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Resumo

A osteoporose é uma doenca do esqueleto caracterizada por baixa massa
Ossea e deterioracdo da arquitetura do tecido com conseqiente aumento da
fragilidade e susceptibilidade a fratura. O osso trabecular possui maior superficie e
metabolismo (formacao e reabsor¢cao) mais rapido que o osso cortical. A incidéncia de
fraturas causada pela osteoporose € maior nas vértebras lombares, na extremidade
distal do radio / ulna e na cabeca femoral. A massa 6ssea explica no maximo 65% da
variagao na resisténcia dssea. A forma e distribuicdo do tecido trabecular no espacgo
3D (arquitetura Ossea) sado responsaveis por cerca de 30 a 50% da resisténcia
mecanica do 0sso. A arquitetura, quando quantificada através da anisotropia do tecido
(fabric), e incorporada na analise da resisténcia dssea, eleva o entendimento dessa
variagcdo. O objetivo desta investigacao foi aprender os conceitos béasicos sobre as
técnicas de monitoramento da qualidade 6ssea e determinar os indices morfométricos
de amostras de osso trabecular bovino utilizando um microtomdégrafo por raio-X de
bancada de alta resolugéo.

Palavras chave: Osteoporose, arquitetura &ssea, anisotropia, osso trabecular.
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Abstract

Osteoporosis is a bone disease that affects all the skeleton. It is characterized
by low bone mass and deterioration of the architecture of the tissue with consequent
increase of the fragility and chance of succeeding fractures. The trabecular bone has a
greater surface and faster metabolism (formation and resorption) than the cortical
bone. The incidence of fractures caused by osteoporosis is bigger in the lumbar
vertebrae, the distal extremity of the radius/ulna and in the femoral head. The bone
mass explains about 65% of the variation in the bone strength. The shape and
distribution of the trabecular tissue in the 3D space (bone architecture) are responsible
for about 30 to 50% of the mechanics strength of the bone. The architecture, when
quantified through the anisotropy of the tissue (fabric), and incorporated in the analysis
of the bone strength improves the understanding of that variation. The aim of this
investigation was to learn the basic concepts about the assessment of bone quality as
well as to carry out morphometric measurements of bovine trabecular bone samples

using a portable and high resolution x-ray microtomograph.

Key words: Osteoporosis, trabecular tissue, anisotropy, bone architecture.
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1. Introducao

1.1 Tecido Osseo

7

A osteoporose é uma doenca do esqueleto caracterizada por baixa massa
Ossea e deterioragdo da arquitetura do tecido 6ésseo com conseqliente aumento da
fragilidade e susceptibilidade a fratura. Na osteoporose ha um comprometimento da
resisténcia mecéanica 6ssea. A sua ocorréncia € mais comum em mulheres apds a

menopausa e em pessoas com idade mais avangada.

O esqueleto é responsavel pela sustentacdo do corpo, protecao de érgaos,
producao de células vermelhas e brancas do sangue e armazenamento de minerais.
Ele deve resistir aos carregamentos externos, tais como o préprio peso do corpo e 0s
esforgos dindmicos. O entendimento da influéncia da estrutura nas propriedades
mecanicas do 0sso trabecular proporciona o desenvolvimento de técnicas de
monitoramento da qualidade 6ssea, com impacto no tratamento de doengas como a
osteoporose.

O osso é um material compdsito constituido de componentes organicos e
inorganicos. A matriz orgénica é constituida basicamente de colageno (95%) e de
outras proteinas ndo colagenosas (glicoproteinas, fésforoproteinas, préteolipideos e
mucopolisacarides). A matriz mineral consiste essencialmente de hidroxiapatita
(Cayo(PQO4)s(OH)2 , 95%). Esta substancia é inicialmente depositada na matriz organica
como fosfato de calcio, mas depois se transforma em cristais de apatita.

A arquitetura do tecido 6sseo varia com a regidao do esqueleto, podendo ser
esponjosa, denominada o0sso trabecular, ou compacta, denominada osso cortical. O
0sso trabecular possui microestrutura porosa com elevada area superficial. A estrutura
porosa é composta de trabéculas cujo formato varia entre bastonetes e placas ",
conforme mostrado na Fig. 1.1. A fig. 1.2 ilustra a aparéncia do osso trabecular normal
e osteoporético no colo do fémur e vértebras da coluna lombar. O osso trabecular é
predominantemente encontrado nas extremidades dos ossos longos protegido por
uma camada de osso cortical. E também encontrado na estrutura interna de outros

0SS0S, tais como o calcaneo, o cranio, a pélvis e as vértebras da coluna vertebral.



(b)

Figura 1.1 - Estrutura do osso trabecular do calcAneo humano com predominincia de bastonetes
(a) e placas (b) (Hildebrant et al., 1999)

Figura 1.2 - Colo do fémur com osso trabecular normal (A) e osteoporético (B) ; vértebra lombar
com osso trabecular normal (C) e osteoporético (D) 2

A orientacao das trabéculas ésseas em uma amostra de o0sso trabecular varia
de acordo com a diregdo ¥, conforme mostrado na Fig 1.3. Observa-se que no plano
zy ha uma orientacao preferencial das trabéculas e que nos planos xy e zx ndo ha
orientacao preferencial.

