato ou alteragao
histologica que pudesse ser associado a realizacdo da ATCPM nas amostras coletadas, ¢ a
avaliacdo histopatologica ndo foi prejudicada com o uso das solugdes utilizadas nesse estudo.
A partir desse estudo podemos concluir que a solucdo de contraste alcanca até as estruturas
vasculares menos calibrosas e que amostras teciduais coletadas apés a ATCPM nao
apresentaram prejuizos na avaliagdo histoloégica e pode ser uma ferramenta util na

complementacdo do diagndstico post mortem.

Palavras-chave: Diagnostico por imagem post mortem. Tomografia computadorizada.

Angiografia por tomografia computadorizada post mortem.



Abstract

FERRANTE, B. Percutaneous tissue sampling associated to post mortem computed
tomography angiography: histologic effects in dogs. [Coleta percutanea de amostra tecidual
associada a angiografia por tomografia computadorizada post mortem: efeitos histologicos em
caes] 2019. 97p. Dissertagao (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

The diagnostic imaging modalities have been studied for use in cadavers to assist in
determining the cause of death. One of the techniques used, post mortem computed
tomography angiography (PMCTA), use an injection pump for injection of a contrast solution
that allows the evaluation of vascular structures. However, it is not known if this may damage
the histopathological evaluation of samples collected after the procedure. The aim of this
research was to verify the histological changes caused by the injection of the contrast solution
for the PMCTA. For the study 11 PMCTA were performed on dog cadavers, and tissue
samples were collected from the lung, liver and kidney, before and after the procedure. In 2 of
them, nanquim ink was added to the two types of diluents used in the preparation of the
contrast solution, in order to verify the histological regions that the contrast solution reaches
with the injection pump. In the other 9 cadavers the ATCPM were performed with 3 different
types of contrast solution to compare the tissue samples colected before and after
intravascular contrast injection. Impregnation of nanquim ink was detected in all the tissue
samples collected, showing that the injection of intravascular contrast reaches even the less
calibrous capillary structures. No artifact or histological changes was found that could be
associated to the PMCTA in the samples collected, and the histopathological evaluation was
not damaged with the use of the solutions used in this study. From this study we can conclude
that the contrast solution reaches even the less calibrous vascular structures and that tissue
samples collected after the PMCTA did not present damages in the histological evaluation

and can be a useful tool in the complementation of the post mortem diagnosis.

Keywords: Post mortem imaging diagnostic. Computed tomography. Post mortem computed

tomography angiography.
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1 Introduciao

O presente estudo e os capitulos que se seguem no decorrer desta tese fazem parte do
desenvolvimento de doutoramento pelo Programa de Pds-graduagdo em Clinica Cirtrgica
Veterinaria pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. O estudo pretendeu se
inserir nas discussdes mais recentes acerca do uso das modalidades de imagem post mortem,
por vezes denominada como necropsia virtual.

Apesar do uso de técnicas imaginologicas em medicina legal ser relatado praticamente
desde o advento do exame radiogréfico, a area de estudo centrada nas caracteristicas proprias
da utilizagdo do diagnostico por imagem em cadéaveres se configurou por meio dos primeiros
artigos cientificos publicados a partir do inicio do século XXI pelo grupo de estudo do Centro
de Medicina Legal de Lausanne-Geneva, na Sui¢a. Apos essa primeira configuracdo de um
grupo de pesquisadores dedicados a essa area, outros centros de pesquisa e universidades
seguiram publicando trabalhos cientificos contribuindo para o desenvolvimento da pesquisa
das modalidades de imagem post mortem, tanto na medicina quanto na medicina veterinaria.

Os primeiros trabalhos tinham como objetivo principal estabelecer técnicas,
principalmente por meio do uso da tomografia computadorizada e ressonancia magnética, que
possibilitassem a substituigdo da necropsia convencional pelos métodos de imagem.
Desenvolveram-se adicionalmente pesquisas que faziam uso de fluidos contrastantes para
integrar uma avaliacdo das estruturas vasculares juntamente com a avaliagdo anatomo-
morfoldgica fornecida pelas imagens sem contraste de TC, como a angiotomografia post
mortem.

A angiografia por tomografia computadorizada post mortem (ATCPM) possibilita uma
avalia¢do da integridade das estruturas vasculares, tendo como principal vantagem a rapida
identificacdo de traumas vasculares ou processo hemorragicos mesmo que intra-cavitarios
antes do acesso direto ao cadaver. As técnicas mais utilizadas se valem de uma bomba de
injecdo que fornece pressdo suficiente para circular o fluido contrastante pelos vasos
sanguineos do cadaver, por vezes preenchidos de coagulos e desprovidos de circulagdo
propria.

Com o desenrolar de pelo menos uma década de pesquisa, notou-se a partir de 2010
uma mudanga significativa dos objetivos principais dos trabalhos da area, deixando o carater
de substituir as modalidades convencionais de necropsia para o uso das modalidades de

imagem como auxiliares e complementares das avaliagdes post mortem. Nesse contexto,
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técnicas minimamente invasivas de coleta de amostras teciduais foram implementadas as
modalidades de imagem, buscando dar conta da principal limitagdo do diagndstico por
imagem, ineficiente para realizacdo de um diagndstico em nivel tecidual.

Esse estudo procurou se inserir nessa discussdo conforme a nova tendéncia de
pesquisas, buscando entender como as modalidades de imagem podem ser auxiliares ao
estabelecimento do diagndstico post mortem e fornecer informacdes complementares que
facilitem o trabalho do patologista. O tema central deste trabalho foi de esclarecer as
consequéncias em nivel histologico da aplicacdo da solugdo de contraste por meio de uma
bomba injetora para a realizagdo da angiografia por tomografia computadorizada post
mortem. A questdo principal foi acerca das possiveis alteragdes em nivel tecidual que
poderiam ser causadas pela solucdo de contraste aplicada sob pressdo da bomba injetora, que
poderiam prejudicar a avaliagdo histopatologica apds a realizagdo da ATCPM.

Cabe ainda ressaltar que os termos ‘“necropsia virtual” e “bidpsia post mortem”,
usualmente encontrados em literatura da éarea, foram considerados imprecisos para tais
técnicas. Sendo assim optou-se por identificar no texto precisamente a modalidade de imagem
em questdo seguida por post mortem, categorizando o seu uso em cadaveres, como por
exemplo tomografia computadorizada post mortem, em vez de um termo genérico do uso das
técnicas de imagem em caddveres como necropsia virtual. Em relagdo ao termo “biopsia”
houve o entendimento de ¢ um procedimento corriqueiramente associado a pacientes vivos,
sendo entdo preferivel o uso de correspondentes similares que indiquem a obtencdo de
fragmentos de Orgdos por meio de técnicas minimamente invasivas, como por exemplo
“coleta de amostra/fragmentos teciduais”.

Seguem a essa breve introducdo do tema uma revisdo de literatura que buscou
introduzir o leitor no contexto académico do uso das modalidades de imagem em cadaveres e

os dois principais estudos conduzidos ao longo desse doutoramento em formato de artigos.



21

Revisao de Literatura
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2 Revisao de Literatura

Resumo

O uso das modalidades de imagem para o estabelecimento do diagnostico post mortem foi
introduzido como area de estudo por volta dos anos 2000, na busca por uma alternativa
minimamente invasiva para a necropsia convencional. Mesmo as técnicas mais comuns
podem ser utilizadas, como o exame radiografico e ultrassonografico. Porém, foi com as
modalidades de tomografia computadorizada e ressondncia magnética que o campo de estudo
tomou notoriedade. Esta revisdo de literatura visa expor as discussdes dos principais artigos e
trabalhos cientificos publicados a partir dos anos 2000 acerca desse tema, conduzido por uma
abordagem historica das modalidades implementadas, os principais resultados alcancados e os
desafios encontrados. Além disso, levantou-se em literatura o desenvolvimento das técnicas
de angiografia por tomografia computadorizada post mortem e os questionamentos frente ao
uso dos diferentes tipos de fluidos contrastantes, bem como do uso dessas técnicas associadas
a técnicas minimamente invasivas de coleta de amostras teciduais. O texto apresentado nessa
revisdo busca assim, inserir os principais debates académicos realizados sobre o uso das
modalidades de imagem post mortem e do uso de técnicas minimamente invasivas
complementares, como a angiografia por tomografia computadorizada e a coleta de amostras
teciduais.

Palavras-chave: Diagnéstico por imagem. Tomografia computadorizada. angiotomografia

computadorizada post mortem.
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2.1 Historico do Uso das Modalidades de Imagem no Diagnoéstico Post Mortem

O advento tecnoldgico das modalidades de diagnostico por imagem favoreceu tanto a
execucdo dos diagndsticos médicos na rotina clinica e hospitalar, como também a utilizagao
das modalidades em caddveres e na medicina forense. Historicamente o primeiro uso da
radiologia para fins legais foi em 1895 no Canadé4, em um caso que envolvia um suposto
ferimento por arma de fogo. Um exame radiografico foi utilizado para identificagdo do
projétil balistico, comprovando a utilizagdo de uma arma de fogo na causa da lesdo
(BROGDON; LICHTENSTEIN, 2010).

Apesar de o uso das modalidades de imagem em casos de medicina legal e forense ser
relatado desde antes da virada do século, foi apenas no ano 2000 que um grupo de
pesquisadores da Sui¢a comecou a se dedicar no estudo especifico dos métodos de
diagnostico por imagem na complementagdo da ciéncia forense e no uso em cadaveres. O
termo virtopsia® foi cunhado por esse grupo para designar essa nova area de estudo (THALI,
2019). Além desse grupo de pesquisadores sui¢os que propuseram essa abordagem do uso dos
métodos de imagem, a partir da virada do século outras institui¢des e grupos de pesquisa
comecaram a publicar estudos e relatos cientificos para compreender melhor o uso das
modalidades de imagem em cadaveres (THALI et al., 2002; THALI et al., 2003;
JACKOWSKI et al., 2005; THALI; DIRNHOFER; VOCK, 2011).

Os estudos iniciais tinham como objetivo determinar se os métodos de imagem
poderiam em algum momento ser comparado ou até mesmo substituir a necropsia
convencional. Hoje, com quase duas décadas de estudos especificos nessa area, hd a
percepcao de como as técnicas de imagens sdo complementares aos métodos convencionais, €
como o uso das técnicas seccionais modernas em conjunto com a necropsia convencional
aumentam a qualidade do diagnodstico post mortem (LE BLANC-LOUVRY et al., 2013;
CHEVALLIER et al., 2013; WICHMANN et al., 2014; GRABHERR et al., 2018).

