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RESUMO

Introdugio: Estudos experimentais tém demonstrado que ultra-som terapéutico (UST) de baixa freqiiéncia e microbolhas
(MB) podem ser utilizados para dissolver trombos intravasculares. Recentemente, novas modalidades de imagem de ultra-som
diagnéstico (USD) que utilizam baixo indice mecinico foram desenvolvidas e permitem a detec¢io de pequenas quantidades
de MB, sem causar sua destruigio. Assim, a monitoragio das MB dentro do trombo com USD tem o potencial de otimizar o
processo de trombdlise com UST. Objetivo: Estudar o valor do UST+ MB na recanalizagio de trombos arteriais e o papel do
USD na otimizagio do tratamento em modelo experimental. Métodos: Em modelo canino de trombose de enxerto arteriove-
noso agudo, foram aplicados trés tipos randomizados de tratamento: MB injetadas por via endovenosa com aplicagio de UST
(1 MHz) guiada pelo USD para determinar o0 momento de maior concentragio de MB no trombo (n=12), MB injetadas por
via endovenosa com aplicagio de UST nio guiada (n=6), e aplicagio de UST sem MB (controle, n=6). O sucesso do trata-
mento foi definido como fluxo escore 3 no enxerto pela angiografia. Resultados: Sucesso do tratamento foi maior no grupo
MB+UST+USD que nos demais grupos (p<0,01). A recanalizagio angiografica dos trombos ocorreu em 17% no grupo contro-
le, 33% no grupo MB+UST sem USD, e 92% no grupo MB+UST+USD ao final dos 45 minutos de tratamento. Conclusio:
UST+MB parece ser efetivo para dissolver trombos, quando a visibilizacao de MB no trombo é guiada com USD. Este método
pode ser uma alternativa ao uso de trombolitico sistémico para tratamento de trombose intravascular.

Descritores: Microbolhas; Ultra-som terapéutico; Terapia trombolitica.

SUMMARY

Background: It has been demonstrated by experimental studies that low-frequency therapeutic ultrasound (TUS) and mi-
crobubbles (MB) are able to recanalize intravascular thrombi. The recent development of low-mechanical index techniques
which are sensitive enough to image even small number of MB with minimal destruction offers the potential for detecting and
quantifying MB within the thrombus. Objective: In this study we sought to determine the effectiveness of diagnostic ultra-
sound (DUS) guidance in improving the effectiveness of TUS and MB for the treatment of deeply located acute intravascular
thrombi using an experimental model. Methods: In a canine arteriovenous graft occluded by thrombus, three group of treat-
ments were randomized: intravenous MB and TUS (1 MHz) applied when simultaneous DUS indicated a sustained presence of
MB (n=12), intravenous MB and TUS applied intermittently without the guidance of DUS (n=6), and intravenous saline and
TUS applied intermittently (control group, n=6). Success was defined as return of rapid flow within the graft (grade 3 flow by
angiography). Results: Success was higher in the group who received MB+TUS+DUS than the other groups (p<0.01). Angi-
ographic clearance of thrombus and restoration of grade 3 flow at 45 minutes of treatment were seen in 17% of grafts in control
group, 33% in the group who received MB+TUS without guidance, and 92% in the group who received MB+TUS+DUS.
Conclusion: The use of TUS with intravenous MB seems effective for dissolving intravascular thrombi when performed with
DUS guidance. This may be an alternative method for the treatment of deep venous thromboses.

Descriptos: Microbubbles; Therapeutic Ultrasound; Thrombolytic Therapy.
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Introducao

A abrupta formacio de trombo intravascular é
o mecanismo fisiopatolégico de uma série de qua-
dros clinicamente importantes, como as sindro-
mes corondrias agudas, acidente vascular cerebral,
e trombose venosa profunda. Embora a terapia
trombolitica ou recanalizagao mecinica sao atual-
mente utilizadas para tratamento destas condigoes,
sua eficdcia, disponibilidade e seguranga ainda nao
sao ideais. Portanto, novas abordagens terapéuticas
para o tratamento nio invasivo de vasos trombosa-
dos podem ser de grande valor.

J4 foi demonstrado que ultra-som terapéutico
(UST) de baixa freqiiéncia (IMHz) e microbolhas
(MB) sdo capazes de recanalizar trombos intravas-
culares”?. Embora o mecanismo exato da dissolu-
¢ao ainda seja desconhecido, este parece estar rela-
cionado a aceleracao axial de fluidos decorrente da
ruptura de microbolhas . Um ponto que limita a
aplicagdo deste tratamento na prética clinica é que
a efetividade do UST e MB ¢ reduzida na presenca
de condigbes de atenuacio’. Recentemente, técni-
cas de ultra-som diagnéstico (USD) que utilizam
baixa energia ultra-sonica tém sido desenvolvidas,
e permitem a detec¢ao de pequeno nimero de MB
dentro dos vasos sem causar sua destruicao. Esta
técnica possui o potencial para detectar e quanti-
ficar MB dentro do trombo. O objetivo deste es-
tudo foi determinar o valor do USD para otimizar
o tratamento de trombo intravascular utilizando

UST e MB.