Figura 1.Erro! Nenhum texto com o estilo especificado foi encontrado no documento.3 - Imagem 3D e
secoes transversais de uma
amostra de osso trabecular



1.2 Qualidade Ossea

A resisténcia mecanica do osso trabecular foi relacionada & sua densidade ..
Apesar das medidas de densidade freqlentemente levarem a estimativas razoaveis
das propriedades mecanicas, elas nao explicam certas variagdes observadas nestas
propriedades, nem dao conta das organizagdes microestruturais de um 0sso
trabecular, representando assim uma medida escalar incompleta para a previsao das
propriedades mecanicas. Goldstein et al (1993) apresenta um exemplo que ilustra este
fato. Duas amostras 6sseas com fracbes de volume (BV/TV= Volume de Tecido
Osseo/Volume) proximas entre si de 18% e 19%, respectivamente, apresentaram
propriedades mecéanicas que variaram de 30% a uma ordem de magnitude,
dependendo da direcdo analisada .

Os o0ssos com maior risco de osteoporose sao aqueles que possuem maior
quantidade de osso trabecular como as vértebras da coluna vertebral, o colo do fémur,
costelas, pulso e calcanhares.

Na clinica o método mais utilizado para o monitoramento da qualidade 6ssea
utiliza raio-X de baixa intensidade, o DEXA (Dual Energy X-ray Absorptiomery)
determina a densidade mineral 6ssea em uma determinada area (g/cm?). O resultado
€ expresso através dos parametros Z-score e T-score mostrados nas equagodes 1.1 e
1.2, respectivamente (BMD — densidade mineral 6ssea; SD - desvio padrdo; S| —

mesmo sexo e mesma idade; SJ — mesmo sexo e paciente jovem).

(BMD) ; —(BMD)
7 — score(SD) = paciente S1

(SD)s1 (1.1)
T — score(SD) = (BMD) paciente - (BMD)g,; (1.2)
(SD)sy

A qualidade 6ssea, utilizando-se a BMD, é classificada segundo o valor do T-
score: BMD normal (T-score > -1), Osteopenia (-1<T-score<-2.5) e Osteoporose (T-
score <-2.5). A figura 1.4 ilustra as regides em que sdao medidas a BMD na coluna
vertebral e na cabega femoral.
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Figura 1.4 - Medida da BMD na coluna vertebral (a) e na cabeca femoral (b)

Alguns fatores podem aumentar a probabilidade de ocorréncia de osteoporose:
a) sexo: em mulheres a osteoporose é duas vezes mais comum que em homens; b)
Idade: a BMD diminui com a idade; c¢) Etnia: caucasianos e asiaticos tém maior risco
de osteoporose que negros e hispanicos; d) predisposi¢cdo genética; €) pessoas com
menor estrutura sdo mais susceptiveis; f) Fumar; g) uso prolongado de remédios com
corticoides; h) mulheres que ja sofreram cancer de mama; i) alimentagcdo pobre em
célcio, j) falta de exercicio; k) consumo excessivo de alcool .

Outros métodos de avaliagéo do tecido 6sseo sdo utilizados ':

J Radiografia Magnificada: é uma radiografia das maos com maior
detalhamento.



J Radiogrametria: é a determinacdo da espessura cortical do metacarpo. Nao
detecta precocemente a osteoporose.

o Morfometria (MXA — Morphometric X-ray Absorptiometry): Raio-x do térax
e da coluna lombar sao analisadas e o tamanho (altura anterior, posterior medial) e
contorno dos corpos vertebrais sdo determinados por um software. Uma reducéo de
15% nesses parametros caracteriza compressao dos corpos vertebrais.

o Medidas de Parametros do Fémur Proximal: alguns parametros radiolégicos
do fémur proximal, por exemplo, o comprimento do colo do fémur, tém correlagdo com

o risco de fratura nessa regiao anatémica.

o Tomografia Computadorizada: pode ser realizado apenas com instrumentos

modernos de alta resolugdo, mas expde o paciente a maiores niveis de radiacao.

. Imagem por Ressonancia Magnética: este método ndo envolve exposicao a
radiacdo e é especialmente adaptado para o exame de medula éssea. E a maneira
ideal para se diferenciar entre uma fratura por osteoporose e a de uma devido a

metastase.

Bidpsias 0sseas da crista do iliaco podem ser utilizadas para se investigar a
estrutura trabecular analisando-se se¢des do tecido. Diversos indices sdo derivados
dessa andlise e a técnica é denominada histomorfometria 2D. indices
histomorfométricos 3D sdo obtidos de imagens 2D (reconstrugées microtomograficas)
através da medida de indices morfolégicos primarios (BS — superficie éssea
trabecular; BV — fracao de volume 6sseo trabecular; TV — volume da amostra éssea).
Esses indices sao utilizados para o calculo de indices histomorfométricos derivados
utilizando-se conceitos de estereologia e assumindo-se um modelo estrutural
trabecular constante e composto apenas de placas 6sseas. A estrutura trabecular, no
entanto, se altera devido ao envelhecimento e doencas metabdlicas. Os indices
derivados calculados sdo: Th.Th — espessura trabecular; Tb.Sp — espessura das
cavidades contendo medula éssea; Tb.N — numero de trabéculas por unidade de

comprimento.