O uso das modalidades de imagem post mortem podem auxiliar o diagndstico com a
vantagem de serem minimamente invasivas, ou seja, ndo hd o comprometimento de nenhum
componente tecidual, sendo viavel qualquer outra avaliacdo posterior as de imagem (THALI,
DIRNHOFER; VOCK, 2011), e ainda permite a reducdo de contato do patologista com os
orgaos e fluidos corporais, diminuindo assim o risco de exposicdo do profissional e do
ambiente, principalmente em casos de doencas infectocontagiosas (THALI et al. 2003;

FRYER et al., 2013).
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O exame radiografico tem a vantagem de ser um exame barato e acessivel, sendo
utilizado principalmente para identificagdo de lesdes traumaticas, fraturas, projéteis balisticos
e corpo estranho em oOrgdos e cavidades (KAHANA; HISS, 1999; RAINIO et al., 2001;
BROGDON; LICHTENSTEIN, 2010; MIZIARA, 2014).

A ultrassonografia também demonstra auxilio na determinagdo de lesdes post
mortem como a hipertrofia cardiaca, esteatose hepdtica, aneurisma de aorta e metastases
hepaticas citadas no estudo de Uchigasaki et al. (2004). Porém apresenta limitacdo de estudo
pela formagdo de artefatos por gas produzidos nos estagios de decomposicdo dos tecidos
(FARINA et al., 2002; UCHIGASAKI et al., 2004).

Entretanto foi apenas com o desenvolvimento das técnicas de diagndstico por imagem
seccionais modernas (tomografia computadorizada e a ressonancia magnética) que o campo
da radiologia forense atingiu notoriedade, sendo estas as modalidades mais utilizadas
atualmente (THALI et al., 2002; THALI et al., 2003; JACKOWSKI et al., 2005).

A tomografia computadorizada ¢ a modalidade mais utilizada e apresenta bons
resultados para avaliacdo de fraturas, traumas, e regides ou alteragdes relacionadas com
componentes gasosos, como embolia gasosa, pneumotorax e pneumoperitdneo por exemplo
(SHIOTANI et al., 2004; DIRNHOFER et al., 2006; HOEY et al., 2007, FLACH et al., 2010;
LE BLANC-LOUVRY et al., 2013). E ainda ¢ citada a vantagem de ser uma técnica
relativamente rapida e com possibilidade de processamento pods aquisicdo das imagens
(DIRNHOFER et al., 2006), e a avaliagdo do sistema vascular por meio da inje¢do
intravenosa de contraste iodado — angiotomografia (JACKOWSKI et al., 2005; GRABHERR
et al., 2006; ROSS et al, 2014).

J4 a ressonancia magnética mostra-se mais efetiva na avaliacao das injtrias de tecidos
moles, de lesdes em sistema nervoso, alteragdes ndo traumaticas e hemorrdgicas
(DIRNHOFER et al., 2006; CHRISTE et al., 2010; ROSS et al., 2012; RUDER; THALI;
HATCH, 2014). Ademais, ambas técnicas (TC e MRI), podem fornecer informagdes para
criagdo de modelos anatomicos tridimensionais de o0ssos, vasos e estruturas cardiacas
(EBERT; THALI; ROSS, 2011).

Em medicina veterinaria o uso das modalidades de imagem post mortem também tem
sido foco de pesquisas, apesar de ainda ser pouco utilizada na rotina clinica (GRABHER et
al., 2006; GRABHERR et al., 2007; IBRAHIM; ZUKI; NOORDIN, 2012).

Estudos demonstram quais as principais alteragdes post mortem sao identificadas em
um periodo de até 24 horas apos o Obito por meio do exame radiografico, principalmente

devido ao acimulo de gés em cavidades e lumen de vasos. Essa documentagdo ¢ relevante
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para poder se diferenciar as alteragcdes que podem ter levado a morte das alteracdes causadas
naturalmente pela putrefacdo dos tecidos organicos (HENG et al., 2009a; HENG et al.,
2009b). Além disso, as técnicas implementadas em medicina estdo sendo testadas em animais
domésticos e tem demonstrado resultados similares (GRABHERR et al., 2006; GRABHERR
et al., 2007; THALI et al., 2007; IBRAHIM; ZUKI; NOORDIN, 2012; HOSTETTLER et al.,
2015; MARTINEZ et al., 2015).

E ainda, em literatura recente, ¢ possivel encontrar relatos do uso das técnicas de
tomografia e angiotomografia computadorizada post mortem em animais domésticos, € em
animais silvestres ou de =zoologico (LEE et al, 2011; CUDDY et al, 2013;
FRANCKENBERG et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015; PINTO et al, 2016a; PINTO et al,
2016b; RIBAS et al., 2016; FERRANTE et al., 2017).

Podemos perceber nesse caso que ja ha em literatura internacional um bom repertorio
dessa area de estudo na medicina veterinaria e, portanto, ainda um amplo espaco de novas

pesquisas e aperfeicoamento do uso das técnicas de imagens post mortem em animais.

2.2 Angiografia por tomografia computadorizada post mortem

A angiotomografia ou angiografia por tomografia computadorizada post mortem
(ATCPM) ¢ uma técnica que permite a avaliacdo das estruturas vasculares por meio da
injecdo intravascular de uma solucdo de contraste. Por conta da auséncia de uma circulagdo
propria apds o 6bito de um paciente, o procedimento sempre evolve algum tipo de bomba
injetora de alta pressdo capaz de fazer com que a solu¢do de contraste chegue mesmo nos
vasos menos calibrosos (JACKOWSKI et al., 2005; GRABHERR et al., 2006; MORGAN et
al., 2014; ROSS et al, 2014).

Virias técnicas de ATCPM foram desenvolvidas e testadas a fim de estabelecer o
protocolo mais eficiente para aquisicdo das imagens e da avaliacdo vascular. As principais
diferengas entre os protocolos incluem a via de acesso para a inje¢do da solugdo de contraste,
sendo as mais utilizadas por via femoral ou cervical (GRABHER et al., 2006; GRABHERR et
al., 2007; ROSS et al., 2014), e os componentes utilizados como solucdo de contraste
(GRABHER et al., 2006; JACKOWSKI et al., 2006; GRABHERR et al., 2007; ROSS et al.,
2008; ROSS et al., 2014;). Os tipos solugdes de contraste utilizadas na ATCPM podem ser
categorizados em: preparacdes corpusculares em gel ou dgar, preparagdes corpusculares em

solugdes aquosas, preparagdes hidrossolliveis, oleos e variados; sendo que os mais utilizados
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sdo preparados com solugdes hidrossoluveis ou oleosas (JACKOWSKI et al., 2006;
GRABHERR et al., 2007; ROSS et al., 2014).

A ATCPM ¢ um procedimento que permite facilitar e aumentar a identificacdo de
lesdes e alteragdes de um paciente, principalmente as relacionadas ao sistema
cardiocirculatério, e ainda fornecer importante documentagdo em casos forenses. E uma
técnica que permite a identificagdo de areas de hemorragia ou de lesdes vasculares, que
podem ser perdidas na disseca¢cdo normal do procedimento de necropsia, mesmo associadas
ao parénquima de 6rgdos como baco, figado e pulmao; inclui a avaliacdo de areas de dificil
acesso a necropsia convencional como a intracraniana e intra-pélvica; e ainda auxilia na
diagnostico das doencas cronicas, degenerativas e anatomo-morfologicas associadas aos
grandes vasos e as carotidas (FLACH et al., 2010; SAUNDERS et al., 2011; ROSS et al.,
2014).

Avangos nos estudos relacionados as técnicas de ATCPM buscam auxiliar no
reconhecimento de possiveis artefatos e erros de interpretagdo, bem como ampliar as
possibilidades de identificacdo de lesdes a partir da ATCPM, como no auxilio ao diagnostico
de tromboembolismo pulmonar (BRUGUIER et al., 2013; POMARA et al., 2014).

E reconhecida a importincia da complementagio da avaliagdo histologica no
diagnostico post mortem e, portanto, na medicina forense. A coleta de tecidos para andlise
histolégica complementa as informagdes obtidas macroscopicamente, exclui suspeitas
diagnésticas e fornece subsidios para o diagndstico diferencial (DETTMEYER, 2014). Uma
abordagem minimamente invasiva que tem se mostrado satisfatoria para a realizacdo de
diagndsticos post mortem ¢ a realizagdo da ATCPM associada a coleta de amostras teciduais
percutdneas por agulha grossa, com o objetivo de complementar com um diagnostico
histologico a avaliagdo realizada pela tomografia computadorizada (AGHAYEYV et al., 2007;
BOLLIGER et al., 2010; FILOGRANA et al., 2010; HOSTETTLER et al., 2015).

Amostras teciduais de diversos orgdos (cérebro, coracdo, pulmdes, figado, baco, rins,
tecido muscular e 6sseo) coletadas por meio de agulhas de calibre grosso (18G a 14G) e
guiadas pela tomografia computadorizada foram efetivas e conclusivas em relacdo ao
diagnostico histologico, complementando os achados encontrados pelas modalidades de
imagem post mortem (CHARBONEAU, READING, WELCH, 1990; AGHAYEV et al,,
2007; HOSTETTLER et al., 2015).

A abordagem dos métodos de imagem post mortem em conjunto com a coleta de
amostras teciduais tem buscado demonstrar uma alternativa minimamente invasivas de

diagnostico post mortem que inclua uma complementacdo em nivel histologico das alteragdes
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identificadas pelas modalidades imaginologicas (CHARBONEAU, READING, WELCH,
1990; FOROUDI; CHEUNG; DUFLOU, 1995; AGHAYEYV et al., 2007; BREEZE, et al.,
2008; HOSTETTLER et al., 2015; HYODOH et al., 2015).