Método
Preparacao Animal

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Uso
de Animais da Universidade de Nebraska. Um cio
pesando 27 Kg foi submetido a implante cirdrgico
de enxerto arteriovenoso sob anestesia geral usan-
do acepromazine 0,5 mg/kg intramuscular seguido
de isoflurano 1,2-3,0%. Um enxerto de hemodi-
dlise de 6 mm de didmetro e 25 cm de extensio
(Gore-Tex; W.L. Gore & Associates, Flagstaft, AZ)
foi implantado entre a artéria femoral e veia femo-
ral bilateralmente, em forma de alga. Apés 4 sema-
nas do implante, repetidos processos de trombose
foram induzidos no mesmo enxerto (total de 24
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oclusées). Para isto, o cio era anestesiado uma vez
por semana, a pele sobre o enxerto era esterilizada
e uma cinula de 4-Fr era inserida por via percu-
tinea na porgio proximal do enxerto. Angiografia
usando Iohexol 300 (Ominipaque 300, Nycomed
Princeton, NJ) era realizada para caracterizar pa-
téncia do enxerto. Entdo, uma sutura dupla com
fio cirargico era feita no enxerto para produzir
trombose do mesmo. Apés um periodo médio de
4 horas, a sutura era removida e a oclusio trom-
bética confirmada pela angiografia e pelo Doppler
(Siemens Acuson Sequoia; Mountain View, CA),
como visto na (Figura 1).

Sistema de Ultra-Som Terapéutico

O UST usado neste estudo foi um sistema
comercialmente disponivel (Richmar Electronic
Corp., Downer’s Grove, IL), com transdutor de
1 MHZ. A intensidade usada foi de 10 W/cm2
no modo pulsado. Para reproduzir as condicoes de
atenuagio de ultra-som, geralmente encontradas
na prética clinica, uma prétese mimetizando o te-
cido humano de 6 cm de espessura confeccionada
pela Computerized Imaging Reference Systems,
Inc (Norfolk, VA) foi colocada sobre o local do en-
xerto. Esta prétese atenua o ultra-som numa taxa
de 0,49 dB/cm/MHZ’.

Sistema de Ultra-Som Diagndstico

A avaliagao do trinsito de MB dentro do enxer-
to arteriovenoso trombosado foi realizada utilizan-
do-se um transdutor linear de 7 MHz equipado
com modalidade de imagem com baixo indice me-
canico (Siemens Acuson Sequoia; Mountain View,
CA). O indice mecanico utilizado foi de 0,2. O
transdutor do USD foi posicionado sobre a pele na
por¢ao média do enxerto, e perpendicular ao UST,
para monitorar a presenca ¢ localizagdo das MB no
enxerto ocluido. Quando as MB atingiam o en-
xerto, o UST foi aplicado para destrui-las, e apds
esta destrui¢do, aguardava-se o repreenchimento
do enxerto pelas MB para nova aplicagio.

Infusao de MB
As MB utilizadas neste estudo foram MB de li-
pideo (MRX-815, ImaRx Therapeutics, Inc.; Tuc-
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Figura 1 Angiograma do enxerto arteriovenoso utilizado no modelo experimental. Antes da ligacio o enxerto era testado pela angiografia, mostrando
preenchimento total pelo contraste em suas porgies proximal, média e distal (painel superior). Apds a ligagdo (painel inferior) ocorria formagio de trombo
com auséncia de fluxo no enxerto e aciimulo de contraste somente no local da injecio (ponta da cinula de injecio).

son, AZ), injetadas por via endovenosa de forma
continua. O tamanho médio das MB foi de 1,0
+ 0,1 microns e a concentracio foi de 1,5-3,0 x
10'/ml. A infusao foi preparada diluindo-se 2 ml
de MRX815 em 100 ml de solugao salina, e admi-
nistrada na taxa de 1,8 ml/min por 45 minutos.