Reconstrugdes tridimensionais permitem a medida direta dos mesmos indices

primérios e histomorfométricos. Estas medidas ndo sdo baseadas em um modelo



estrutural trabecular constante e incluem a conectividade, o grau de anisotropia e o
indice de modelo estrutural (SMI), que é uma estimativa da quantidade de placas e
bastonetes presentes na estrutura trabecular. A técnica baseada em microtomografia
tridimensional por raio-X tem sido investigada em laboratérios dos EUA e Europa para
a caracterizagcdo da qualidade Ossea trabecular visando o diagnéstico da
osteoporose!’l.

2. Objetivos

Os objetivos desta investigagao sao o aprendizado dos conceitos basicos sobre
as técnicas de monitoramento da qualidade 6ssea e a determinagdo dos indices
morfométricos de amostras de osso trabecular bovino utilizando um microtomégrafo

por raio-X de bancada de alta resolucao.

3. Microtomografia Computadorizada (uCT)

3.1Principios

Imagens tridimensionais de um objeto podem ser adquiridas para andlises
qualitativas e quantitativas da sua microestrutura pela técnica de microtomografia
computadorizada. A figura 3.1 descreve esquematicamente os principais constituintes
de um microtomaografo: a) tubo de raio-x com um foco de dimensao micrométrica e um
campo de emissao cbnico; b) mesa com movimento de precisdo rotacional e
translacional (diregdes X, Y e Z), onde é fixado o objeto a ser analisado; c) detector de
radiagdo. A figura 3.2 descreve as etapas do processo de obtengdo da imagem 3D do
objeto. As etapas de caracterizagdo compreendem:

a) obtencdo das projecdes através da rotacdo do objeto. O angulo de rotagao
determina o numero de projecées (por exemplo, se 6=1° serdo obtidas 360

projecdes). Uma média das projecoes € obtida a cada incremento angular.

b) pré-processamento e reconstrugao 2D das se¢des do objeto.
c) segmentacao das sec¢des do objeto e reconstrugcéo 3D.
d) quantificacdo da microestrutura do objeto utilizando softwares desenvolvidos

para essa finalidade.
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Figura 3.1 - Principais elementos de um microtomégrafo
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Figura 3.2 — Fluxograma da reconstrucao tomografica

As varidveis que influem na resolugdo da microtomografia estdo mostradas
figura 3.3: D, é a distancia da fonte ao objeto, D, é a distancia da fonte ao detetor de
radiacdo, H é altura do objeto, D3 é altura do objeto projetado no detetor de radiagéo,
R é a resolugao microtomografica e K é a dimenséao do pixel no detetor. O fator de
magnificagdo é M=(D;+D,/D;). A resolugédo R=K/M.



Fonte de raio-x

D,

Figura 3.3 - Magnificacio tomografica

3.2 Quantificacao da Microestrutura

A quantificacdo da microestrutura do osso trabecular pode ser realizada
utilizando-se sec¢des da amostra éssea obtidas por uCT (andlise 2D) ou o volume do
objeto a partir da reconstrugao tridimensional obtida por pCT (analise 3D) " Em ambas
as quantificagdes sao utilizados os seguintes indices primarios: a) area da superficie
0ssea da amostra (BS); b) volume ésseo da amostra (BV); c) volume total da amostra
(TV). Para se comparar amostras com diferentes dimensdes utiliza-se indices
normalizados obtendo-se BV/TV, BS/TV e BS/BV. A quantificagdo da microestrutura

envolve os parametros a seguir descritos:
3.2.1 Morfometria
Analise 2D

Os parametros histomorfométricos sao calculados assumindo-se que a amostra
Ossea possui uma microestrutura constante (composta apenas de placas ou
bastonetes) e utilizando-se técnicas de estereologia . Assumindo-se o modelo de
placas, as seguintes equacgdes sao utilizadas para determinacdo dos parametros

morfométricos [ 1%:

a) Espessura Trabecular (Tb.Th): é a espessura média das trabéculas.

Tb.Th=2/(BS/BV) (3.1)



b) Numero trabecular (Tb.N): é o numero de placas por unidade de comprimento.
Th.N = (BV/TV)/Tb.Th (3.2)

c) Espaco trabecular (Tb.Sp): é a espessura média das cavidades com medula
Ossea.
Tb.Sp = (1/TbN) — Th.Th (3.3)

Analise 3D

Imagens tridimensionais obtidas por uCT permitem a determinacao dos
parametros microestruturais no espago 3D. Estas técnicas nao se baseiam na
existéncia de nenhum modelo estrutural e sao isentas dos erros devidos ao uso destes
modelos. Os indices morfolégicos medidos no espaco 3D sado denotados por um
asterisco. O indice primario BS™ é calculado usando o método de “Marching Cubes”
que triangulariza a superficie do tecido 6sseo ['"'2. O indice BV* é calculado usando
tetraedros correspondentes ao volume relativo a superficie triangularizada '®. O indice
TV* é determinado através de uma contagem de voxels. Para comparar amostras com
tamanhos diferentes os indices normalizados BV*/TV* e BS*/TV* sao utilizados. A
superficie déssea especifica € BS*/BV*. Os seguintes conceitos sao utilizados para

determinacdo dos parametros morfométricos ©:

a) Tb.Th* (espessura trabecular): a espessura média das trabéculas é
determinada utilizando-se esferas cujo didmetro deve preencher a estrutura da
trabécula, conforme esquematizado na figura 3.4. A espessura média é calculada para
se obter Th.Th;