Grabherr et al. (2014), questionam ainda se a injecdo intravenosa de solugdo de
contraste iodado utilizada na ATCPM pode alterar a composi¢do quimica e histologica dos
tecidos apds a angiotomografia (GRABHERR et al., 2014). Referente a essa questdo,
trabalhos posteriores puderam identificar artefatos e alteragdes histologicas presentes em
amostras de tecido coletadas apos a realizagdo de ATCPM, sendo relatados a presenca de
vacuolos de espaco vazio juntamente com o sangue no interior de vasos em tecidos pulmonar,
moderada congestdo intersticial no parénquima pulmonar, espacos vazios e dilatagdo de
sinusoides hepaticos e colapso glomerular (CAPUANI et al., 2014; WITTIG et al., 2016).

Nesses estudos a solu¢do de contraste utilizada para a realizagdo da angiotomografia
post mortem foi de Angiofil misturado com 6leo de parafina (GRABHERR et al., 2011).
Entretanto, ainda ndo existem estudos sobre a viabilidade do diagndstico histologico apos a
realizagdo da angiotomografia post mortem com a utilizacdo de outras solu¢des de contraste
que sdo comumente utilizados para dilui¢do do contraste iodado, como por exemplo o
polietilenoglicol — PEG (GRABHERR et al., 2014). Especificadamente sobre o PEG foi
demonstrado que esse fluido diminui o extravasamento de fluido para o intersticio (edema
intersticial) apos a injecdo intravenosa da solugdo de contraste devido a sua alta viscosidade e
osmolaridade, pois tendem a absorver liquido extravascular em dire¢do ao meio intravascular
(JACKOWSKI et al., 2006; GRABHERR et al., 2007).

Pode-se notar que nessas quase duas décadas de estudos sobre uso das modalidades de
imagem para o diagnostico post mortem conceitos, protocolos, vantagens e desvantagens
puderam ser estabelecidos tanto na medicina quanto na veterinaria. Porém fica demonstrado
como ainda ha muito campo para ser desenvolvido e aperfeigoado para o uso dos métodos de

imagem no auxilio ao diagnostico post mortem.
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3 Distribuicdo histologica de dois tipos de solucio de contraste utilizadas na
angiotomografia computadorizada post mortem: modelo com nanquim

Resumo

A angiotomografia computadorizada post mortem (ATCPM) ¢ uma modalidade de imagem
que usa diferentes tipos de solucdo de contraste para ressaltar as vias vasculares em
cadaveres. Essa técnica demonstra resultados similares quando comparada a necropsia
convencional, especialmente para lesdes traumaticas e vasculares. Entretanto, ainda ndo se
sabe se hd preservacdo da composi¢do quimica e histologica dos tecidos apods a injecdo
intravascular da solugdo de contraste. O objetivo desse estudo foi de estabelecer até quais
regides histoldgicas a solugdo de contraste consegue chegar por via vascular apds a injecao
para a realizagdo da ATCPM. Um modelo com tinta nanquim foi utilizado em dois cadaveres
de cdo, com duas diferentes solu¢des de contraste, e feita a subsequente avaliacdo histologica
do pulmao, figado e rim. A impregnacao da tinta nanquim foi observada em todas as amostras
coletadas depois da inje¢do da solucdo de contraste, evidenciando a tinta dentro do limen de
capilares. Nao foi encontrado nenhum artefato histologico bem como nenhuma alteracdo da
arquitetura histologica nas amostras colhidas.

Palavras-chave: Angiografia por tomografia computadorizada. Diagnostico por imagem post

mortem. Caes.
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3.1 Introducao

A angiotomografia computadorizada post mortem (ATCPM) ¢ uma modalidade de
imagem utilizada para a avaliagdo das estruturas vasculares apds a morte. Podem ser
utilizadas diferentes solugdes de contraste a fim de realgar as vias vasculares (GRABHERR et
al., 2006; GRABHERR et al., 2007). O contraste iodado adicionado a fluidos hidrossoluveis,
como o polietilenoglicol (PEG), ou lipofilicos, como diesel ou 6leo de parafina, sdo os
preparados mais comumente utilizados nas técnicas descritas de ATCPM (JACKOWSKI et
al., 2005; GRABHERR et al., 2006; JACKOWSKI et al., 2006; GRABHERR et al., 2007,
CAPUANI et al., 2014).

As vantagens dessa técnica ja foram relatadas, demonstrando resultados similares se
comparados com a necropsia convencional, especialmente para alteragdes vasculares e
traumaticas (CHEVALLIER et al., 2013). Mostrou-se ttil na identificacdo post mortem de
hemorragias, rupturas e traumas vasculares, lesoes traumaticas de 6rgdos parenquimatosos, €
ainda ¢ estudada para o diagnodstico de alteragdes cardiacas e coronarianas (KENNEDY et al.,
2010; PALMIERE et al., 2012; MICHAUD et al., 2012; PALMIERE et al., 2013).

Técnicas complementares de coleta de material por agulha fina ou de calibre grosso
estdo sendo implementadas associadamente com as modalidades de imagem post mortem,
com o objetivo de realizar uma abordagem minimamente invasiva capaz de executar um
diagnéstico histologico (AGHAYEYV et al., 2007; HOSTETTLER et al., 2015). Entretanto,
ainda ndo se sabe se a composi¢do quimica e histologica dos tecidos permanece preservada
ap0s a injecdo intravascular da solugcdo de contraste para a realizagio da ATCPM
(GRABHERR et al., 2014).

Ainda ndo se conhece como ocorre a distribuicao histolégica da solucdo de contraste
apos a ATCPM. Portanto, para determinar se a coleta de uma amostra de tecido apds a
ATCPM ¢ viavel, € necessario conhecer melhor a distribuicao da solucao de contraste nos
tecidos. O objetivo desse estudo foi estabelecer até quais regides histolégicas a solucdo de
contraste ¢ capaz de chegar por meio da inje¢do intravascular para a realizagdo da ATCPM, e
ainda verificar a preservacgdo das estruturas histologicas avaliadas no estudo. Um modelo com
tinta nanquim foi utilizado, substituindo o contraste iodado pelo pigmento na mistura usada na
realizacdo da ATCPM, e uma avaliacao histoldgica de tecido pulmonar, hepatico e renal foi

realizada.
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32 Materiais ¢ Método

O critério de inclusdo para o estudo foi de cadaveres de cdes com peso de até 10
quilos, e escore de condigdo corporal entre 4 ¢ 6, de uma escala de 1 a 9. Dois cadaveres de
cao foram submetidos a um procedimento como o uma de injec¢do intravascular de solucao de
contraste para a realizagdo de uma ATCPM, entretanto, sendo substituido o contraste iodado
pela tinta naquim nas solug¢des utilizadas. Em um dos cadaveres o pigmento foi misturado
com PEG, e no outro, com 6leo vegetal. Nos dois casos as solugdes foram injetadas com o
auxilio de uma bomba injetora em duas fases (arterial e venosa), por via femoral, em uma taxa
de 2ml/s e pressao maxima de 150 psi. Amostras teciduais do pulmao, figado e rim foram
coletadas amostras teciduais guiada por ultrassom, antes e depois da inje¢do das solugcdes com
o nanquim. Para as coletas foi utilizada uma agulha semiautomatica de 14G, e as amostras
foram coletadas do lobo caudal esquerdo do pulmao, do lobo medial esquerdo do figado e do
polo cranial do rim esquerdo. As amostras foram processadas de acordo com os
procedimentos histologicos de rotina, e coradas por hematoxilina e eosina.

As laminas histologicas foram avaliadas por um patologista treinado, que observou em
quais houve impregnacdo do nanquim e em quais regides histologicas o pigmento foi
identificado. Adicionalmente as amostras teciduais coletadas antes e depois do procedimento
foram comparadas, a fim de identificar alguma alteracdo das estruturas histoldgicas que

pudessem ter sido resultado da inje¢do intravascular.

33 Resultados

O procedimento usando PEG na solugdo foi realizado em um cadaver de uma fémea,
SRD, de 12 anos, pesando 9,5 kg, e com escore de condi¢do corporal de 5/9, ja o que foi
utilizado 6leo na preparacdo da solucdo foi realizado em uma fémea, poodle, de 15 anos,
pesando 5 kg e com escore de condi¢do corporal de 4/9.

Impregnacdo da tinta nanquim foi observada em todas as amostras teciduais coletadas
apos a inje¢do intravascular. Em ambos os casos foi identificado a presenca de tinta nanquim
no limen de vasos sanguineos. Pode ser notado que as particulas do pigmento tiveram uma
distribuicdo mais difusa nas laminas histologicas do cadaver que teve a solucdo preparada

com PEG, enquanto no outro caso (da solugdo preparada com 6leo vegetal), a distribui¢ao da
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impregnacdo de tinta foi mais focal. A figura 1 ilustra os principais achados nas laminas

histologicas dos dois caddveres do estudo.

Figura 1 — Impregnacgao de pigmento nas amostras histologicas

' o A

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Legenda: A — Impregnagdo de tinta nos capilares hepaticos (solugdo com PEG, H&E, 4x); B — Impregnagéo de tinta
nos capilares renais e arteriolas glomerulares (solugdo com PEG, H&E, 4x); C — Impregnacdo de tinta nos capilares
do parénquima pulmonar (solu¢do com oleo vegetal, H&E, 10x); D Impregna¢do de tinta nos capilares hepaticos
(solugdo com 6leo vegetal, H&E, 20x).

Também se evidenciou que a impregna¢do do nanquim foi mais proeminente no rim,

se comparada com a dos outros dois o6rgaos do estudo (pulmao e figado) — Figura 2.

Figura 2 — Comparagao por 6rgdo da impregnagdo pelo nanquim

A  coi@aty, B

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)
Legenda: A — Rim, H&E, 4x; B — Figado, H&E, 4x; C — Pulmio, H&E, 4x.
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Nenhum artefato histoldgico ou danos a arquitetura histologica foram encontrados nas

amostras teciduais avaliadas.

34 Discussdo

Os resultados obtidos demostraram que tanto o PEG quanto o 6leo vegetal utilizado
nas solugdes de contraste para realizagio de ATCPM conseguem alcangar até as menores
estruturas vasculares sem causar danos teciduais dos 6rgaos avaliados. Além disso, através da
injecdo intravascular, o PEG permitiu uma melhor distribui¢ao da solu¢do se comparado com
o 6leo vegetal.

A distribuicdo mais proeminente do nanquim nas amostras de tecido renal pode estar
relacionada com o acesso vascular utilizado para a inje¢do. Sendo aplicada pelas artéria e veia
femorais, a solugdo preenche primeiramente e com maior intensidade os rins, se comparado
com o figado e principalmente com o pulmao.

