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tro anos em todos os momentos da minha vida, por ser meu porto seguro em momentos

dif́ıceis e um exemplo de pessoa com valores incŕıveis. Agradeço também à sua famı́lia, em
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André Gonçalves Próspero, Guilherme Martelini, Gustavo Morlin Moretto, Bruno Brenga,

Fernando Bacchim, Guilherme Giacomini e Fábio Perez.
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A proposta deste trabalho consiste na aplicação da técnica de Biosusceptometria de

Corrente Alternada (BAC) associada ao trato gastrintestinal, com o intuito de estabelecer

uma nova metodologia que possibilite estudos do efeito de doenças e alterações fisiológicas

na motilidade gastrintestinal. Foram realizados experimentos com ratos para a avaliação

dos efeitos da cirurgia de gastrectomia vertical na motilidade gastrintestinal, e, de forma

inédita, analisar o trânsito gastrintestinal regional através de imagens obtidas com o sis-

tema BAC. Além disso, este trabalho apresenta a implementação de modelos matemáticos e

computacionais para a resolução do problema inverso dos sistemas BAC mono e multi canal

para reconstruções quantitativas de distribuições 2D de nanopart́ıculas magnéticas (MNPs).

No estudo da gastrectomia vertical, avaliamos os efeitos do procedimento cirúrgico na mo-

tilidade gastrintestinal (esvaziamento gástrico, trânsito orocecal e contratilidade gástrica),

parâmetros nutricionais, morfometria e histopatologia do estômago, perfil liṕıdico e percen-

tual de gordura. O trabalho acerca do trânsito gastrintestinal regional através de imagens

é uma aplicação inédita da técnica BAC para a avaliação de parâmetros gastrintestinais em

ratos através do escaneamento de amostras, fato que permite a análise da distribuição in-

trasegmentar de traçadores magnéticos. A metodologia proposta foi validada com a técnica

de vermelho de fenol, considerada padrão ouro em ratos. Por fim, a resolução do problema

inverso para sistemas BAC contendo uma e múltiplas bobinas detectoras é aplicada para

reconstruir imagens quantitativas de fantomas contendo MNPs. As imagens quantitativas

apresentam os pixels na unidade de massa de nanopart́ıculas, possibilitando o uso da técnica

BAC em diversas aplicações biomédicas envolvendo o uso de MNPs e também para o estudo

do trato gastrintestinal. Os resultados desse trabalho demonstram a aplicação da técnica

BAC para o estudo do trato gastrintestinal através de distintas metodologias, o que propor-

cionará o desenvolvimento de trabalhos inovadores nas áreas de motilidade gastrintestinal,

engenharia biomédica e nanopart́ıculas magnéticas.

RESUMO



This work consists in the application of the Alternate Current Biosusceptometry (ACB)

technique associated with the gastrointestinal tract, aiming to establish a new tool to study

the effects of diseases and physiological alterations in gastrointestinal motility. We performed

studies to evaluate the effects of sleeve gastrectomy in gastrointestinal motility and a novel

ACB application to assess the regional gastrointestinal transit through images. Also, this

study presents the implementation of mathematical and computational models to solve the

inverse problems of the single and multi-channel ACB systems to reconstruct quantitative

images of 2D distributions of magnetic nanoparticles (MNPs). In the sleeve gastrectomy

study, we assessed the effects of the surgical procedure in gastrointestinal motility (gastric

emptying, orocecal transit, and gastric contractility), nutritional parameters, gastric morpho-

metry and histopathology, lipid profile, and adiposity index. The study regarding regional

gastrointestinal transit through images is a novel application of the ACB system to evalu-

ate gastrointestinal parameters in rats through the scanning of samples, which enables an

intrasegmental analysis of magnetic tracers. The proposed methodology was validated with

phenol red, considered the gold standard technique to assess gastrointestinal transit in rats.