Figura 3.4 — Desenho esquematico do principio da determinacio de
Tb.Th* pela analise 3D
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b) Tb.Sp* (espago trabecular): é a espessura média das cavidades que contém
medula éssea. Utiliza-se o0 mesmo principio da determinagdo de Tb.Th. nos voxels que

contém a medula éssea.

f) Tb.N* (ndmero trabecular): é o inverso da distancia entre os eixos médios das
trabéculas 6sseas (fig. 3.5).

LATHhINE o

T

Figura 3.5 — Desenho esquematico do principio da determinacéo
de Tb.N* pela analise 3D

3.2.2 Conectividade

O parametro Euler-Poincare ou “numero de Euler” é um indicador de
conectividade de uma estrutura 3D!"*"*. A conectividade é definida como uma medida
do grau que uma estrutura esta multiplamente conectada, isto €, 0 nimero maximo de
conexfes que podem ser rompidas antes que a estrutura seja separada em duas

partes. O numero de Euler (y) para uma estrutura 3D é determinado pela equacéao 3.5:

x=5,-B -5 (3.5)

B, € 0 nimero de partes ésseas nao conectadas, (1 é a conectividade e (2 é o
nuamero de cavidades com medula 6ssea totalmente circundadas por osso. O 0sso
trabecular € uma estrutura totalmente conectada ((0 = 1), e com nenhuma cavidade
fechada contendo medula éssea ((2 = 0). A expressao acima fica entao simplificada:

x=1-5 (3.6)

A analise de Euler é também expressa por densidade de conectividade
(Eu.Conn.D, mm™®) que é o quociente entre B; e o0 volume da amostra (TV).

Uma outra medida de conectividade denominada “fator padrdo de osso
trabecular (Tb.Pf)” foi proposta por Hahn e colaboradores em 1992. Em uma analise
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2D o parametro calcula um indice de relativa convexidade e concavidade da superficie
O0ssea considerando que concavidade indica conectividade (presenca de nés) e
convexidade indica estruturas desconectadas isoladas (trabéculas ésseas). Em 2D,
conforme equacdo 3.7, o indice Th.Pf compara area e perimetro (ou volume e
superficie na analise 3D) de um sélido binarizado antes e depois (subscrito 1 e 2,
respectivamente) de um processo de dilatacdo. Como resultado, menores valores de
Tb.Pf significam estrutura trabecular mais conectada enquanto maiores valores de

Tb.Pf significam estrutura trabecular menos desconectada.

Tb. Pf = —2—F=

1 z

3.2.3 Anisotropia

Whitehouse "® (1974) descreveu a medida da anisotropia microestrutural
utilizando uma técnica de contagem de intersecdo. Ele expressou a anisotropia
através da medida do comprimento da intersecdo média (mean intercept length, MIL).
O principio da MIL é a contagem em uma seg¢ao plana de osso trabecular do numero
de intersecbes entre uma grade de linhas paralelas e a interface trabécula / medula
6ssea (Fig. 3.6). O MIL é o comprimento médio entre duas intersecbes sendo
calculado pela razédo entre o niumero de intersecées em uma dada dire¢do da grade,
[(8), e o comprimento L total da grade. Ao construir diagramas polares com os pontos
(8, L), Whitehouse constatou que estes pontos podem ser interpolados de forma
precisa e representados por uma elipse (Fig. 3.7).

Figura 3.6 - Medicio do MIL em duas dimensoes "’
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J

Figura 3.7 - Representaciio do MIL em duas dimensdes por uma elipse "'*

A generalizagao do conceito da anisotropia estrutural para trés dimensoées gera
uma elipséide, como ilustrado na figura 3.8. A equacao geral de uma elips6ide em um
sistema de coordenadas cartesiano com eixos X, y e z € dada pela equagao 3.7:

Ax? +By2 +Cz? +2Dxy + 2Exz + 2Fyz =1 (3.7)

CBVTV = 18% 4
DA=213 % -

{anisotropic)

BVTV = 19%
DA =118
t1 (nearly isotropic)

Figura 3.8 - Representacio do MIL em trés dimensées por um elipséide "’

Seja L(6) o MIL calculado na direcdo 8 em um plano a com dire¢éo qualquer. O
plano a intercepta uma amostra 6éssea gerando uma sec¢do. Sejam ni, n, € n; as
projecoes no sistema de coordenadas x, y € z de um vetor unitario n com dire¢do 6
pertencente ao plano a, e seja um vetor com magnitude L(8) na direcdo do vetor
unitario n do plano a. As coordenadas do vetor com magnitude L(B) nos eixos X, y e z
sé&o dadas por: x= L(6) ny, y= L(8) n, e z= L(8) n3. A equagado 3.7 pode ser reescrita

como segue:

12 + Bn% + Cn% +2Dnnj +2Enin3 +2Fnpnj3 =;

An >
L® (3.8)

A equacao 3.8 pode ser reescrita como:

A D E||m

[nl np n3].D B F||np :2;
E F C|ln3| L'®
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Onde M é um tensor de segunda ordem, positivo definido, e n € um versor que
define a direcdo sobre a qual infere-se o valor de L(6). O tensor M, tensor de
anisotropia, caracteriza o arranjo geométrico da microestrutura do meio poroso. Os
autovetores de M fornecem as direcbes principais do elipséide, as quais sao as
orientacoes preferenciais das trabéculas.