Nenhum dos artefatos relatados no estudo de Capuani et al (2014). Foi encontrado nas
amostras teciduais desse estudo. E ainda, nenhum dano as estruturas histologicas foi
observado nas amostras coletadas. Apesar de outros estudos serem necessarios para o melhor
entendimento dos efeitos teciduais da inje¢do intravascular da solu¢do de contraste na
realizacdo da ATCPM, esse estudo parece indicar que ndo houve alteracdo das estruturas
histoloégicas com os fluidos utilizados nas solugdes desse estudo, como questionado por

Grabherr et al (2014).

3.5 Conclusio

Esse estudo demonstrou que a distribuicdo das solugdes, seja com PEG ou com 6leo
vegetal, chegou até as menores estruturas vasculares dos o¢rgdos avaliados, e mais
homogeneamente no caso da solucdo preparada com PEG. Adicionalmente, nenhum artefato

ou alteracdo da arquitetura histologica foi encontrado nas amostras em estudo.
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4 Analise dos efeitos histopatologicos causados pela injecdo de solucdo de contraste
para realizacdo de angiografia por tomografia computadorizada post mortem em cies

Resumo

A angiografia por tomografia computadorizada post mortem (ATCPM) ¢ uma técnica que faz
uso de uma solug@o de contraste a fim de se avaliar a integridade das estruturas vasculares em
cadaveres. Questiona-se se a realizagdo da ATCPM pode causar prejuizos em uma avaliacdo
histopatologica subsequente. O objetivo deste estudo ¢ de verificar a qualidade de amostras
teciduais coletadas de cadaveres de caes submetidos a ATCPM e a possibilidade de presenga
de artefatos nas mesmas. O procedimento foi realizado em 9 caes, divididos em 3 grupos. O
volume da solucdo de contraste aplicada foi de 23% da volemia estimada nos grupos 1 ¢ 2, e
de 46% no grupo 3, o contraste iodado foi misturado com polietileno glycol no grupo 1 e 3, ¢
com Oleo vegetal no grupo 2. Amostras teciduais do pulmao, figado e rim foram coletadas
antes e depois da ATCPM, e coradas com hematoxilina e eosina. A perfusdo da solu¢do de
contraste foi aferida nas imagens de TC a partir do incremento de atenuacdo em unidades
Hounsfield (UH) obtido nos o6rgdos alvo de coleta. As amostras teciduais foram avaliadas
quanto correspondéncia ao oOrgdo alvo de coleta, a qualidade, a presenca de artefatos
histoloégicos e em relacdo as alteragdes histopatologicas observadas. Para a qualidade das
laminas histologicas foi atribuido um escore onde: 0- inadequadas, 1- parcialmente adequadas
e 2- adequadas. Os achados histopatologicos foram comparados entre os pares de amostras
coletadas antes e depois da ATCPM, estimando um grau de semelhancga a partir dos achados
concomitantes entre o par e os achados totais. A média de incremento de atenuagado foi de 53,
31 e 157 UH para os grupos 1, 2 e 3 respectivamente. Apenas 1 lamina histoldgica ndo
continha amostra correspondente ao 6rgao alvo de coleta. Respectivamente para os grupos 1,
2 e 3 amédia do escore de qualidade das laminas histoldgicas foi de 1,6, 1,9 e 1,5, e a média
do grau de semelhanca foi de 67%, 62% e 56%. Nao foi encontrado nenhum artefato
histolégico nas amostras teciduais coletadas apds a injecdo das solugdes de contraste
utilizadas nesse estudo, e ndo foi observado nenhum prejuizo na avaliacdo histologica das
amostras coletadas ap6s a ATCPM. Pode-se concluir que a coleta de amostras teciduais apos
a realizagdo do procedimento de ACTPM podem ser utilizadas na complementacdo
diagndstica com o uso das solucdes de contraste preparadas com PEG ou 6leo vegetal.
Palavras-chave: Angiotomografia post mortem. Diagndstico por imagem post mortem.

Biopsia post mortem. Caes.
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4.1 Introdugao

A utiliza¢do das modalidades de diagnodstico por imagem em cadaveres vem sendo
estudadas para o auxilio na determinacio da causa mortis (WULLENWEBER; SCHNEIDER;
GRUMME, 1977; THALI et al., 2003; BOLLIGER et al., 2008; FLACH et al., 2014). Em
medicina ja se relata uso dessas técnicas nas rotinas hospitalares e complementares as
necropsias convencionais (THALI et al., 2002; THALI et al., 2003; JACKOWSKI et al.,
2005). Na medicina veterinaria o foco ¢ em pesquisas, sendo ainda timido seu uso na rotina
clinica e patolégica (IBRAHIM; ZUKI; NOORDIN, 2012). Exames radiograficos podem ser
utilizados para a realizacdo de um diagndstico post mortem (HENG et al., 2009a; HENG et
al., 2009b; RIBAS et al., 2016), mas as técnicas seccionais - tomografia computadorizada e
ressonancia magnética — sao as que apresentam melhores resultados quando comparadas com
a necropsia convencional (SEBIRE, 2006; FRANCKENBERG et al., 2015; PINTO et al.,
2016a; PINTO et al.,, 2016b). Outra técnica imaginologica utilizada em cadaveres ¢ a
angiografia por tomografia computadorizada, ou angiotomografia computadorizada, que
permite a avaliagdo da arquitetura vascular com uso de inje¢ao de contraste intravascular por
meio de uma bomba injetora (JACKOWSKI et al.,, 2005; GRABHER et al., 2006;
GRABHERR et al., 2007; JACKOWSKI; PERSSON; THALI, 2008; ROSS, et al., 2008;
MORGAN et al., 2013; ROSS et al., 2014).

As técnicas de angiotomografia mais utilizadas podem variar quanto ao tipo de
solugdo de contraste utilizando componentes lipossoluveis (GRABHERR et al., 2006;
GRABHERR et al.,, 2011; CHEVALLIER et al., 2013; PALMIERE; GRABHERR;
AUGSBURGER, 2015) ou hidrossoluveis (ROSS et al., 2008; JACKOWSKI et al., 2008;
FLACH et al., 2010; ROSS et al., 2014; GRABHERR et al., 2014). O polietileno glicol
(PEG) ¢ um dos fluidos hidrossoluveis utilizados nas solu¢des de contraste que, por suas
caracteristicas fisico-quimicas de viscosidade e osmolaridade, evita o extravasamento de
fluido intravascular para o meio extravacular (JACKOWSKI et al.; 2006; GRABHERR et al.,
2007).

As imagens seccionais fornecem subsidios para uma avaliagdo anatomica, porém nao
permitem uma adequada avaliagdo tecidual em nivel histolégico (SEBIRE, 2006). A
utilizagdo de técnicas minimamente invasivas, como coletas de amostras teciduais por agulha
fina ou grossa, ¢ recomendada para a complementacdo diagndstica pelos métodos de imagem

(AGHAYEV et al., 2007; HOSTETTLER et al., 2015), e ainda se relata que as técnicas de
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coleta de tecidos por agulhas sdo mais rapidas e mais acessiveis se comparadas com a coleta
na necropsia convencional (AGHAYEYV et al., 2007; HOSTETTLER et al., 2015).

Estudos na éarea de medicina buscam verificar a viabilidade do diagnostico baseado
apenas pela coleta de amostras teciduais (CHARBONEAU, READING, WELCH, 1990;
FOROUDI; CHEUNG; DUFLOU, 1995; AGHAYEV et al., 2007; BREEZE, et al., 2008;
HOSTETTLER et al., 2015; HYODOH et al., 2015). Na medicina veterinaria nao ha estudos
definitivos sobre o uso de técnicas minimamente invasivas na complementagao diagndstica
das modalidades de imagem post mortem, contudo, a utilizagdo do ultrassom como guia para
coleta de material para exame de citologia e histopatologia ja estd bem estabelecida e
amplamente utilizada na rotina veterinaria (CRYSTAL et al., 1993; BARR, 1995).

Entretanto, Grabherr et al. 2014, questionam em seu estudo se a inje¢do da solucdo de
contraste para realizacdo da ATCPM altera a composi¢do quimica e histoldgica dos tecidos
apos o procedimento (GRABHERR, 2014). Trabalhos posteriores t€ém demonstrado o
aparecimento de artefatos e alteragdes histologicas em amostras de tecido coletadas apos a
ATCPM, sendo relatados a presenca de dilatacdes de espago vazio juntamente com o sangue
no interior de vasos em tecidos pulmonar, moderada congestdo no parénquima pulmonar,
espacos vazios e dilatacdo de sinusdides hepaticos e colapso glomerular. Nesses estudos a
solucdo de contraste utilizada foi preparada a partir de componentes lipossoliveis, em uma
mistura de Angiofil® e 6leo de parafina (CAPUANI et al., 2014; WITTIG et al., 2016).

O presente estudo tem como objetivo verificar se hd comprometimento tecidual
caracterizado por alteragdo das estruturas histoldgicas de 6rgdos parenquimatosos toracicos e
abdominais ap0s a injecdo de contraste para a realizacdo da angiotomografia computadorizada

post mortem em cadaveres de cao.

4.2 Material e Métodos

Nove cadaveres de cdes foram selecionados para a realizagdo desse estudo, obtidos da
rotina de um hospital veterindrio escola, que vieram a 6Obito por causas naturais ou apods
realizacdo de eutandsia. Foram incluidos tanto machos quanto fémeas, com peso maximo de
10 quilos e que exibiam escore de condi¢do corporal entre 4 e 6 de uma escala de 9 gradacdes.
Foram excluidos aqueles que morreram por causas traumaticas, por doengas
infectocontagiosas ou neoplasicas. O intervalo maximo estipulado entre a hora do o6bito e a

realizagdo da pesquisa foi de até 6 horas.
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Cada cadaver foi primeiramente encaminhado para coleta de amostras teciduais do
pulmao, figado e rim, por meio de uma agulha fru-cut semiautomatica de calibre grosso
(14G), guiadas por ultrassom. O equipamento de ultrassonografia utilizado como guia das
coletas foi o MyLabTM40VET - Esaote Healthcare do Brasil - munido de trés transdutores
eletronicos multifrequéncias de banda larga: microconvexo com frequéncia de 5-8 MHz,
convexo de 2.5-6.6 MHz e linear de 3-11 MHz.