We also solved the inverse problem for ACB systems containing one and multiple detection

coils to reconstruct quantitative images of phantoms containing MNPs. The quantitative

images result in pixels intensity in MNPs mass, which enables the application of the ACB

technique for several biomedical applications, and also for the study of the gastrointestinal

tract. Our results show the application of ACB to study gastrointestinal transit through

distinct methodologies, which will enable the development of future studies in the area of

gastrointestinal motility, biomedical engineering, and MNPs.

ABSTRACT
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Revisão de Literatura

A motilidade gástrica é essencial para que o processamento e o esvaziamento de refeições

ingeridas ocorram adequadamente. Em humanos, a região anatômica do fundo e do corpo

proximal do estômago atuam como reservatório, proporcionando o processo de acomodação

gástrica. Enquanto que as regiões de corpo distal e do antro proximal são responsáveis pelas

contrações fásicas, misturando os alimentos ingeridos, o antro distal e o esf́ıncter pilórico

possuem a função de triturar e filtrar os alimentos [1, 2].

A acomodação gástrica consiste em um reflexo pós-prandial que controla o tônus do

estômago, de maneira que o aumento do volume gástrico proveniente da ingestão de alimentos

não resulta em um aumento da pressão intragástrica [3]. O reflexo da acomodação possui dois

componentes: a relaxação receptiva e a relaxação adaptativa. A relaxação receptiva ocorre

alguns segundos após a ingestão do alimento, e é provocada pela estimulação orofaŕıngea

e gástrica, tendo como resultado, a relaxação do esf́ıncter esofágico inferior e do estômago

proximal. A relaxação adaptativa é um processo mais lento, o qual é iniciado pela distensão

gástrica e duodenal, além de ser modulada por macronutrientes, volume ingerido e densidade

calórica [4, 5]. O reflexo da acomodação é mediado pelo nervo vago [6] e pela ativação de

mecanorreceptores e quimiorreceptores localizados no estômago e no duodeno [7].

O esvaziamento gástrico reflete uma coordenação motora entre o fundo, corpo, antro,

piloro e o duodeno [8, 9]. Tal coordenação é regulada pela atividade elétrica do trato gas-

trintestinal (GI) através das células intersticiais de Cajal (ICCs) e do sistema nervoso entérico

[2]. As ICCs são células marcapasso localizadas em maior densidade na grande curvatura do

estômago, gerar as ondas lentas (do inglês slow waves) [10]. Os picos de atividade das ondas

lentas dão ińıcio as contrações mecânicas do estômago, de maneira que a frequência de con-

tração mecânica é modulada pela frequência das ondas lentas. Contrações gástricas iniciadas

no antro (fásicas), de aproximadamente 3 ciclos por minutos em humanos, são responsáveis

por triturar os alimentos ingeridos em part́ıculas menores (entre 2 e 3 mm), para que atin-

jam um tamanho apropriado para serem esvaziadas através do piloro e digeridas no intestino

[11]. Enquanto os ĺıquidos são esvaziados do estômago em um perfil mono exponencial, pelo

fato de depender apenas do gradiente de pressão entre estômago e duodeno, as part́ıculas
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sólidas necessitam atingir um tamanho espećıfico para que sejam esvaziadas [8]. O tempo

entre a ingestão do alimento até o ińıcio do esvaziamento gástrico de sólidos é definido como

lag-phase, o qual inclui o tempo de acomodação e o ińıcio da trituração dos alimentos [12]. A

regulação da taxa de esvaziamento gástrico é determinante para a digestão e absorção de nu-

trientes, a qual é alcançada através do intestino por uma variedade de hormônios. Enquanto

que um esvaziamento gástrico retardado pode resultar em hipoglicemia, uma condição de

hiperglicemia pode ser alcançada por um esvaziamento gástrico acelerado [1].