Harrigan & Mann (1984) propuseram uma técnica experimental de medida de
L(B8) em uma diregéao arbitraria e do MIL em trés dimensdes. A técnica consiste em
obter elipses sobre trés planos mutuamente ortogonais da amostra, as quais sdo as
projecdes ortogonais de um elipsdide sobre estes planos. Observa-se na Fig. 3.9 que
0s eixos principais das elipses determinam as orientagdes das trabéculas.

Figura 3.9 — Elipses obtidas sobre planos mutuamente ortogonais em trés amostras de 0sso
trabecular: a) fémur distal; b) radio distal; ¢) crista do iliaco ™

O grau de anisotropia (DA) é definido conforme a equacgao 3.10, utilizando-se o

autovalor minimo e maximo da matriz M.

autovaloryy n}

DA= (1-— (3.10)

autoval org iy

3.2.4 indice de modelo estrutural (SMI)

O SMI (structure model index) indica a predominéncia de bastonetes ou placas
no osso trabecular. Este parametro € de muita importancia na osteoporose do 0sso
trabecular que é caracterizada pela transicdo da arquitetura de placas para
bastonetes. Uma estrutura apenas com placas ou bastonetes tera valores de SMI 0 e
3, respectivamente. O célculo da SMI é expresso pela equacéo 3.11 e é baseado na
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dilatacdo do modelo de voxel 3D, Sendo S a area superficial do objeto antes da
dilatagédo, S’ a diferenca na area causa por pela dilatacdo e V é o volume inicial sem
dilatagao.

Sr=V
52

SMI=6x (3.11)

3.2.5 Porosidade

A porosidade é medida na andlise 2D. Nos objetos binarizados sao
identificados espagos completamente fechados. A porosidade é a area destes espacos
expressa como percentual da area total dos objetos binarizados. Uma medida de
porosidade em 3D pode ser obtida por integracdo desta medida no volume de
interesse do objeto.

4. Material e Método

4.10btencao de Amostras Osseas Trabeculares

Seis amostras de osso trabecular foram obtidas de fémur bovino, extraido de
um animal sacrificado com quatro anos de idade, através do seguinte procedimento
executado no “Laboratério de Biomecéanica” do Instituto de Ortopedia e Traumatologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP: a) congelamento dos
fémures; b) retirada em temperatura ambiente de uma amostra cubica da regido
trabecular de um par de fémures do mesmo animal utilizando um mecanismo de
movimentagdo angular e longitudinal e uma serra circular de 1mm de espessura
(figuras 4.1 e 4.2); d) extracdo de trés amostras cilindricas com dimensao de 10mm de
raio e 20 mm de altura de cada cubo nas diregdes principais do trabeculado (fig. 4.3).
A primeira direcao foi obtida de observacao radiografica do fémur considerando-se a
diregao preferencial das trabéculas; e) manutengcao das amostras cilindricas em soro
(solugéao salina com 0.9% de NaCl) até a realizagédo da quantificagcao estrutural através

de microtomografia.



Figura 4.1 - Equipamento para retirada de amostra ciibica

Figura 4.2 - Amostra cibica extraida da regido trabecular

_‘Diregho2

Direcdo3 :
/ / / ‘-,‘_,.

=y LA
. NS
! : ! A /'I
i Ly 7 j4-—F
' | 4 -\
| s N LN ]
1 ! ,
S
[ !
."--_14

28mm g

.........

@ 10mm-——=»

Figura 4.3 — Extracio das amostras cilindricas
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4.2 Quantificacao Microestrutural

A andlise microestrutural das amostras cilindricas foi realizada no
Microtomografo 3D de bancada na EMBRAPA Instrumentacao Agropecuaria de Sao
Carlos (modelo 1172, SkyScan, Bélgica), mostrado na Fig. 4.4. A Tabela 4.1 descreve
as caracteristicas do microtomografo. O seguinte procedimento foi utilizado na

quantificagdo microestrutural:

- Cada uma das amostras cilindricas foi afixada em um template com uma
“massa de modelar” a fim de se obter um alinhamento vertical, evitar deslocamentos
durante a movimentacdo angular e manutengdo no campo visual do detector de
radiacao (camera CCD), conforme ilustrado na figura 4.5. A reconstrugcao tomografica
utiliza o algoritmo de Feldkamp .

- Foram obtidas 480 projecbes geradas e caracterizadas como imagens no
formato TIF/16bits com resolucéo de 6,7 um para cada pixel. Com esta resolucdo néao
foi possivel radiografar toda a amostra éssea, conforme fig. 4.5, obtendo-se um
arquivo de projecdes de tamanho aproximado de 4Gb e um arquivo de reconstrugao
3D de aproximadamente 32Gb (formato STL) com 936 secgbes (fig. 4.6). O uso de
uma maior resolugcdo permitiria observar toda a amostra, mas produziria um arquivo

muito grande de reconstrugéo 3D.