Foram coletadas amostras sempre da mesma regido de cada 6rgdo, sendo do lobo
caudal esquerdo do pulmdo, da por¢do cranial do lobo medial esquerdo do figado e do polo
cranial do rim esquerdo. O local de coleta das amostras teciduais do figado pode ter sofrido
pequena variagdo do local de coleta devido a presenca de dilatagdo gasosa do estomago em
alguns cadaveres, assim a introducdo da agulha #ru-cut eventualmente variou no plano dorso-
ventral. As coletas foram guiadas em tempo real pelo ultrassom assegurando a melhor janela
para a realizacdo do procedimento. O material coletado foi fixado em formol 10% por 24
horas e posteriormente armazenado em éalcool 70% até o momento do preparo das ldminas
para avaliacdo histoldgica.

Apos essa primeira coleta de amostras teciduais foi realizada a ATCPM em cada um
dos nove cadaveres, em um protocolo adaptado de Ross (2014). As imagens de tomografia
computadorizada foram adquiridas com os animais posicionados em decubito dorsal em um
equipamento Phillips, modelo IDT 8000, de 16 canais com aquisi¢do helicoidal. Foram
adquiridas imagens do corpo inteiro de cada cadaver antes e depois da injecdo da solugdo de
contraste, em filtro com algoritmo de avaliagdo de tecidos moles, com 120 kVp, 250 mAs, em
cortes de 3,0 mm com incremento de 1,5 mm, e reconstru¢des em janelamento no filtro de
pulmao/osso.

Ap0s a aquisi¢do sem contraste das imagens de TC foi realizado o acesso vascular pela
regido inguinal da artéria e veia femorais, sendo realizada a aplica¢do da solugdo de contraste
com o auxilio de uma bomba injetora, configurada para uma velocidade de inje¢ao de 2ml/s e
uma pressdo maxima de 150 psi em duas fases, primeiramente arterial e posteriormente a
venosa. As aquisi¢oes das fases arterial e venosa consideraram a mesma configuragdo de
técnica da fase pré-contraste.

Os cadaveres foram divididos em 3 grupos, de acordo com o volume e o diluente
usado no preparo da solucdo de contraste para o procedimento de ATCPM, sendo distribuidos
entre os grupos de acordo com a ordem de execugdo. Assim, os 3 primeiros cadaveres
utilizaram a solucdo de contraste do grupo 1, outros trés na sequéncia utilizaram a solucdo de

contraste do grupo 2, e os tltimos 3 cadaveres do estudo ficaram com a solu¢ao do grupo 3.
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A solugdo de contraste foi preparada com contraste iodado de 300 mg I/ml (Iohexol)
diluido em PEG ou 6leo vegetal, na propor¢ao de 1:20, em um volume correspondente a 23%
ou 46% da volemia estimada de cada animal, estimada em 60ml/kg (KONIG; RUBERTE;
LIEBICH; 2004). A tabela 1 a seguir resume as especificacdes da solugdo de contraste de

cada grupo.

Tabela 1 — Diluente e volume da solug@o de contraste intravascular por grupo

Grupo Animal Diluente Volume
1 1,2¢e3 PEG 23%
2 4,5¢6 Oleo 23%
3 7,8¢9 PEG 46%

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Apds a tltima aquisi¢do de imagens por tomografia computadorizada foram realizadas
novas coletas de amostras teciduais, repetindo o mesmo método utilizado antes da inje¢ao
intravascular do contraste iodado.

A fim de se verificar a perfusdo alcangada pela ATCPM foi avaliado o incremento de
valores de atenuagdo antes e depois da inje¢do do contraste em unidades Hounsfield (HU) dos
orgdos alvo apds a injecdo do contraste. Os valores de atenuacdo de cada 6rgao foram aferidos
por um mesmo radiologista. Para o estudo foi utilizada a média obtida entre trés aferi¢des de
cada medida, em cada 6rgdo para cada um dos cadaveres participantes da pesquisa.

No pulmdo foi aferido o valor de atenuacdo da 4area do lobo pulmonar caudal
esquerdo, a partir de uma reconstru¢do multiplanar (MPR), alinhando-se os planos sagital e
dorsal ao eixo da coluna vertebral, e o plano transversal tangenciando a margem mais cranial
do diafragma. Uma regido de interesse (ROI) em sele¢do livre foi estabelecida a partir do
contorno do campo pulmonar visivel ao corte adquirido (figura 1), e assim obtido o valor de

atenuacao médio em HU da area.
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Figura 1 — Aferi¢do da atenuag@o do lobo pulmonar esquerdo

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)
Legenda: Imagens seccionais em corte sagital (A), dorsal (B) e transversal (C) de lobo pulmonar esquerdo, em
filtro para pulmao, exibindo ROI em selegdo livre

No figado o incremento foi estimado na regido dorsocranial lateral esquerda, na
topografia do lobo lateral esquerdo, feita a partir de uma MPR alinhando-se os planos sagital
e dorsal ao eixo da coluna vertebral, e o plano transversal na altura da nona vértebra toracica.
A atenuacdo de cada afericdo foi obtida a partir da média de trés ROI circulares com area
aproximada de 30 mm?, sendo duas delas localizadas perifericamente ao parénquima hepatico
e a terceira mais hilar, a aproximadamente 1,5 cm de profundidade (figura 2). Evitou-se

contemplar areas que continham vasos calibrosos a fim de ndo superestimar o incremento.

Figura 2 — Aferi¢do da atenuag@o de lobo hepatico lateral esquerdo

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)
Legenda: Imagens seccionais em corte dorsal (A), sagital (B) e transversal (C) do figado, em filtro para tecidos
moles, exibindo as sele¢des ROI de 30 mm? em lobo hepatico lateral esquerdo
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No rim esquerdo o incremento de atenuagdo foi aferido na regido do polo cranial,
usando MPR inseriram-se ROIs circulares de 5 mm® em cada um dos cortes longitudinal e
transversal do rim nos planos transversal, sagital e dorsal. As ROI foram posicionadas em
regido cortical do rim, sendo utilizada uma ROI nos planos sagital e dorsal, e trés ROI no

plano transversal (figura 3).

Figura 3 - Aferi¢do da atenuagdo do polo cranial do rim esquerdo

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Legenda: Imagens seccionais em corte transversal (A), corte longitudinal no plano sagital obliquo (B) e corte
longitudinal no plano dorsal (C) do rim esquerdo, em filtro para tecidos moles, exibindo as sele¢cdes ROI de 5
mm’ no polo cranial do rim

As amostras teciduais preservadas foram processadas seguindo os procedimentos
histologicos de rotina, e coradas por hematoxilina e eosina. As laminas foram entdo avaliadas
por dois patologistas em um estudo cego, onde cada observador avaliou em cada lamina: 1- se
o material correspondia ao 6rgdo alvo da coleta, 2- a estimativa da qualidade da amostra em
andlise, 3- se havia algum artefato histologico que poderia estar relacionado com a injecdo
intravascular da solu¢do ou mistura de contraste, e 4- descricdo de alteragdes histologicas
encontradas.

A estimativa de qualidade do material estudado foi classificada qualitativamente por
meio da preservacdo da arquitetura histologica e da area tecidual representativa de cada
lamina, sendo classificadas em 3 categorias, estipulando-se valores para cada grau
categorizado: 0- para as amostras classificadas como inadequadas para andlise; 1- para as

amostras classificadas como parcialmente adequadas para analise; e 2- para as adequadas para
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analise. De cada lamina foi calculado o valor médio do escore obtido por cada um dos
observadores para se obter um escore de qualidade de cada amostra histologica.

Em relacdo ao contraste o patologista identificou se haviam indicios da inje¢do da
solucdo de contraste ou ndo, baseado apenas na opinido do observador que procurou por
artefatos semelhantes aos descritos em literatura e atribuidos a injecdo de contraste para a
realizacdo da ATCPM, bem como por alteracdes nos vasos, capilares, e nos espacgos
perivasculares.

As principais alteragdes histologicas encontradas em cada lamina, foram comparadas
entre o material coletado antes (controle) e depois da inje¢do da solucdo de contraste. Para o
estudo histologico de cada o6rgdo (pré e pos contraste) foi atribuida um grau de semelhanca,
valor em porcentagem obtido a partir do niimero das alteragdes histologicas que foram
encontradas concomitantemente nas amostras antes e depois da inje¢do do contraste, em razdo

do numero total de alteracdes encontradas.

4.3 Resultados

A amostra de animais participantes do estudo apresentou as seguintes caracteristicas
quanto a raga, idade, sexo, peso e ECC respectivamente: 5 poodles, 1 maltés, 1 cdo sem raca
definida (SRD) e 2 dachshund; idade média de 11 anos; 4 fémeas e 5 machos; peso médio de
5,0 kg; e escore de condicdo corporal médio de 4,5/9. Em sua maioria (5/9), os cadaveres que
compuserem esta amostra vieram a Obito por complicagdes de doengas cronicas. Em dois
deles (animal 1 e 2) foram realizados procedimentos de eutanésia, e em trés casos (animal 4, 5
¢ 8) a causa de morte nao foi determinada. O resumo das caracteristicas de cada cadaver de

cdo participante do estudo esta apresentado no quadro 1:



56

Quadro 1 — Resumo de dados dos animais participantes do estudo

Idade Peso ,
Animal | Grupo | Sexo Raga ECC Causa de Obito
(anos) (kg)
Complicagdes por doenca renal
1 1 Fémea Poodle 16 4 4
cronica
Complicagdes por doenca renal
2 1 Macho Poodle 7 5 4
cronica
3 1 Fémea Poodle 17 4 4 Cardiopatia congestiva
4 2 Macho Poodle 3 6 5 Indeterminada
5 2 Macho Poodle 18 5 6 Indeterminada
6 2 Fémea Maltés 6 5,5 6 Pancreatite
7 3 Macho SRD 14 6,5 5 Cardiopatia congestiva
8 3 Macho | Dachshund 10 5,5 4 Indeterminada
9 3 Fémea | Dachshund 15 4 4 Cardiopatia congestiva

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Todos os orgdos alvo de coleta obtiveram incremento da atenuacdo de acordo com a

avaliagdo utilizada. A média de incremento por grupo foi de 53, 31 e 157 para os grupos 1,2 e

3 respectivamente. Observa-se que o grupo 3 apresentou os maiores valores de incremento de

atenuacdo em todos os 6rgdos, € o grupo 2 os menores valores de incremento. O incremento

médio de atenuagao estimado por 6rgdo e por grupo esta apresentado na tabela 2.