Protocolo de Estudo

Apés a confirmagio da oclusio, um dos trés
tratamentos eram randomizados: MB por via en-
dovenosa com aplica¢ao de UST guiada pelo USD
(grupo MB+UST+USD) , MB por via endovenosa
com aplica¢io de UST nao guiada por USD (gru-
po MB+UST), e salina por via endovenosa com
aplicagdo de UST nao guiada por USD (UST so-
mente). Todos os tratamentos foram realizados
durante 45 minutos. Angiografias para verificar a
paténcia do enxerto foram repetidas com 6, 12, 20,
25, 30, 40 e 45 minutos de tratamento. Escores
24

de fluxo foram utilizados para caracterizar sucesso
angiografico dos tratamentos. A auséncia de fluxo
visivel foi caracterizada como fluxo 0 (zero). Fluxo
além do local do trombo, porém sem preencher
completamente o enxerto com desaparecimento
lento do contraste, foi caracterizado como fluxo
1; fluxo além do local do trombo que completava
completamente o enxerto porém com desapareci-
mento lento do contraste, foi caracterizado como
fluxo 2; e fluxo completando todo o enxerto com
riapido desaparecimento do contraste foi caracteri-
zado como fluxo 3"%°. O sucesso do tratamento foi
definido como fluxo 3 no enxerto. Um escore de
paténcia também foi dado para as porg¢ées proxi-
mal, média e distal do enxerto, sendo considerado
escore 0 quando nio havia evidéncia de enchimen-
to angiografico do enxerto pelo contraste, escore 1
quando havia menos de 30% de enchimento do
ldmen, escore 2 quando havia enchimento de 31 a
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70% do limen, escore 3 quando havia enchimen-
to de 71 a 90% do limen e, finalmente, escore
4 quando havia mais de 90% de enchimento do
lamen.

Ao final do procedimento, qualquer trombose
residual no enxerto foi removida manualmente
com massagem ou mecanicamente com dilatac¢io
por balao, sendo que o enxerto nio foi usado no-
vamente por um periodo minimo de 3 dias.

Analise Estatistica

Dados quantitativos foram expressos como mé-
dia + desvio padrao. O teste de Mann-Whitney foi
usado para comparar os escores de fluxo entre os
grupos estudados. O teste qui-quadrado foi usa-
do para comparar as diferencas de proporgoes de
enxertos que atingiram escore 3 aos 20, 30 e 45
minutos de tratamento. P < 0,05 foi considerado

estatisticamente signiﬁcante.

Resultados

Vinte e quatro oclusées agudas foram estuda-
das, 12 receberam MB + UST + USD, 6 recebe-
ram MB + UST e 6 receberam somente UST. A
duracio média da oclusio do enxerto antes de ini-
ciar o tratamento foi de 4,4 + 0,5 horas.

Terapia com UST guiada pelo USD

A avaliagio com USD permitiu detectar MB
dentro do enxerto em tempo-real, sendo que MB
puderam ser visibilizadas formando pequenos ca-
nais dentro do trombo mesmo antes de qualquer
evidéncia angiografica de fluxo (Figura 2). Foi de-
tectada também alteracio na velocidade de trinsi-
to das MB durante o tratamento, de forma que o
enchimento do enxerto apéds a aplicagio do UST
era mais rdpido nas fases mais tardias do tratamen-
to. A (Figura 3) é um exemplo de mudanca no re-
preenchimento do enxerto pelas MB, em funcio
do tempo de tratamento.

Recanalizagao dos Enxertos Ocluidos

O sucesso de tratamento nos trés grupos nos
diferentes intervalos de tempo sao apresentados na
(1abela 1). A recanalizacio angiogréfica dos trom-
bos ocorreu em 17% no grupo controle, 33% no
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grupo MB+UST, € 92% no grupo MB+UST+USD
ao final dos 45 minutos de tratamento (p < 0,001
comparado com os outros dois grupos). O escore
de paténcia no final do tratamento foi maior no
grupo que recebeu MB + UST + USD que nos
demais grupos (Figura 4).

Discussao

Embora alguns estudos tenham demonstrado a
eficicia de MB e UST para recanalizar trombos in-
travasculares agudos quando o ultra-som é aplicado
diretamente sobre o vaso ocluido'?, a atenuacio do
ultra-som pode limitar a eficdcia deste tratamento
para trombos localizados mais profundamente. Es-
tudos recentes tém demonstrado que o sucesso da
terapia com MB e UST diminui de 83% para 43%
(p < 0,05) quando uma prétese que mimetiza as
condicoes de atenuacio do tecido humano ¢ utili-
zada entre o UST e o vaso trombosado’.

No presente estudo, nés demonstramos que a
visibilizagao simultinea das MB com USD pode
ser utilizada para melhorar a eficicia da trombdlise
com UST e MB, mesmo na presenca de condi-
¢oes de atenuagdo. Nossos principais achados sio
que as MB podem ser vistas transitando através de
pequenos canais dentro do trombo antes de qual-
quer evidéncia angiogréfica de fluxo. Segundo, a
visibilizacido de MB com USD como indicador de
quando aplicar o UST resulta em recanalizacio
mais rdpida e eficaz do enxerto.