- Dificuldades de processamento computacional do arquivo de 32Gb resultaram
em uma escolha ainda menor do volume de interesse da amostra utilizado na analise

microestrutural (ver anexo), conforme fig. 4.7.

Figura 4.4 - Microtomoégrafo de bancada SkyScan 1172
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Tabela 4.1 - Especificacoes do Microtoméografo SkyScan 1172

Especificacoes SkyScan 1172 80kV SkySkan 1172 100kV
Nivel de detalhe 1 um para 10Mp e 2um para 1.3Mp
Tamanho do Pixel e
e 8um Spm
Magnificacao max.
Tubo selado microfocado, ventilado, vida util maior que 10000h.

Fonte de Raios-X
Tamanho do ponto < 8um @ 8W, Tamanho do ponto < 5um @ 4W,

20-80kV, 0-100upA 20-100kV, 0-250pA (10W max.)
10 Mp (4000 X 2300) CCD digital 12-bit
1.3 Mp (1280 X 1024) CCD digital 12-bit
Céamera de 10Mp: 35mm de didmetro para varredura standard e

Detector de Raios-X

Tamanho maximo do
. 68mm para varredura com offset.
objeto para . .
Céamera com 1.3 Mp: 20mm de didmetro para varredura standard e

reconstrucao
37mm para varredura com offset.
Computador para Computador com processamento paralelo e rapida reconstrugao
controle, reconstrucao volumétrica para feixe em cone
3D e analise de imagem (algoritmo de Feldkamp)
Seguranca de radiacao < 1u$v/h em qualquer ponto da superficie do equipamento
1250X690X360 / 240kg, para 100-130AC - 4A ou 220 - 240 AC - 3A/

Dimensoes / condicoes 50-60Hz (apenas scanner).

de operacao De -10°C até 50 armazenamento, de 18° até 25° em operagao, 70%

de umidade maxima (sem condensagéo).

Figura 4.5 — Exemplo de projecio da amostra dssea
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Figura 4. 6 — Secao reconstruid .
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Figura 4.7 — VOIs radiografos e reconstruidos
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5. Resultados

A fig. 5.1 ilustra o resultado da andlise 2D de uma das amostras 6sseas
utilizando-se o software CT-Analyser. A tabela 5.1 descreve os resultados das seis
amostras Osseas, nas dire¢des principais P, P, e P3;, das seguintes analises 2D:
morfometria, conectividade, anisotropia, indice de modelo estrutural e porosidade. A
Tabela 5.2 descreve os resultados da andlise 3D nas mesmas amostras.

%, i p1_6.7um al fiter_rec0500.bmp - CTAn

File View Image Projection Analysis Help

| BOEEB 40 ¥

* |15 Fiaw inoges [ @ Regions ofnterest | {3 Binaty iages| [ Processedimages |

Fil name. Zposion =
% )i 1_6.7um_al fker_rec0501 b 501 fine (3,488 )
3 [F3)dir p1_8. Purn_al fiter_rec0S00.bmp. 500 line 3481 mm] L Ll
Bl | ) dir p1_6.7um_a fer_rec0439 bmp 493 fine 3,474 mm) [E
5 [FE)dir _6.7um_al fter_rec0438 b 438 e (3487 rn)
3 dirp1_6.7ur_al fter_rect437 binp 497 e (3480 r) =
| T R A T T R G S = Aralyie B
[ @ T da S v
112 Size | @) Lengh [ 83 Permeter [ 152 Fom | (8) Orientetion | B Porosity]
T T T T T T T T
0 LY "I S N R R
Desoipion Abbreviaion Value Urit
File name i p1_6.7um_al fier_rec0500.brop
2 positon PosZ 348139 o
Humber of biects abiN 6137
Tissue aiea Th 7693043 2
Bore area B 205326 2
_ || Pacent bone area BT At 266867 %
17| Tissue perimeter TPm 3280913 mm
Bane perimeler BFm FAIUTS o
Bane perimeter / area ratin BPWBAr 18016439 i
Average obiect area AvObid 000033 2
Average obiect sie Ay ObiLs 002064 mn
Trabecularpattern factor Th.Pt 733444 tirm
Euler rumber EuN 6107
Percent porosiy Fo 048170 %
Centoid () Cidx 805525 mn
Centoid 4] Gy 700804 mn
Mament of nettia 4 Ml 624021 "4
Mament of neta ) MMil) 891195 4
Folat Moment of neria Milpolar) 1515216 4
Pradhictofnetia Piln 034488 4
Total rertation L0 8276210 :
Eccenticiy Ece 058507
Trabecularthickness (late model)  Th.Thisl) 001110 o
Trabecular separaton (plate model)  Th.Sp(pl) 040487 mn
Trabecular number (plte mode] Th.NG) 240400 1imm
Fractal dmension i 030403
Intersestion perimeter iPm 032550 o
. Fakele x
Q0% & 101/936

inhaS00 || Binary Images - Gal... ||\l Binary Images - B p1_67pm_ ! PT e @) 1148

Figura 5.1 — Resultado da analise 2D da se¢io 500 (central)