Tabela 2 — Média de incremento por 6rgdo por grupo

Grupo Orgio Incremento médio

Pulmao 59

1 Figado 46
Rim 54

Pulmao 25

2 Figado 44
Rim 26
Pulmao 267

3 Figado 91
Rim 114

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Das 54 laminas histologicas preparadas com os fragmentos teciduais obtido apenas

uma (1/54-1,8%) ndo correspondeu ao 6rgdo alvo da coleta, sendo esta uma lamina que
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corresponderia a uma amostra de pulmao apo6s a injecao do contraste referente ao animal 2, e
portanto, foi desconsiderada para o calculo do grau de semelhanga. Em algumas amostras, a
lamina histologica continha fragmentos de outro 6rgao além do 6rgdo alvo da coleta. Isso
ocorreu em 6 das 54 amostras (11%), sendo que todos esses casos foram amostras de tecido
pulmonar que apresentaram juntamente na lamina histologica fragmentos de figado. Essas
laminas correspondiam a coleta antes da ATCPM dos animais 1 e 2 do grupo 1, 5 ¢ 6 do
grupo 2 e 7 do grupo 3, e ainda uma amostra coletada apds a realizagdo da ATCPM do animal
8 do grupo 3.
A figura 4 ilustra as amostras teciduais do pulmao obtidas antes e depois da ATCPM,
e a ocorréncia comum de representagdo de tecido hepatico juntamente com a amostra de

tecido pulmonar.

Figura 4 — Amostra tecidual de pulmao evidenciando fragmento hepatico na ldmina

)

-

€ ’

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Nao houve nenhuma lamina que foi qualificada como inadequada para avaliagdo por
nenhum dos observadores. A média do escore de qualidade por grupo foi de 1,6, 1,9 ¢ 1,5
respectivamente para os grupos 1, 2 e 3. A média geral do escore de qualidade das amostras
foi de 1,7 (£0,3). O escore de qualidade estimada em cada 1dmina histoldgica, separadas entre
as amostras colhidas antes e depois da injecdo da solu¢do de contraste e variagdao do escore de

qualidade estdo apresentadas nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 — Média da qualidade estimada das 1aminas histopatologicas por grupo

Grupo Fase da coleta Orgio Média

Pulmao 1,3

1 Pré-contraste Figado 1,3
Rim 2

Pulmao 1,5

1 Pos-contraste Figado 1,6

Rim 1,5

Pulmao 1,6
2 Pré-contraste Figado 2
Rim 2

Pulmao 1,8
2 Pos-contraste Figado 2
Rim 2

Pulmao 1,8

3 Pré-contraste Figado 1,5

Rim 1,6

Pulmao 1,5

3 Pos-contraste Figado 1,5

Rim 1,3

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Tabela 4: Média da estimativa de qualidade das ldminas histologicas de pulmao, figado e rim por grupo

Pulmao Figado Rim
Grupo 1 1,5 1,6 1,7
Grupo 2 1,7 2 2
Grupo 3 1,6 1,5 1,5

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Nao houve nenhum achado histolégico que pudesse indicar aos patologistas se a
amostra foi coletada antes ou depois da inje¢cdo de contraste, assim como ndo foram
encontrados nenhum dos artefatos citados em literatura e atribuidos a realizagao de ATCPM.

As figuras de 5 a 7 ilustram amostras teciduais obtidas do pulmdo, figado e do rim,
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evidenciando a auséncia de alteragdes histoldgicas que poderiam ser relacionadas a injegdo

intravascular da solucao de contraste.

Figura 5 - Amostras teciduais de pulméo coletadas antes e de depois da ATCPM
.

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

Legenda: Amostras teciduais de pulméo em corte histologico (H&E, 200x) coletadas antes (A) e depois (B) da
injecdo intravascular da solugd@o de contraste.

Figura 6 - Amostras teciduais de figado coletadas antes de depois da ATCPM

Fonte: (FERRANTE, B., 201)

Legenda: Amostras teciduais de figado em corte histologico (H&E, 200x) coletadas antes (A) e depois (B) da
inje¢do intravascular da solugd@o de contraste.

Figura 7 - Amostras teciduais de rim coletadas antes de depois da ATCPM do cadaver 3
RN i Y, ey
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Legenda: Amostras teciduais de rim em corte histologico (H&E, 200x) coletadas antes (A) e depois (B) da
inje¢do intravascular da solug@o de contraste.

O resumo das alteragdes histologicas encontradas nas laminas avaliadas por esse
estudo ¢ apresentado no quadro 2. As médias do grau de semelhanca obtida por grupo foram
de 67%, 62% e 56% respectivamente para os grupos 1, 2 e 3. A média do grau de semelhanca

obtido por 6rgdo estd apesentada na tabela 5:



Quadro 2: Resumo dos achados histologicos e grau de semelhanga por pares de ldmina

61

Grau de
Grupo | Animal | Orgio Achados | Achados Acha‘dos Acha('ios semelhanca
pré pos concomitantes | totais %)
Pulmao 4 4 4 4 100
1 Figado 3 2 2 3 65
Rim 8 8 6 10 60
Pulmao* - - - - -
1 2 Figado 6 5 4 7 60
Rim 9 4 4 9 45
Pulmao 3 3 2 4 50
3 Figado 2 2 2 2 100
Rim 8 6 5 9 55
Pulmao 2 3 2 3 65
4 Figado 4 4 4 4 100
Rim 2 3 2 3 65
Pulmao 4 3 3 4 75
2 5 Figado 3 4 3 4 75
Rim 6 5 3 8 40
Pulmao 5 6 5 6 85
6 Figado 5 5 4 6 65
Rim 1 4 1 4 25
Pulmao 4 3 3 4 75
7 Figado 4 3 2 5 40
Rim 3 3 2 4 50
Pulmao 3 3 2 4 50
3 8 Figado 3 2 2 3 66
Rim 4 3 2 5 40
Pulmao 4 5 3 6 50
9 Figado 4 4 2 6 33
Rim 5 5 5 5 100

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)
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Tabela 5: Média do grau de semelhanga obtido nas amostras de pulmao, figado e rim por grupo

Pulmao Figado Rim
Grupo 1 75 75 53
Grupo 2 75 68 43
Grupo 3 58 46 66

Fonte: (FERRANTE, B., 2019)

4.4 Discussdo

O incremento de HU obtido pelas imagens de TC demonstra que houve perfusdo da
solucdo de contraste em todas as regides de coleta de material para analise histopatologica.
Cabe ainda ressaltar que o incremento obtido no grupo 3 foi maior do que se comparado com
os grupos 1 e 2, exibindo uma relacdo direta do volume da solucdo de contraste com o
incremento de atenuagdo obtido nas imagens de TC. Entretanto, mesmo que apresentando um
maior valor de incremento de HU, a utilizacdo do volume de solug@o de contraste utilizado no
grupo 3 para a realizagdo da ATCPM mostrou algumas desvantagens discutidas a seguir.

O volume da solugdo de contraste utilizado no grupo 3 representava quase metade da
volemia estimada do animal em estudo (46%). Dessa forma, uma complicagdo comum aos 3
cadaveres do grupo 3 foi o extravasamento de fluido sanguinolento pelas narinas e pela boca.
Além disso, as imagens de TC adquiridas ap6s a aplicagcdo do contraste exibiram um realce
tao acentuado que dificultou avalia¢do das fases pos-contraste.

Outra complicagdo recorrente aos animais do grupo 3 foi a maior dificuldade de coleta
de amostras teciduais. Isso ocorreu por dois fatores evidenciados durante o estudo.
Primeiramente o volume de contraste utilizado produziu artefatos nas imagens
ultrassonograficas, dificultando a determinac¢do dos locais alvo de coleta. Notou-se ainda, que
as amostras teciduais dos caddveres desse grupo apresentaram consisténcia mais friavel e
aspecto mais iimido se comparada com as amostras dos outros grupos ou antes da inje¢do
intravascular da solucdo de contraste.

Ainda em relagdo ao incremento de atenuagdo, podemos relacionar os menores valores
obtidos pelo grupo 2 com o tipo de solugdo de contraste utilizada. Nesse grupo o contraste
iodado foi misturado com o6leo vegetal, constituindo com o iohexol (de caracteristica
hidrossoliivel) uma mistura em 2 fases. Dessa forma, a distribuicdo do contraste iodado ndo
foi homogénea se comparada as solugdes preparadas com PEG, evidenciando areas

hipoatenuantes no lumen dos vasos que podem representar parte da fase oleosa da mistura.
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Esse fato pode explicar o porqué de os valores de incremento de atenuacdo do grupo 2 tenham
sido inferiores aos dos grupos 1 e 3.

Como ficou demonstrado e em concordancia com os estudos de Ross (2014), Grabherr
(2014) e Jackowski (2006), a solucdo de contraste preparada com PEG para a realizacdo da
ATCPM permite um contraste das estruturas vasculares mais homogéneo e adequado para a
avaliagdo se comparado com o uso de fluidos oleosos na composi¢do da solugdo de contraste
usados nesse estudo. Cabe ressaltar que os estudos de Grabherr (2011), Christine (2013) e
Palmiere (2015) obtiveram um realce homogéneo das estruturas vasculares apé6s ATCPM com
o uso de fluidos lipossoluveis, entretanto, utilizando a solugdo de angiofil® com o6leo de
parafina.

O uso do ultrassom como guia para a coleta de amostras teciduais se demonstrou
eficiente na coleta de tecidos hepético e renal, que corresponderam 100% ao 6rgao alvo de
coleta. Entretanto, hd de se destacar que a coleta de tecido pulmonar ndo obteve o mesmo
resultado. Em uma das coletas de pulmao a amostra tecidual ndo correspondia ao 6rgdo alvo,
e ainda em 33% (6/18) das amostras pulmonares foram encontrados fragmentos hepaticos
juntamente com a amostra tecidual do pulmdo. Nesse estudo, portanto, o uso da
ultrassonografia como guia para as coletas de fragmentos teciduais post mortem foi mais
eficaz nos oOrgdos abdominais do que no pulmdo. E possivel considerar ainda que o
aperfeicoamento da técnica de coleta pelo profissional pode elevar esses resultados para
valores mais proximos dos que foram alcancados nos outros orgdos (figado e rim), ou se
valendo da tomografia computadorizada como guia para as coletas, ja que o pulmao tera pela
imagem de TC uma melhor defini¢cdo se comparada as imagens de ultrassonografia.