De maneira geral, distúrbios não apenas no funcionamento do estômago, mas da motili-

dade GI em si, como gastroparesia, dispepsia, śındrome do intestino irritável e constipação,

afetam um grande número da população mundial, resultando em impactos na qualidade de

vida e em um custo considerável para os sistemas de saúde [13]. Como resultado, a avaliação

da motilidade GI é de extrema importância tanto na cĺınica quanto em laboratórios de pes-

quisa. Atualmente existem inúmeras metodologias que possibilitam o estudo de processos

como o esvaziamento e a contratilidade gástrica [14], as quais são baseadas em prinćıpios

f́ısicos distintos para a obtenção de seus resultados, apresentando vantagens e desvantagens

de acordo com a aplicação proposta.

A cintilografia é a técnica considerada padrão ouro para a análise da motilidade gástrica

em humanos, possuindo protocolos bem estabelecidos para a realização de medidas de es-

vaziamento gástrico [15]. Essa técnica consiste na ingestão de uma refeição teste contendo

um radiofármaco, sendo o mais comumente utilizado o 99mTc [16]. De acordo com a instru-

mentação utilizada na cintilografia, uma ou mais gama câmaras podem ser utilizadas para

detectar a radiação proveniente do radiofármaco, de forma que a variação na quantidade de

refeição teste no estômago possa ser analisada. Além de humanos, a cintilografia também é

aplicada para a avaliação do esvaziamento gástrico em ratos [17]. Em uma medida padrão,

imagens são obtidas imediatamente após a ingestão, e 1, 2, e 4 horas após a ingestão [18]. A

avaliação do esvaziamento gástrico é realizada através da seleção de regiões de interesse nas

imagens para segmentar o estômago, obtendo-se a porcentagem de radiofármaco presente

no estômago em cada um dos tempos determinados, após a ingestão do alimento [14]. Uma

vantagem das imagens de cintilografia é a possibilidade de dividir o estômago de acordo com

sua anatomia ou funções fisiológicas, de modo que a distribuição intragástrica de alimentos,
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a acomodação fúndica e a contratilidade gástrica possam ser avaliadas de forma simultânea.

Como resultado, é posśıvel relacionar sintomas cĺınicos com distúrbios no funcionamento

do estômago [19]. Entretanto, o baixo ı́ndice de adesão aos protocolos estabelecidos para

medidas de cintilografia, principalmente em relação a composição da refeição teste, posicio-

namento de pacientes, tempo de aquisição das imagens e ausência de valores de referência,

contribuem para a dificuldade na padronização dos resultados em diferentes centros de me-

dicina nuclear. Além disso, o uso de radiação ionizante e o alto custo na implementação e

manutenção dos equipamentos limitam a aplicação da técnica, principalmente para fins de

pesquisa.

Portanto, a utilização de técnicas não invasivas para a avaliação da motilidade gástrica

mostra-se relevante. Nesse contexto, a imagem por ressonância magnética (MRI, do inglês

magnetic resonance imaging) permite a análise do esvaziamento gástrico, do volume gástrico

e da contratilidade mecânica do estômago sem o uso de radiação ionizante [20–22]. De ma-

neira análoga a cintilografia, a medida é realizada através da administração de uma refeição

teste contendo material para contraste (não radioativo), geralmente à base de gadoĺınio,

seguido por imagens repetidas em um intervalo pré-definido. O esvaziamento gástrico é

quantificado através de regiões de interesse nas imagens [23]. Para a avaliação da contrati-

lidade gástrica, as dobras no estômago provenientes das ondas de contração são analisadas

visualmente para a determinação da frequência de contração [24]. Apesar da alta qualidade

das imagens de MRI em comparação a cintilografia, ainda existem poucos estudos compa-

rativos na literatura, entretanto, a MRI possui um alto potencial para se tornar a principal

técnica para estudos envolvendo a motilidade gástrica. Atualmente, a limitação da técnica é

o alto custo para aquisição das imagens e manutenção dos equipamentos, além da necessidade

de ambiente blindado [14].