Tabela 5.1 - Analise Microestrutural 2D (6.7 pm de resolu¢ao) na secao 500
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Amostras Osseas

Parametros Abreviacao Direcoes Principais (P1, P2, P3) Unidade
Fémures Esquerdo (E) e Direito (D)
P1 (E) P1 (D) P2 (E) P2 (D) P3 (E) P3 (D)
Tissue Area T.Ar 76.99 76.94 76.79 77.82 77.72 76.08 mm?
Bone Area B.Ar 5.44 2.05 2.58 3.65 1.61 0.87 mm?
Percent Bone Area B.Ar/ T.Ar 7.06 2.67 3.36 4.69 2.07 1.15 %
Tissue Perimeter T.Pm 32.82 32.81 32.77 32.99 32.97 32.61 mm
Bone Perimeter B.Pm 726.49 | 369.92 | 393.21 546.48 | 329.10 | 198.36 mm
Trabe‘;“'ar [PV Tb.Pf 6.79 7.99 6.32 5.83 6.65 7.84 1/ mm
actor
Euler Number Eu.N 6999 6107 5036 6542 6130 4381 -
Percent Porosity Po 1.94 0.48 0.47 0.62 0.04 0.01 %
[rabsoular Tb.Th 0.01 0.01 0.01 | o0.01 0.01 0.01 mm
thickness ) : ) ’ ) : )
Irabscular Tb.Sp 019 | o041 038 | 027 | o046 | 078 mm
separation ) : ) ’ ) : )
Trabecular Number Tb.N 4.72 2.40 2.56 3.51 2.11 1.30 1/ mm




Tabela 5.2 - Analise Microestrutural 3D (6.7 pm de resolu¢ao)
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Amostras Osseas

Parametros Abreviacao Direcoes Principais (P1, P2, P3) Unidade
Fémures Esquerdo (E) e Direito (D)
Pi(€E) | 1 | P2(E) | P2D) | P3(E) | P3 (D)
Tissue Volume TV 51.44 5410 | 51.31 5199 | 51.93 | 50.83 mm?®
Bone Volume BV 3.45 1.39 1.46 2.34 0.99 0.49 mm?
FaigE B BV/TV 6.69 256 2.84 450 192 | o098 %
Volume : : : : : ’
Tissue Surface TS 175.79 | 176.81 | 17534 | 17755 | 177.34 | 173.81 mm?
Bone Surface BS 594.08 | 326.19 | 297.15 | 45551 | 270.96 | 155.26 mm?
Bone
Surface/Volume BS/BV 172.41 | 23549 | 203.79 | 19466 | 271.10 | 313.06 | 1/mm
Ratio
BO”De Surface BS/TV 11.55 6.03 5.79 8.76 5.22 3.05 1/ mm
ensity
Trabe‘;:'ggfa“em Th.Pf 23.28 84.03 56.89 4510 | 10060 | 12377 | 1/mm
Trabecular To.Th 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02 0.02 mm
thickness
Trabecular number Tb.N 2.24 0.95 1.02 1.58 0.80 0.47 1/ mm
Trabecular Tb.Sp 0.31 0.33 0.35 0.32 031 | 034 mm
separation ) ’ ) ’ ) ’ )
Degree of
Anisotropy DA 0.51 0.52 0.48 0.49 0.49 0.49 -
Eingenvalue 1 0.64 0.69 0.67 0.67 0.65 0.67 -
Eingenvalue 2 0.69 0.65 0.65 0.68 0.68 0.66 -
Eingenvalue 3 0.34 0.33 0.35 0.35 0.34 0.34 =
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6. Discussao e Conclusao

A técnica de microtomografia tem dado contribuicbes relevantes para se
investigar o aprimoramento da caracterizacdo da qualidade o6ssea ¥l A
microtomografia de alta resolugcao é uma ferramenta incrivel, assim como os softwares
para visualizagdo e quantificacao microestrutural, para investigacdes sobre a influéncia
da microestrutura na resisténcia mecanica do osso trabecular através da correlagao
dos parametros microestruturais com o0s parametros de resisténcia mecanica
(coeficientes elasticos da matriz de rigidez) ®*. A utilizagdo de um médulo de ensaio

mecanico acoplado ao microtomégrafo 4

permitirda a determinacdo dessas
correlagdes, bem como o desenvolvimento de técnicas visando o aprimoramento da
caracterizagdo da qualidade 6ssea para o diagndéstico de doengas do metabolismo
06sseo como a osteoporose. O software quantifica diversos parametros da

microestrutura através de analise microestrutural 2D e 3D.