A estimativa de qualidade das laminas histologicas obteve em média um resultado de
qualidade préximo ao melhor escore (1,7 de uns escore de 0 a 2). Mesmo as laminas que
tiveram os menores valores (1,3) ainda ficaram acima do valor médio consideradas como
parcialmente adequadas para analise histologica. As amostras que foram coletadas apos a
injecdo da solu¢do de contraste obtiveram valores muito semelhantes de estimativa de
qualidade se comparado com as amostras prévias a ATCPM. Nesse estudo demonstrou-se que
a realizacdo da ATCPM nao interferiu na qualidade das amostras teciduais coletadas, apesar
de ter dificultado a coleta no caso do grupo 3. Pode-se inferir que a qualidade da amostra
histoloégica pode estar mais relacionada com a propria técnica de coleta do que com a
aplicacdo do contraste. Nas amostras coletadas ndo foi observado nenhum dos artefatos
descritos em literatura ou qualquer outro achado histolégico que pudesse estar relacionado

com a inje¢do do contraste. Pode-se considerar, portanto, que tanto a solu¢do de contraste
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diluida em PEG ou mistura com o 06leo vegetal ndo causaram artefatos ou alteragdes na
avaliacdo histologica apés a ATCPM no volume utilizado nesse estudo, diferentemente do
que foi observado no método utilizado em Capuani et al. (2014) e de Wittig (2016), que
utilizaram solucdo de contraste preparada com Angiofil e 6leo de parafina.

Atesta-se por esse estudo que a utilizagdo do PEG, mesmo em um volume
superestimado como no caso do grupo 3, ¢ mais adequado para a realizacdo da ATCPM por
ndo causar os artefatos histologicos relatados com o uso do Angiofil + parafina, e ainda
apresentar uma melhor distribuicdo e preenchimento dos vasos sanguineos se comparado com
a solucdo preparada com 6leo vegetal.

Comparando-se os achados de cada ldmina antes da injecdo da solu¢do de contraste
com a sua correspondente apos o contraste se observou que o grau de semelhanga obtido foi
em média de 62%. O maior e menor valor médio do grau de semelhanca por grupo foi do
grupo 1 (67%) e do grupo 3 (56%) respectivamente, e por 6rgao foi de pulmao (70%) e de rim
(54%) respectivamente. Pode-se notar que, o grau de semelhanga variou pouco em relagao aos
grupos ou aos 6rgdos alvo de coleta, e que no geral, achados histolégicos discrepantes, ou
seja, aqueles encontrados em apenas 1 das laminas do par, foram encontradas tanto nas
amostras antes quanto depois da inje¢ao da solucdo de contraste. Dessa forma, a realizacdo da
ATCPM parece ndo prejudicar diretamente a avaliagdo histologica das amostras teciduais. A
discrepancia obtida entre as amostras coletadas antes ou depois da ATCPM se mostram mais

relacionadas ao proprio método da coleta e a dificuldade do acesso de cada 6rgdo.

4.5 Conclusio

O estudo pode demonstrar que a injecdo da solucdo de contraste para realizacdo da
angiografia por tomografia computadorizada post mortem, seja utilizando PEG ou o6leo
vegetal em sua dilui¢do, ndo alterou ou prejudicou a avaliag@o histoldgica dos tecidos. Sendo
no preparo da solucdo de contraste o uso do PEG em um volume que representa 23% da
volemia considerado mais adequado para a avaliagdo das imagens da ATCPM. A técnica
minimamente invasiva de coleta de amostras teciduais guiada pelo ultrassom se mostrou
eficiente para a complementacdo diagnostica em nivel histologico do pulmao, figado e rim na
ATCPM em caes. Cabe ainda ressaltar que o estudo contemplou apenas a coloragao
histologica por H-E, dessa forma futuros estudos devem ser realizados para estabelecer a

viabilidade da avaliagdo histologicas utilizando-se de outras coloragdes especificas.
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5 Consideracoes finais

Ao longo do desenvolvimento deste projeto ficou claro o quanto que as modalidades
de imagem podem contribuir para o estabelecimento do diagnostico post mortem, sendo
fundamental a percep¢do de que o diagnostico por imagem ¢ mais uma das ferramentas
disponiveis para o estabelecimento da causa de morte de um paciente. Esse projeto buscou se
posicionar juntamente com as pesquisas mais recentes da area e produzir resultados que
complementem a medicina legal e a patologia.

A implementacdo de técnicas minimamente invasivas, seja a angiografia por
tomografia computadorizada ou a coleta de amostras teciduais, trazem vantagens na
abordagem post mortem de um paciente. Ficou evidente que mesmo apos a realizagdo da
ATCPM, amostras teciduais podem ser coletadas a fim de complementar os achados
adquiridos pela tomografia computadorizada.

Finalmente, as conclusdes obtidas por esse projeto de pesquisa ndo esgotam as
questdes levantadas por essas quase duas décadas do estudo do uso das modalidades de
imagem em cadaveres, ao contrario, deixam claro que esse campo ¢ vasto e encorajam

pesquisas futuras que contribuam com a melhoria do diagnostico post mortem.
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7 Apéndice
7.1  Apéncide A — Incremento de atenuagdo por 6rgao

Tabela 1 — Incremento de atenuag@o estimado por 6rgédo

Cadaver Orgdo Valor pré-contraste (HU) Valor pos-contraste (HU) Incremento

Pulmao -137 -104 33
1 Figado 77 131 54
Rim 45 135 90
Pulmao -173 -53 120
2 Figado 60 111 51
Rim 51 66 15
Pulmao -283 -257 26
3 Figado 65 98 33
Rim 55 114 59
Pulmao -16 -8 8
4 Figado 63 122 59
Rim 41 64 23
Pulmao -228 -174 54
5 Figado 55 92 37
Rim 49 73 24
Pulmao -161 -146 15
6 Figado 34 71 37
Rim 39 70 31
Pulmao -658 -227 431
7 Figado 61 193 132
Rim 46 162 116
Pulmao -392 -109 283
8 Figado 62 165 103
Rim 47 184 137
Pulmao -320 -232 88
9 Figado 79 119 40

Rim 51 142 91
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7.2

Tabela 1 - Qualidade estimada por ldmina

Apéndice B — Qualidade estimada por ldmina

Cadaver Orgio Qualidade estimada
Pulmao 1,5
1 — pré-contraste Figado 1,5
Rim 2
Pulmio 1,5
1 — pés-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmao 1,5
2 — pré-contraste Figado 1
Rim 2
Pulmao 2
2 — po6s-contraste Figado 2
Rim 1,5
Pulmao 1
3 — pré-contraste Figado 1,5
Rim 2
Pulmio 1,5
3 — pos-contraste Figado 1,5
Rim 1
Pulmao 1,5
4 — pré-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmio 1,5
4 — po6s-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmao 2
5 — pré-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmao 2
5 — pds-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmao 1,5
6 — pré-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmao 2
6 — pds-contraste Figado 2
Rim 2
Pulmdo 2
7 — pré-contraste Figado 2
Rim 1,5
Pulmaio 1
7 — pds-contraste Figado 2
Rim 1
Pulmao 2
8 — pré-contraste Figado 1,5
Rim 1,5
Pulmaio 2
8 — pds-contraste Figado 1
Rim 1,5
Pulmao 1,5
9 — pré-contraste Figado 1
Rim 2
Pulmio 1,5
9 — pos-contraste Figado 1,5
Rim 1,5
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Quadro 1 — Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 1
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Apéndice C — Alteracdes histopatologicas e grau de semelhanca por cadaver

. i Grau de
Orgao Pré-contraste Pés - contraste
semelhanca
Mineralizagdo de septos alveolares Mineralizagdo de septos alveolares
Hiperplasia de pneumdcitos tipo 2 Hiperplasia de pneumacitos tipo 2
Pulmio Presenca de macrofagos pulmonares Presenga de macrofagos pulmonares 4/4 —100%
Presencga de fibrina em limen )
Presenca de fibrina em limen alveolar
alveolar
Focos de discreta atrofia de . )
) Focos de discreta atrofia de hepatocitos
hepatocitos
Figado - - 2/3 - 65%
Presenga de granulomas pigmentares Presencga de granulomas pigmentares
Degeneracdo microgoticular difusa -
Dilatagdo do espago urinério Dilatagdo do espago urinario
Focos de atrofia glomerular Focos de atrofia glomerular
Dicreto infiltrado intersticial Moderado infiltrado intersticial
linfoplasmocitico linfoplasmocitico
Discreta proteintria Discreta proteintiria
Cristaluria Cristaltria
Rim 6/10 — 60%

Focos de mineralizagdo tubular

Focos de mineralizagdo tubular

Focos de regeneragéo tubular

Fibrose medular

Glomeruloesclerose

Discreto espessamento da parede das

arteriolas
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Quadro 2 —Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 2

. . Grau de
Orgao Pré contraste Pos contraste
semelhanca
Discreta histiocitose alveolar -
Pulmaio Presenca de fibrina S _k
Presenga de microtrombos -k
Atrofia de hepatdcitos proximo a veia ) )
Focos de discreta atrofia de hepatocitos
centrolobular
Presenca de granulomas pigmentares Presenca de granulomas pigmentares
Leucdcitos circulantes em sinusdides -
Figado - - - — 4/7 - 60%
Vasculite neutrofilica Vasculite neutrofilica
Necrose vascular fibrinoide Necrose vascular fibrinoide
Focos de necrose litica -
- Formagdo de microtrombos
Dilatacdo do espago urinario -
Espessamento da membrana basal
glomerular
Moderado-acentuado infiltrado Moderado-acentuado infiltrado
intersticial linfoplasmocitico intersticial linfoplasmocitico
Proteinuria Proteinuria
Rim —— —— 4/9 —45%
Cristaluria Cristaluria

Focos de degeneragdo e regeneragio

tubular

Focos de degeneragdo e regeneragio

tubular

Atrofia tubular

Atrofia glomerular

Focos de dilatagdo cistica tubular

* Lamina foi desconsiderada pois o material ndo correspondia ao 6rgdo alvo da coleta