As oscilagdes nao-lineares das MB induzidas
pelo ultra-som podem causar aceleragao axial de
fluido, resultando em formagoes de microjatos e
gradientes de alta velocidade na superficie do trom-
bo*. Estudos in vitro demonstraram que estes jatos
penetram no trombo e levam a sua fragmentagao®.
Para que este efeito seja mais efetivo, é necessdrio
que as MB estejam presentes dentro do vaso oclu-
ido, levando a desestabilizacao da infraestrutura
do trombo. O rdpido crescimento e colapso das
MB dentro do trombo pode gerar perfuragoes no
mesmo que levam a sua dissolugao por um efeito
mecanico.

Culp e colaboradores demonstraram a eficicia
de MB e UST para dissolver trombos em enxertos
arteriovenosos em modelo animal, usando injegoes
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6-12min

Figura 2 Imagem obtida com ultra-som diagndstico utilizando baixo indice mecinico demonstrando a presenca de microbolbas dentro do enxerto
Jformando pequenos canais (painel A, setas) mesmo quando o enxerto encontrava-se totalmente ocluido pela angiografia (painel B).

15 min

Antes UST

Durante UST

Apés UST

1 min de espera 3 min de espera

Figura 3 . Seqiiéncia de imagens obtidas com ultra-som diagndstico do enxerto arteriovenoso antes da aplicacio do ultra-som terapéutico (UST), durante
sua aplicagio, e apds a sua aplicacido demonstrando o repreenchimento do enxerto pelas microbolhas. Note que durante a aplicagio ocorre a presenga de
linhas verticais na imagem devido a interferéncia pelo UST. Aos 15 minutos de tratamento (painel superior) o repreenchimento pelas microbolbas ocorre

mais lentamente que aos 30 minutos (painel inferior).
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Figura 4 Escore de paténcia ao final dos 45 minutos de tratamento
obtido pela andlise do enchimento do himen pelo contraste angiogrdfico
nas por¢oes proximal, média e distal do enxerto angiogrdfico nos trés gru-
pos randomizados. MB = microbolbas; USD = ultra-som diagnéstico;
UST= ultra-som terapéutico.

de microbolhas de albumina diretamente no inte-
rior do trombo!. Entretanto, as mesmas doses de
MB injetadas por via endovenosa periférica atin-
giram taxa de sucesso em torno de 40%. Uma vez
que o ultra-som foi aplicado em curtos intervalos

26

Tempode  MB + UST MB UsT
tratamento + USD + UST somente
20 minutos 33% 0% 0%
30 minutos 58%%* 0% 0%
45 minutos 92%%* 33% 17%

Tabela 1 Taxa de sucesso com os diferentes tipos de tratamento
* p<0,05 comparado com os demais grupos

diretamente sobre o enxerto, uma grande quanti-
dade de MB pode ter sido destruida antes mesmo
de atingir o interior do trombo. Portanto, a taxa
de sucesso foi a mesma observada em nosso estudo
usando UST e MB sem a orientagdo de aplicagao
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pelo USD. A visibiliza¢ao do trinsito de MB den-
tro do trombo com uma modalidade de imagem
altamente sensivel para detectar mesmo pequenas
quantidades de MB dentro do vaso permitiu um
melhor entendimento do tempo necessirio para
aplicagdo do UST durante o tratamento. Quando
limitamos a aplicagao do UST apenas quando o
USD demonstra miximo enchimento do enxerto
pelas MB, otimizamos o efeito mecanico e atin-
gimos taxa de recanalizagao semelhante ao obtido
com aplicagio direta de MB dentro do enxerto,
mesmo em condicoes de atenuacio.

Limitagoes do Estudo

Embora o indice mecanico utilizado para a re-
alizagao das imagens com USD tenha sido muito
baixo (0,2) nao podemos eliminar a possibilidade
de efeitos de insonacio na melhora da dissolucao
de trombo no grupo que recebeu MB + UST +
USD. Nao se espera que o efeito de oscila¢io indu-
zido pelo transdutor de 7 MHz produza dissolu-
¢ao de trombo, porém, este efeito nio foi medido
e nao pode ser descartado completamente.

A avaliagao simultinea com USD e UST torna-
se dificil uma vez que utilizamos dois transdutores
diferentes. O futuro desenvolvimento de trans-
dutores combinando ambas as tecnologias tem o
potencial de facilitar o conceito de terapia ultra-
sonica guiada pela diagnéstica.

Conclusdes

No presente estudo demonstramos que a taxa de
sucesso de UST e MB injetadas por via endoveno-
sa, mesmo na presenca de condicoes de atenuagio,
pode ser otimizada com a utilizagao de USD para
guiar a aplicagdo. O tratamento dos enxertos com
MB e UST guiado pelo USD atingiu taxa de reca-
nalizagao de 92%, e tem o potencial de ser usado
em protocolos clinicos para tratamento de oclusio
arterial e trombose venosa profunda.
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