As amostras 6sseas foram extraidas de um par de fémures de um mesmo
animal. A andlise microestrutural 3D descrita na tabela 5.2 mostra que houve pequena
variagao nos parametros das amostras ésseas fracdo de volume (BV/TV), superficie
Ossea (BS), densidade de superficie 6ssea (BS/TV), conectividade (Tb.Pf) e nimero
trabecular (Tb.N) entre as amostras cilindricas extraidas de um mesmo fémur em
diregcbes perpendiculares entre si e entre amostras de fémures diferentes com a
mesma direcdo. Os parametros de espessura trabecular (Tb.Th), separacao trabecular
(Tb.Sp) e grau de anisotropia (DA) e autovalores ndo variaram entre as amostras de
um mesmo fémur ou de fémures diferentes com a mesma direcdo. Os valores medidos
dos autovalores e do grau de anisotropia mostram que as trabéculas das amostras
Osseas extraidas dos dois fémures tém a mesma orientagcdo espacial nas direcdes

principais.

O numero de amostras Osseas utilizadas nessa investigacdo, apesar de
pequeno, foi suficiente para demonstrar o enorme potencial da microtomografia de alta
resolucdo nas investigacdes sobre a influéncia dos parametros microestruturais do
0sso trabecular na qualidade 6ssea.
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Anexo
(Software CT-Analyser)

O uso do software CT-Analyser para quantificacdo microestrutural envolve as
seguintes etapas:

Etapa 1: Abrir os arquivos de reconstru¢cao com formato bmp

Load image or dataset

o2 e o
[Srat_: 32 0060.bmp |Mrat_32_0066.bmp [rat 32_0072.bmp \ﬂ'
[Mrat 32 co61bmp Mrat 32 0067.bmp [Mrat_32_0073.bmp \3; L
Lj,rat 32 0062bmp [Mrat 32 00s8.bmp (M rat 32_0074.bmp ug‘
[®rat 32 0063bmp [Mrat32_0069.bmp [Mlrat 32 007Sbmp M|
M rat 32 0064.bmp [Mrat 32_0070bmp [Brat 32_0076.bmp [N
Nrat_32_0065brp (Mrat_32_0071bmp [Mrat_32_0077.bmp 8

Look jn: | O rat. 5’2

| B

______ e

~ == = .]‘Hesnzeby [%_:‘

i
Fllename:  |rat_32_0061bmp | [ _gpen | '
Files of lype: | All supported files [ bmp;.ipg..tif) ~ ‘ L Cancel ] :
Openss  [Dataset |  Image size: 10241024 piels Mew size: 5124512 pivelr 1

Etapa 2: Observar as segoes reconstrwdas

e o (e Propeton LB
o EeE @ L

(mlxl-fo]

& A & i/t

Etapa 3: Escolha da ROI (andlise 2D) e do VOI (analise 3D) com formato irregular ou
regular

Region of Interest  Help

v e BR e BEG

el EIRectangle ]

Wsquare I\

" | @Elliptic &
@Round

& Polyoonal

" | REmpty

- | Interpolated




Etapa 4: Binarizacdo, Analise de Densidade e Reconstrugao 3D

Fum s B e G Veom et

Binarizacdo

Reconstrugdo 3D

Etapa 5: Anélise Morfométrica 2D ou 3D

% rat_53_trab_voi_0449.bmp - CTAn
Bie Yuw Inoge Popan Al Kep

AN ¥

& s

Analise 2D
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3D analysis

By

v
BY/TV
BS

BS/BY

@) test tabls

Basic values
MOl velume

Volurne fraction

Auto save reslills as

() single text line:

Additional values

Th.Pf
SMI

Thickness Dist. (Th.Th]

ToMN

Separation [Th.Sp)

DA

o)
(X

Escolha dos parametros de interesse da quantificagdo 3D

11.02.2004 16:13

Dataset: mtib_3_
Description, Value, Unit

Pixel size, 5.15, pm

Number of layers, 201,

From, 1.715, mm

To, 2.744, mm

VOI volume, 2.03405, mm~3
Volume of objects, 0.13464, mm~3
Relative volume, 6.619, %

Surface of objects, 8.98988, mm~2
Specific surface, 66.76854, 1/mm
BV/TV, 0.06619,

BS/BV, 66.76854, 1/mm

Th.Pf, 26.02769, 1/mm

SMI, 2.485,

Mean Tb.Th., 0.05836, mm

Tb.N., 1.13427, 1/mm

Mean Tb.Sp., 0.36023, mm

DA, 3.279 (0.695),

Thickness distribution (Tb.Th), ,

Analise 3D

0.005 - <0.015 mm, 0.31, %
0.015 - <0.026 mm, 4.66, %

0.026 - <0.036 mm, 13.99,
0.036 - <0.046 mm, 16.68,
0.046 - <0.057 mm, 18.55,
0.057 - <0.067 mm, 11.57,

%
%
%
%

0.067 - <0.077 mm, 9.32, %

0.077 - <0.088 mm, 10.35,

%

0.088 - <0.098 mm, 9.62, %
0.098 - <0.108 mm, 3.62, %
0.108 - <0.118 mm, 0.53, %
0.118 - <0.129 mm, 0.80, %
Separation distribution (Tb.Sp), ,

0.005 - <0.015 mm, 0.006,
0.015 - <0.026 mm, 0.068,
0.026 - <0.036 mm, 0.170,
0.036 - <0.046 mm, 0.248,
0.046 - <0.057 mm, 0.403,
0.057 - <0.067 mm, 0.453,
0.067 - <0.077 mm, 0.551,
etc... to 0.685 mm

Eigenvalues:, 0.273, 0.895,

%

Di3E3,
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