Através de caracteŕısticas intŕınsecas que proporcionam a redução de custos e complexi-

dade técnica em relação a cintilografia e a MRI, o teste respiratório com isótopos estáveis do

carbono permite a análise do esvaziamento gástrico sem o uso de radiação ionizante em hu-

manos a ratos [25, 26]. Testes respiratório utilizando isótopos do 13C misturado em refeições

sólidas ou ĺıquidas foram validados com a cintilografia para medir o esvaziamento gástrico

[27, 28]. Após a ingestão e esvaziamento gástrico da refeição teste, o isótopo estável (e.g.,
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13C-ácido octanoico), é absorvido no intestino e metabolizado, formando 13CO2 , o qual é

expelido pelo pulmão durante a respiração. A diferença entre razão dos isótopos 13CO2 e

14CO2 detectado são utilizados para estimar a taxa de esvaziamento gástrico [29]. As princi-

pais vantagens da técnica consistem na ausência de radiação ionizante, não dependência de

operadores experientes para realização das medidas, além de sua versatilidade, uma vez que

amostras podem ser transportadas para análises em outros laboratórios. Entretanto, as me-

didas de esvaziamento gástrico podem apresentar baixa acurácia em pacientes com doenças

envolvendo o trato GI, pâncreas, f́ıgado e o sistema respiratório, uma vez que os resultados

dependem da metabolização do isótopo estável [14], e portanto, resultam em uma medida

indireta do processo de esvaziamento gástrico.

Outra vertente para estudos envolvendo a motilidade GI é o uso de cápsulas de motilidade

wireless, uma cápsula indigest́ıvel capaz de medir o pH, pressão e temperatura através de

um sensor wireless, na medida que a cápsula é transportada ao longo do trato GI [30].

Nessa técnica, o tempo de esvaziamento gástrico é detectado através da variação abrupta

de pH entre o estômago e duodeno. Além disso, os perfis de pressão permitem avaliar a

motilidade do estômago, intestino delgado e cólon [31]. Estudos de validação demonstraram

uma correlação satisfatória com medidas de cintilografia para o esvaziamento gástrico [32].

Uma vez que, a cápsula age como um alimento indigest́ıvel, não é posśıvel analisar a dinâmica

do esvaziamento gástrico, impossibilitando a realização de estudos envolvendo doenças que

alteram a distribuição intragástrica de alimentos [15].

Com exceção do teste respiratório com isótopos estáveis do carbono, as técnicas citadas

possuem limitações em relação a aplicação para experimentação animal, como o alto custo

e necessidade de ambientes espećıficos para realização das medidas. No caso de estudos pré-

cĺınicos, envolvendo ratos e camundongos, marcadores não absorv́ıveis, como o vermelho de

fenol e o carvão ativado são as técnicas mais indicadas. Para tal, os marcadores são mistura-

dos em uma refeição teste, e após um tempo pré-determinado, os animais são eutanasiados

para a quantificação do marcador em diversos segmentos do trato GI. Na técnica do verme-

lho de fenol, considerada padrão ouro para estudos envolvendo o trânsito GI em animais, o

trato GI é dividido em vários segmentos distintos, os quais são processados e a quantidade

do marcador em cada segmento é quantificada através da espectroscopia ultravioleta [33, 34].
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A técnica do carvão ativado é amplamente utilizada para análise do esvaziamento gástrico e

trânsito intestinal. A medida consiste em administrar uma refeição ĺıquida contendo o mar-

cador, seguido pela eutanásia do animal, de modo que a distância percorrida pelo marcador

no intestino é analisada visualmente [35, 36]. Entretanto, ambas as técnicas apresentam alto

ı́ndice de invasividade, resultando no aumento do número de animais necessários para os

estudos, além de inviabilizar medidas repetidas.