Quadro 3 — Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 3
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B Grau de
Orgao Pré-contraste Pés-contraste
semelhanca
Antracose Antracose
Histiocitose =
Pulmiao 2/4 - 50%
Infiltrado leucocitario Infiltrado leucocitario
- Espessamento dos septos alveolares
Pigmento granular acastanhado no Pigmento granular acastanhado no
citoplasma de hepatdcitos citoplasma de hepatdcitos
Figado 2/2 - 100%
Celula de Kupffer em sinuso6ides com Celula de Kupffer em sinusdides com
hemossiderina hemossiderina
Espessamento da membrana basal Espessamento da membrana basal
glomerular glomerular
Focos de atrofia glomerular -
Degeneracao tubular — nefrose -
Mineralizagdo tubular Mineralizagdo tubular
Rim 5/9 —55%

Infiltrado intersticial linfoplasmocitico

Infiltrado intersticial linfoplasmocitico

Fibrose medular intersticial

Proteintria

Proteintria

Cristaltaria

Cristaltaria

Dilatagdo do espago urinario
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Quadro 4 — Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 4

B Grau de
Orgio Pré-contraste Pés-contraste
semelhanca
Discreta leucocitose Discreta leucocitose
Pulmao Congestao Congestao 2/3 —65%
- Discreta histiocitose alveolar
Discreta atrofia de hepatdcitos Discreta atrofia de hepatdcitos
Segmentagdo da veia hepatica terminal | Segmentagdo da veia hepatica terminal
Figado Discreta quantidade de granulocitos | Discreta quantidade de granuldcitos em 4/4 —100%
em sinusodides sinusoides
Degeneracédo balonosa Degeneracédo balonosa
Degenerecéo tubular - nefrose Degenerecdo tubular - nefrose
Rim Discretos focos de necrose tubular Discretos focos de necrose tubular 2/3 - 65%

Mineralizagdo tubular
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Quadro 5 — Alteragdes histopatoldgicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 5

i Grau de
Orgaos Pré-contraste Pos-contraste
semelhanca
Espessamento do septo alveolar Espessamento do septo alveolar
Infiltrado alveolar linfohistiocitico Infiltrado alveolar linfohistiocitico
Pulmio | Focos de hiperplasia de pneumocitos tipo 3/4 -75%
5 -
Focos de exudato fibrinoso Focos de exudato fibrinoso
Acentuada congestdo em regido Acentuada congestdo em regido
centrolobular centrolobular
Degeneracdo vacuolar
Degeneragao vacuolar microgoticular
Figado microgoticular 3/4 — 75%
Hemossiderose e granulomas
Hemossiderose e granulomas pigmentares )
pigmentares
- Degeneracédo balonosa
Discreto espessamento da membrana
basal glomerular )
Rara atrofia glomerular -
Discreta congestao Discreta congestao
Rim Focos de necrose tubular Focos de necrose tubular 3/8 — 40%
Focos de regeneragéo tubular Focos de regeneragéo tubular
Proteinuria -
- Cilindraria
- Mineralizagao tubular
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Quadro 6 — Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 6

B Grau de
Orgao Pré-contraste Pés-contraste
semelhanca
Leucocitos polimorfos em capilares Leucocitos polimorfos em capilares
alveolares alveolares
Discreta histiocitose alveolar Discreta histiocitose alveolar
Pulmio Antracose Antracose 5/6 — 85%
Focos com exudado fibrinoso Focos com exudado fibrinoso
Congestao Congestao
- Presenga de megacariocitos
Focos de atrofia de hepatocitos Focos de atrofia de hepatdcitos
Focos de degeneracao vacuolar Focos de degeneragdo vacuolar
microgoticular microgoticular
Focos de vasculite e perivasculite Focos de vasculite e perivasculite
Figado linfohistiocitica e neutrofilica linfohistiocitica e neutrofilica 4/6 — 65%
Presenca de megacaridcitos e Presenca de megacaridcitos e
granuldcitos em sinusoides granuldcitos em sinusoides
Degeneracdo vacuolar macrogoticular -
- Colestase
Discreta dilatagdo do espago urinario Discreta dilatag@o do espago urinario
Espessamento da membrana basal
) glomerular
Rim 1/4 -25%

Focos de infiltrado inflamatdrio

linfohistiocitico

Proteintria




Quadro 7 — Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 7
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B Grau de
Orgio Pré-contraste Pés-contraste
semelhaca
Antracose Antracose
Colabamento alveolar focal -
Pulmio 3/4 -75%
Espessamento de septos alveolares Espessamento de septos alveolares
Infiltrado neutrofilico Infiltrado neutrofilico
Hemosiderose Hemosiderose
Granuloma pigmentar Granuloma pigmentar
Figado Atrofia hepatocitaria - 2/5 - 40%
Colestase -
- Degeneracao vacuolar
Infiltrado linfoplasmocistico Infiltrado linfoplasmocistico
intersticial intersticial
Rim Degeneracéo tubular - 2/4 —50%

Dilatagdo de espago urinario

Dilatacdo do espago urinario

Cilindruria
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Quadro 8 — Alteragdes histopatoldgicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 8

B Grau de
Orgio Pré-contraste Pés-contraste
semelhacga
Antracose Antracose
Presenga de macrofagos alveolares Presenca de macrofagos alveolares
Pulmiao 2/4 - 50%
Espessamento de septos alveolares -
- Congestao
Hemosiderose Hemosiderose
Figado Degeneragdo vacuolar Degeneracdo vacuolar 2/3 - 66%
Atrofia hepatocitdria -
Infiltrado linfoplasmocistico ) L L
Infiltrado linfoplasmocistico intersticial
intersticial
Congestao -
Espessamento de capsula
Rim Espessamento de capsula glomerular 2/5 —40%

glomerular

Atrofia glomerular

Nucleos picnoticos em regido de tibulo

renal




Quadro 9 — Alteragdes histopatologicas e grau de semelhanga das amostras coletadas do cadaver 9

B Grau de
Orgao Pré-contraste Pos-contraste
semelhaca
Antracose Antracose
Presenca de macrofago alveolar Presenga de macrofago alveolar
Presenca de megacariocito Presenca de megacaridcito
Presenga de fibrina em espago
Pulmio - 3/6 — 50%
alveolar
Presenca de pneumocitos tipo 2 em septos
alveolares
- Espessamento de septos alveolares
Congestao -
Degeneracao balonosa Degeneracdo balonosa
Hiperplasia -
Figado 2/6 —33%
Colestase Colestase
- Atrofia de hepatdcitos
- Presenca de cilindros biliares
Infiltrado neutrofilico Infiltrado neutrofilico
Congestdo Congestao
Espessamento de capsula
Rim Espessamento de capsula glomerular 5/5 - 100%
glomerular
Degeneracdo de tibulos renais Degeneracao de tubulos renais
Cilindraria Cilindrtria
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Anexo — Publicacio de artigo cientifico complementar ao projeto de doutorado

Acta Sclentlae Veterinariae, 2017. 45(Suppl 1): 237.

CASE REPORT ISSN 1679-9216
Pub. 237

Post Mortem Ultrasound and Computed Tomography Findings of an
Extraluminal Urinary Bladder Leiomyoma in a Dog

Bruno Ferrante’, Carina Outi Baroni’, Caterina Muramoto’, Igor Almeida dos Santos’,
Hock Gan Heng? & Ana Carolina Brandao de Campos Fonseca Pinto’

ABSTRACT

Background: Neoplasia of the urinary bladder is common in dogs, accounting approximately 0.5 to 1.0 percent of all neo-
plasms. Most of the neoplasia of the urinary bladder is epithelial in origin and only 10% of urinary bladder neoplasms in
dogs are from mesenchymal origin, of which the most frequent types are leiomyoma / leiomyosarcoma, and hemangioma
/ hemangiosarcoma. Virtual autopsy refers to the postmortem use of radiology, ultrasound and cross-sectional imaging
prior to conventional necropsy. This paper reports the detection of a rare extra-luminal urinary bladder mass diagnosed as
leiomyoma with a virtual autopsy techniques.

Case: A 16-year-old male Schnauzer had previous history of seizure and no complains related to the urinary system. The
animal was treated symptomatically to the neurological signs and responded to medical treatment. Nine weeks later from
the first visit to the hospital the dog was found dead at home. Then postmortem ultrasound and computed tomography of
the abdomen were performed. Postmortem ultrasound revealed a homogenously hypoechoic, rounded and slightly irregu-
larly marginated mass located externally but adjacent to the left cranial wall of the urinary bladder and appears to extend
from its serosal margins. Postmortem computed tomography was performed after postmortem ultrasound. A pedunculated
homogenous soft tissue attenuating mass was located at the left lateral aspect of the urinary bladder and extended cranially.
It had a stalk that connected to the left lateral wall of the urinary bladder. A partial necropsy of the abdomen was done just
to examine the mass. A round extraluminal, pedunculated mass was observed at the left lateral aspect of the urinary bladder
wall. It was pale pink on the outside and white inside, with a soft to firm consistency. The lumen and mucosal surface of
the urinary bladder was smooth and regular. The histology of the mass revealed a densely cellular neoplastic proliferation,
expansive, composed of spindle-shaped cells with moderate to large eosinophilic cytoplasm, sometimes wavy and with
indistinct edges. The nuclei were large, oval to flattened, with dense chromatin and inconspicuous nucleoli. Anisocytosis
and anisokariosis were discrete and no mitotic figures were observed. The arrangement consisted of dense, irregular and
multidirectional bundles and the stroma was scarce. The mass was histologically confirmed as leiomyoma.

Discussion: In this case, we performed postmortem ultrasound and computed tomography as part of a virtual necropsy
study and in both modalities the urinary bladder mass was able to be identified, followed by a partial necropsy to further
investigate the nature of the mass and to collect a sample to obtain the histological diagnosis. A few of the disadvantages
of the postmortem ultrasound and computed tomography specially in this case were the lack of color Doppler investigation
on ultrasound and the lack of evaluation of the patter of contrast enhancement on computed tomography. These techniques
could have added important information related to the vascularity characteristics of the mass in a live patient. This is the
first case report in veterinary medicine that describes an extra-luminal pedunculated urinary bladder leiomyoma in a canine
patient, and it is emphasized the approach by postmortem ultrasound, postmortem computed tomography and conventional
necropsy findings to reach the definitive diagnosis.

Keywords: virtual necropsy, urinary neoplasm, post mortem imaging diagnosis.
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