Embora técnicas como a cintilografia, MRI e cápsula de motilidade permitirem a ava-

liação da contratilidade gástrica, denominadas contrações fásicas, a análise do perfil de con-

tração elétrica (ondas lentas) é essencial para se obter uma avaliação completa da motilidade

gástrica. A eletrogastrografia cutânea (EGG) é a técnica padrão para tal análise, e consiste

na fixação de eletrodos na região do estômago para a aquisição do sinal elétrico proveni-

ente das ondas lentas em humanos a animais [37, 38]. O EGG permite a quantificação

da frequência dominante e do perfil elétrico contrátil do estômago de maneira indireta, de-

tectando posśıveis arritmias e irregularidades do perfil elétrico [8]. Utilizando-se o EGG,

disritmias da contração gástrica e alterações na amplitude de contração foram detectadas

em pacientes com diabetes e diversos sintomas GI, como vômito, enjoo e náusea [16]. De

maneira geral, anormalidades no perfil de sinal do EGG estão presentes em até 75% de

pacientes com gastroparesia [37]. Avanços na instrumentação do EGG resultaram no desen-

volvimento da técnica de mapeamento elétrico de alta resolução (do inglês high-resolution

electrical mapping). A técnica consiste no uso simultâneo de diferentes canais para detecção,

podendo conter até 192 eletrodos distintos para mapear o sinal elétrico em uma área de

até 12 cm2 [39]. Tal técnica já foi aplicada para o estudo de pacientes com gastroparesia e

submetidos a cirurgias bariátricas [40, 41]. Entretanto, a técnica de mapeamento elétrico de

alta resolução é utilizada somente na sala de cirurgia, uma vez que os eletrodos são posicio-

nados diretamente sob o órgão, fato que limita sua utilização [39]. A técnica do EGG pode

ser considerada como complementar a avaliação do esvaziamento gástrico em pacientes com

sintomas no trato GI, entretanto, sua utilização é limitada devido a uma baixa relação sinal

rúıdo, presença de artefatos de movimento e dificuldades na interpretação dos dados [14].

Neste contexto, a biosusceptometria de corrente alternada (BAC) apresenta-se como uma

técnica alternativa para a avaliação da motilidade GI. Os prinćıpios f́ısicos de funciona-
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mento são descritos pela lei de indução de Faraday, e em relação as técnicas citadas, a BAC

possui vantagens como a ausência de radiação ionizante, portabilidade, baixo custo e não-

invasividade. O sensor BAC é composto por dois pares de bobinas coaxiais separados por

uma distância fixa (linha de base), de modo que cada par consiste em uma bobina de indução

(externas) e outra de detecção (internas). O par de bobinas mais próximo da amostra é atua

como sistema de medida, enquanto que o par mais distante atua como sistema de referência.

Amplificadores lock-in e de potência são utilizados para gerar uma tensão alternada com

fase e frequência espećıfica, a qual é aplicada nas bobinas de indução para gerar um campo

magnético alternado, que é detectado em tempo real pelas bobinas de detecção. No sensor

BAC, as bobinas de detecção são conectadas em configuração gradiométrica de primeira or-

dem, ou seja, o sinal detectado no sistema de referência é subtráıdo do sinal registrado no

sistema de medida, de modo que o rúıdo ambiental seja reduzido. A presença de materiais

com uma alta susceptibilidade magnética próximo ao sistema de medida resulta em um des-

balanceamento no fluxo magnético total do sistema, gerando um sinal elétrico nas bobinas

de detecção que é registrado pelo amplificador lock-in. O sinal analógico é convertido em

sinal digital através de uma placa A/D, e os sinais são armazenados em computador para

processamento e análise. A figura 1 demonstra os componentes que constituem o sistema

BAC.

No sistema BAC, a intensidade de sinal obtida é proporcional à quantidade de material

magnético e inversamente proporcional à distância entre o sensor e o material magnético.

A proporcionalidade entre a quantidade de material magnético e a intensidade de sinal

permite a determinação do trânsito de traçadores magnéticos em diversos segmentos do

trato GI, como estômago, intestino e ceco. Além disso, a atividade contrátil dos segmentos

GI é ŕıtmica, com ciclos de contração e relaxamento ao longo do tempo, de modo que

movimentos da parede de determinados segmentos (e.g., estômago e cólon), gerados por

contrações musculares, alteram a distância entre o sensor e o material magnético, promovendo

modulações no sinal registrado pelo sistema BAC. Tais caracteŕısticas do sistema viabilizam

medidas do trânsito GI e da contratilidade de órgãos do trato GI in vivo em humanos e

animais.

Diversos estudos utilizaram a técnica BAC para a avaliação de parâmetros envolvendo o
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Figura 1. Componentes do sistema BAC. O amplificador lock-in e de potência aplicam uma

tensão alternada nas bobinas de excitação (preto). A presença de materiais magnéticos gera

um sinal elétrico, o qual é detectado pelas bobinas de detecção (cinza). O sinal é convertido

através de uma placa A/D e armazenado em computador.

trato GI em humanos e animais, como o esvaziamento gástrico e trânsito intestinal [42–44],

contratilidade gástrica e colônica [45–47], além de efeitos causados por patologias ou inter-

venções cirúrgicas em tais parâmetros [48, 49]. Além de aplicações envolvendo a motilidade

GI, a BAC é amplamente utilizada para estudos farmacotécnicos [50, 51], apresentando-se

como uma metodologia alternativa para a análise de farmacomagnetografia [52]. Em estu-

dos envolvendo a motilidade GI e farmacotécnica, micropart́ıculas de ferrita de manganês

(MnFe2O4 - 50 a 100 µm) não absorv́ıveis e inertes em qualquer pH são utilizadas como

marcadores ou traçadores magnéticos. Entretanto, Quini et al. [43] propôs a utilização de

nanopart́ıculas magnéticas (MNPs, do inglês magnetic nanoparticles) para estudar a mo-

tilidade GI de refeições ĺıquidas. Como resultado, a técnica BAC vem sendo atualmente

utilizada em estudos envolvendo a detecção de MNPs in vivo [53–56]. Recentemente, a

técnica BAC foi aplicada de forma inédita para mapear a biodistribuição de MNPs em ratos

através de imagens [57], possibilitando uma nova abordagem para estudos em animais.
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Embora diversas aplicações da técnica BAC envolvam a aquisição de imagens para estudos

de farmacotécnica em humanos [46, 51, 52], ainda não há relatos da utilização de imagens

BAC para a avaliação da motilidade GI em animais. Até o momento, as imagens obtidas

consistiam em projeções bidimensionais da intensidade do sinal adquirido, ou seja, as imagens

apresentam intensidade de pixels correspondentes a valores de tensão, o que não possibilita

a quantificação, de modo que os pixels da imagem possuam unidade de massa de do material

magnético utilizado. Para tanto, é necessário o desenvolvimento de modelos matemáticos

para aprimorar a BAC, viabilizando a reconstrução quantitativa de materiais magnéticos.

Desta forma, a presente tese de doutorado engloba a aplicação da BAC para a avaliação

de parâmetros da motilidade GI em ratos, além da implementação de modelos matemáticos

e computacionais para a obtenção de imagens quantitativas visando aplicações futuras na

área de gastroenterologia. Primeiramente será apresentada a utilização da BAC no estudo

dos efeitos causados pela cirurgia bariátrica chamada gastrectomia vertical na motilidade

GI de ratos como um todo. A gastrectomia vertical é atualmente a cirurgia bariátrica mais

realizada no mundo, e seus impactos na motilidade GI possuem relevância, uma vez que a

anatomia do estômago é alterada de forma significativa. Além disso, estudamos de maneira

inédita o trânsito GI regional ex vivo em ratos através de imagens (não quantitativas) obtidas

com a técnica BAC. Os dados foram comparados com a técnica padrão ouro, o vermelho

de fenol, demonstrando resultados satisfatórios e apresentando diversas vantagens, como a

possibilidade de visualizar a distribuição de alimentos dentro de um segmento. Por último,

o terceiro caṕıtulo apresenta a obtenção de imagens quantitativas BAC utilizando MNPs

como material magnético, além de comparar dois sistemas BAC distintos. Os resultados

apresentados aqui demonstram o atual estado da arte da BAC para estudos envolvendo a

gastroenterologia em ratos, o qual contempla novas aplicações para metodologias já utilizadas

em nosso laboratório, além de propor a implementação de novas metodologias e desenvolve-

las para aplicações futuras.
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